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A. INTRODUCCION

Las células, entre las que se incluyen las neuronas, necesitan proteinas de
membrana para transportar iones a través de la membrana celular. A estas
proteinas se las ha denominado canales ionicos, de los que existen multiples
tipos. Algunas de estas proteinas son especificas al tejido donde se encuentran
y otras estan distribuidas por todo el organismo. El potencial de reposo de las
células depende exclusivamente de la presencia de estos canales idnicos. Asi
pues, no sorprende que éstos sean una parte fundamental de los procesos de
sefializacion y fisiologia neuronal. Su disfuncion genera sindromes patologicos,
algunos dificiles de diagnosticar y tratar. Uno de los hallazgos mas relevantes en
neurologia ha sido el relacionar algunos sindromes neurolégicos hereditarios
con ciertas mutaciones genéticas. Esto se consiguié al descubrir que varios
trastornos de la excitabilidad de la membrana muscular estaban asociados a
mutaciones sin sentido de los canales de calcio, sodio y cloro, ademas de los
receptores de acetilcolina. A estos trastornos se les denominé canalopatias. Se
han identificado algunas de estas mutaciones genéticas de los canales i6nicos
del sistema nervioso, que dan lugar a trastornos neuroldgicos especificos’. Se
desglosaran las canalopatias hereditarias? y se estudiaran aquellas que puedan

tener una etiologia adquirida.

La existencia de trastornos del sistema nervioso periférico (SNP) adquiridos
mediados por anticuerpos es conocida. Pueden afectar a canales idnicos
dependientes de ligandos o dependientes de voltaje, provocando canalopatias
adquiridas autoinmunes. Estas serian un grupo de enfermedades neurolégicas
asociadas con anticuerpos contra canales idnicos especificos en el nervio o el
musculo. Habitualmente, se cree que los anticuerpos tienen un efecto inhibitorio

en la funcién del canal. Los mecanismos que inician la produccion de
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anticuerpos son desconocidos. Una infeccion virica o bacteriana puede
desencadenar una respuesta autoinmune contra el sistema nervioso en
individuos susceptibles. En otros casos, los sindromes neurologicos estan
relacionados con la presencia de un tumor, es decir, son paraneoplasicos. Esto
implica que derivan de una reaccion autoinmune especifica iniciada por la
respuesta inmune contra el cancer. A diferencia de los anticuerpos
paraneoplasicos, aquellos contra canales idnicos estan dirigidos a dominios
extracelulares de las proteinas de membrana. Estos anticuerpos tienen el
potencial de producir directamente efectos patogénicos uniéndose y modificando
la funcidn de dichas proteinas® *. Cada anticuerpo contra un canal idnico esta
relacionado con un sindrome neurolégico especifico. La mayoria de los

pacientes con anticuerpos anti-canales idnicos no tienen un tumor.

La asociacion entre la presencia de autoanticuerpos séricos y un sindrome
neurolégico introduce el concepto de una etiologia inmunomediada. Se
necesitan otros criterios como la reproduccion de las caracteristicas de la
enfermedad en un modelo animal o la demostracién que los sintomas mejoran
tras la eliminacién del anticuerpo circulante, para poderse confirmar. Esto es
conocido y se ha demostrado en trastornos neuroldgicos periféricos. La
capacidad de los anticuerpos de cruzar la barrera hematoencefalica causando
una disfuncion del sistema nervioso central todavia debe probarse. Existe poca
evidencia de que anticuerpos causen enfermedades neuroldgicas del SNC. Este
seria el caso de la esclerosis multiple o de los sindromes neurolégicos centrales
paraneoplasicos. La hipotesis es que los antigenos sean presentados a las
células tipo T y que éstas crucen la BHE provocando un ataque inmunoldégico.
Queda por determinar y demostrar si trastornos neuroldgicos centrales contra
canales ionicos pueden tener una etiologia autoinmune. Esto sera fundamental
para una mejor comprension de la relacion entre el sistema nervioso central y el

sistema inmune, ayudando a desarrollar estrategias terapéuticas mas eficaces.
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. CANALOPATIAS DEL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
1. Canales ionicos

Los canales idnicos son elementos cruciales en los procesos de sefalizacion
neuronal y transmision sinaptica. Son estructuras de membrana formados por
agregados de proteinas que contienen un poro central acuoso que permite el
intercambio iénico entre la célula y el medio interno. Poseen tres funciones
importantes: conducen iones, reconocen y seleccionan iones especificos y se
abren o cierran en respuesta a sefiales eléctricas, mecanicas o quimicas®. El
flujo i6nico es la fuente de corriente eléctrica que regula el potencial de
membrana, siendo la base de la excitabilidad eléctrica. Los canales iénicos
poseen estados funcionales dinamicos: en reposo estan cerrados y activos,
cuando permanecen abiertos también estan en periodo activo, y en los estados
refractarios permanecen cerrados e inactivos. EI mejor conocimiento de estos
complejos proteicos macromoleculares se ha conseguido gracias a tres avances
cientificos: la técnica de medicién de la conductividad con fijacion de membrana
o pinzamiento zonal (“patch-clamp”), el uso de neurotoxinas selectivas vy, la
clonaciéon y secuenciacion de los genes que los conforman. La técnica del
“‘patch-clamp” analiza la actividad de un unico i6n (conductancia) midiendo
directamente el flujo de corriente a través de un Unico canal abierto®. Las
neurotoxinas inactivan selectivamente diferentes subunidades del canal i6nico
permitiendo tanto la identificacion de los componentes del canal como la
determinacién de sus funciones. Finalmente, los agregados proteicos que
forman los canales estan codificados por diferentes genes de los cuales, muchos
ya han sido clonados y se han identificado las estructuras de las proteinas que

codifican’.
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Los canales son proteinas de membrana multiméricas glicosiladas dentro de la
membrana lipidica. Aunque algunos son homomultimeros (combinacion de
subunidades a transmembrana iguales), la mayoria estan conformados por
subunidades distintas codificadas por genes diferentes, y se denominan
heteromultimeros (compuestos por diferentes subunidades). Cada subunidad
tiene una funcion diferente. La mayoria de canales contienen una subunidad
principal y 3-4 subunidades auxiliares. Los canales que no se abren y cierran
permiten el paso del flujo idnico por un mecanismo de concentracion de
gradiente. El paso de iones es pasivo, con entrada de Na* a la célula y salida de
K*. Esto se equilibra con la bomba de Na*-K* dependiente de ATP. Este tipo de

canales se encuentran en neuronas y células gliales®.

Las neuronas tienen la capacidad de producir sefales eléctricas gracias a la
presencia de canales ionicos. Se mantienen gradientes de concentracion
diferentes para iones entre el interior y el exterior de la célula. El potasio, suele
estar a concentraciones mas elevadas en el citoplasma, y el resto de iones,
sodio, calcio y cloro, tienen una distribucion opuesta. Estos gradientes hacen
posible un sistema de senalizacion eléctrica causando la despolarizacion e
hiperpolarizacién de la célula, permitiendo la comunicacion entre neuronas. Los
canales estan distribuidos por todo el sistema nervioso, estando presentes en el
soma neuronal, dendritas, axones y sinapsis. El numero y tipo de canales difiere
en relacion al tipo de neurona y su localizacion. En los axones la mayoria de
canales i6nicos son de Na’' y K', en las fibras mielinicas hay una gran
concentracion de canales de Na®, en el nodo de Ranvier, y en la union

neuromuscular hay mayoritariamente canales nicotinicos de tipo ligando.

Los factores que influyen en el movimiento idnico a través de la membrana son:

(1) el gradiente de concentracion, (2) el gradiente eléctrico y (3) la
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permeabilidad. La conductancia es la medida que define qué iones fluyen por un
material y se expresa como una carga por segundo por voltaje. La conductancia
de un canal unico (y) se diferencia de la conductancia de la membrana (G) de
todos los canales en la neurona. La conductancia es una constante de
proporcionalidad, que define las propiedades del canal y la permeabilidad de un
ion especifico (y). La direccidén en la que los iones se mueven por el canal esta
regida por gradientes de concentracion eléctrica o quimica. El punto en el que la
fuerza impulsora quimica y la fuerza impulsora eléctrica estan en equilibrio es el
potencial de Nernst. Por encima o debajo de este punto, los iones fluyen en la
direccion de la fuerza dominante. Los potenciales de Nernst de los cuatro tipos
de iones principales: sodio +70mV, potasio -98mV, calcio +150mV, cloro -30 a
-65mV. La activacion o no de los canales modifica el potencial de membrana con
lo que las propiedades de una célula pueden cambiar segun el numero de

canales presentes y activos®.

Se han identificado diferentes tipos de canales idnicos en la membrana celular
que pueden ser clasificados segun su mecanismo de activacién: los que no
pueden abrirse o cerrarse (bomba Na’-K’), y los que si lo hacen y son:
dependientes de ligando (ionotrépicos), dependientes de protones, controlados

por segundos mensajeros (metabotropicos) y dependientes de voltaje.

Los canales dependientes de ligandos son ionotrdpicos, es decir, requieren
de la unién de una sustancia o neurotransmisor, llamado ligando, al propio canal
para permitir o no el paso de iones. Son proteinas integrales de membrana,
formando tanto la zona de union para el ligando natural como el poro conductor
de iones, que puede ser abierto o cerrado por el ligando. Estos canales son el
resultado de la unién de subunidades que forman un poro ion-selectivo. La
composicidon de las subunidades de estos canales puede ser homo o

heteromérica, por lo que pueden tener una gran diversidad de propiedades
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fisiologicas o farmacologicas. En los mamiferos existen 3 grandes familias segun
el numero de segmentos transmembrana presentes en las subunidades que
forman los canales. La primera familia son los receptores P2X —adenosina
trifosfato (ATP); estos son canales cationicos y contienen 3 subunidades. Cada
subunidad contiene 2 segmentos transmembrana separados por un circulo
extracelular. Se han descrito siete subunidades P2X'°. La segunda familia es la
formada por receptores catidnicos activados por glutamato en los que se
incluyen los receptores del NMDA (N-metil-D-aspartato), del AMPA (acido a-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxalepropionico) y de kainato. Cada subunidad
contiene un dominio extracelular amino-terminal que forma la mitad de la regién
agonista, estando separados los dos primeros segmentos por un bucle-P. La
tercera familia es la mayoritaria y es la llamada la “super-familia del receptor del
bucle-cis”, porque tiene una cisterna en el bucle del dominio extracelular. La
conductancia del canal esta regulada por la uniéon a un neurotransmisor u otra
sustancia quimica (ligando). Los neurotransmisores que funcionan como
ligandos son: glutamato, glicina, GABA y acetilcolina. Esta familia incluye los
receptores nicotinicos de acetilcolina (nRAcCol), los receptores muscarinicos
(estos son metabotropicos, el receptor es activado por la muscarina y activa una
cascada de segundos mensajeros que son los que actuan finalmente sobre el
canal), los receptores de glicina, los receptores de serotonina 5-HT3, los

receptores activados por zinc y los receptores del GABAa y GABAc.

Los canales dependientes de protones son sensibles al cambio en pH y han
sido recientemente descritos. El mecanismo de activacion es la presencia de un
pH bajo. Se han clonado tres tipos de canales: el canal de sensor acido del
ganglio dorsal, el canal de sensor acido y el canal homdlogo de la degenerina
mamifera. Estos canales se encuentran en todo el sistema nervioso'", sobretodo

en neuronas sensitivas.
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Los canales activados por segundos mensajeros (metabotrépicos)
requieren que una sustancia se una a un receptor de membrana alejado del
canal para que se active una cadena de segundos mensajeros intracelulares y
estos activen finalmente el canal. La mayor parte de estos canales estan en las
membranas post-sinapticas. Se abren indirectamente, el efector y el receptor
son moléculas separadas y diferentes. Hay dos grandes tipos de canales, los
receptores acoplados a proteinas G y los receptores acoplados a tirosinquinasa.
Las proteinas G son proteinas que se unen a una o varias moléculas del
nucledtido guanina. A esta familia pertenecen los receptores a y B de la
adrenalina, el receptor muscarinico de la acetilcolina, el receptor GABADb,
algunos receptores de glutamato, de serotonina y de neuropéptidos. La
sustancia activa se une al receptor, esto desencadena una cascada de
segundos mensajeros inducida por las proteinas G. Los receptores de la
tirosinquinasa son importantes por ejemplo en la regulacién de la insulina y en
procesos de sefalizacién celular implicados en cancer'. A este tipo de
receptores se unen fundamentalmente péptidos como el factor de crecimiento
epidérmico, el factor de crecimiento de fibroblastos y el factor de crecimiento

nervioso.

Los canales dependientes de voltaje permiten el paso de iones dependiendo
del voltaje transmembrana. Se van a desglosar en profundidad, puesto que son
los que seran estudiados a lo largo de este trabajo. Estan formados por una
subunidad para estructurar el poro (conocida como subunidad a) y una serie de
subunidades accesorias (B, y). La subunidad a contiene un poro acuoso central
situado dentro de la membrana; el idn especifico la atraviesa en respuesta a la
activacion mediada por cambios de voltaje. Esta subunidad determina la
selectividad i6nica y media la funcion dependiente del voltaje, permitiendo que
los sensores de voltaje cambien su conformacién segun los campos eléctricos

de membrana. Las subunidades a de los diferentes canales dependientes de
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voltaje estan relacionadas y estan conservadas a lo largo de la evolucion. Las
subunidades accesorias pueden ser citoplasmaticas o extracelulares. La funcion
de éstas es la de modular la conductibilidad de la subunidad a. La mayoria de

las canalopatias neuroldgicas de etiologia genética afectan a la subunidad a.

El sistema de nomenclatura utilizado para denominar a los canales dependientes
de voltaje, estd basado en el simbolo quimico del principal ibn permeable (Na-
sodio, Ca- calcio, K- potasio), seguido de la abreviacion del ligando. En el caso
de los canales dependientes de voltaje (v); estudiaremos los canales: Nav, Cav y
Kv. A lo largo de los ultimos afios, se han utilizado diferentes nhomenclaturas
para clasificar los canales en base a otras caracteristicas y no sélo el tipo de i6n
del canal. A lo largo de este trabajo, utilizaremos la nomenclatura estandarizada
aprobada por la Union Internacional de Farmacologia (IUPHAR) para los canales
dependientes de voltaje, sin embargo, vamos a explicar la evolucién y diferentes

nomenclaturas existentes.

Los canales de sodio dependientes de voltaje, que en un inicio no seguian
ninguna nomenclatura ordenada, se clasificaron finalmente basandose en
aquella elaborada para los canales de potasio, que actualmente es la mas
utilizada™. Se utiliza un sistema numérico para definir las subfamilias y subtipos
segun las similitudes entre las secuencias de los aminoacidos de los canales
(relacién filogenética). EI nombre de un canal individual consiste en el simbolo
quimico del principal idbn permeable (Na) con el regulador principal fisioldgico (v).
El numero que sigue al regulador fisiolégico indica la subfamilia del gen que
codifica el canal (Nav1), y el numero que sigue identifica una isoforma especifica
del canal (Nav1.1), que sigue el orden cronoldgico de identificacion del gen.
Variantes génicas de cada tipo de canal se identifican con letras separadas por
un punto de los numeros (Nav1.1a). Al menos 20 exones codifican cada una de

las nueve proteinas de la subunidad a del canal de sodio'* "> °.
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Los canales de calcio dependientes de voltaje han basado las nomenclaturas en
caracteristicas de la subunidad a1: (a) el gen que la codifica; se han identificado
hasta 10 genes que codifican las subunidades a1 del canal de calcio: CACNA1S,
C, D, F, A B, E, G, H, I; (b) la familia y el orden cronologico de su
descubrimiento, (c) la sensibilidad a una neurotoxina: canales sensibles a la
dihidropiridina (tipo L), a la w-conotoxina-GVIA (tipo N) y aquellos sensibles a la
w-agatoxina-IVA (tipo P/Q) o (d) el tipo de corriente del poro de los canales
nativos no clonados (tipos L, N, P/Q y R). La IUPHAR aprob6 una nomenclatura
similar a la de los canales de potasio y sodio (Cav) basada en la familia y orden
cronoldégico (criterio b). El identificador numérico corresponde al gen de la
subunidad a1 (1, 2 o 3) y el orden cronolégico del hallazgo de la subunidad a1

dentro de esa subfamilia®” 18 1°,

Los canales de potasio dependientes de voltaje fueron los primeros donde se
introdujo la nomenclatura estandarizada de la IUPHAR. Sin volver a mencionar
el orden de las siglas, hay que mencionar que se crearon 6 subfamilias Kv1-Kv6,
saltandose la subfamilia Kv7, asignandose los nuevos genes descubiertos como
Kv8 y Kv9. Mencionaremos, brevemente, que un grupo de genetistas, desarrollo
en 1997 wuna nomenclatura paralela, que designé simbolos oficiales
desarrollados por el Comité de Nomenclatura del Genoma Humano (HGNC)
dentro del proyecto genoma humano (HUGO)?. En esta nomenclatura, se
coloca en mayusculas la letra del ion principal del canal en inglés (S, C, K)
seguido de CN (abreviatura de canal) y luego letras alfabéticas ordenadas en
mayusculas para diferenciar las familias de genes y un numero que indica el
subtipo de familia. Por ejemplo, los genes de las subunidades Kv se denominan
del KCNA hasta el KCND, utilizando las letras A, B, C y D para los cuatro tipos

de familias de genes. El numero especifico del gen es derivado de la
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nomenclatura Kv. Esto ocurre también con los genes de Na y Ca (ej.
Nav1.1=SCN1A, Nav1.2=SCN2A, etc.).

Se van a desglosar las caracteristicas y funcion de los canales idnicos
dependientes de voltaje del sistema nervioso. Hay varios tipos de canales

dependientes de voltaje: sodio, calcio y potasio.

a. Canales de sodio dependientes de voltaje (Nav)

Hodgkin y Huxley nos revelaron que en la mayoria de las neuronas, el flujo
idnico a través de los canales de sodio esta influyendo en la recuperaciéon del
potencial de acciéon de la membrana celular. Aunque no fueron capaces de
visualizar los canales de sodio, si que se pudieron descifrar las caracteristicas
mas importantes de los mismos. Aproximadamente 40 afos después, Noda y
colaboradores, en 1984, clonaron el primer canal de sodio®'. Se adquirio el
concepto de que existian diferentes tipos de canales de sodio cuando, estos
investigadores, demostraron que dentro del cerebro de un mamifero, existian al
menos tres genes para codificar canales de sodio, cada uno codificando una
molécula diferente. Algunas neuronas coexpresan diferentes canales de sodio,
por lo que tienen diferentes propiedades transductoras y codificadoras®.
Ademas, se ha observado que la expresion de los canales de sodio es dinamica.
La plasticidad neuronal ha sido estudiada con respecto a la potencia y depresion
sinaptica, la aparicion o modelacion de las dendritas y el reclutamiento de
neuronas preexistentes o nuevas en los circuitos funcionales. La plasticidad en
la expresion de los genes que codifican los canales de sodio dependientes de
voltaje resulta en un aumento en el uso de los canales; que a su vez, produce
cambios en las propiedades eléctricas de las neuronas. Estos cambios pueden

ser importantes en enfermedades caracterizadas por una hipo- o
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hiperexcitabilidad neuronal. Las secuencias de aminoacidos de las subunidades
a de los canales de sodio y calcio contienen cuatro dominios homodlogos en
tandem que se parecen a las subunidades a de los canales de potasio. A pesar
de todo, existen diferencias entre todos estos canales. La secuencia de
aminoacidos que conforma la selectividad de cada canal es diferente. El

mecanismo de inactivacion del canal es diferente también en todas ellas?®.

Los canales de sodio dependientes de voltaje intercambian tres estados
funcionales dependiendo del potencial de membrana. En membranas excitables,
una despolarizacion brusca causa un aumento rapido de la permeabilidad del
Na* local debido a la apertura (activacién)®* del canal. Para que esto ocurra, los
sensores de voltaje (segmentos S4) de la proteina del canal deben moverse
hacia fuera, empujados por el cambio en el potencial de membrana y luego
traducir la energia conformacional a otras estructuras que se mueven dejando
paso a los iones de sodio. Este aumento en la permeabilidad del sodio causa
una despolarizacion de la membrana que caracteriza el inicio de un potencial de
accion. La activacion de un canal es transitoria y pasa a un estado inactivo hasta
que la membrana se repolariza, recuperandose tras la inactivacion. Durante el
proceso de recuperacion, los canales pueden sufrir un proceso de desactivacion,
es decir, la transicion de un estado abierto a uno cerrado?. Todo este proceso

ocurre en milisegundos.

Los canales de sodio presentes en el sistema nervioso central (SNC), al igual
que en el corazdn, contienen, ademas de la subunidad a, 4 subunidades (31 a
la B4%°). Las propiedades funcionales de los diferentes tipos de canales de
sodio son similares. Hay nueve tipos de isoformas de los canales de sodio en los
mamiferos. Todas ellas tienen mas de un 50% de similitud en la secuencia de
aminoacidos de los dominios transmembrana y extracelular. Esta similitud no es

tan evidente en los canales de calcio y potasio. Se han caracterizado nueve
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subunidades o Nav1.1-Nav1.9; existe una décima isoforma (Nax) que
probablemente también funcione como un canal de sodio, aunque hay otras
hipétesis que debido a su localizacién y estructura, consideran que no es un
canal dependiente de voltaje sino un sensor de sal (NaCl). Genéticamente, hay
isoformas que estan mas relacionadas entre si debido a su proximidad en el
genoma. Los genes para las isoformas Nav1.1, Nav1.2, Nav1.3, Nav1.7 y Nax,
estan localizados en el cromosoma 2; y los genes de las isoformas Nav1.5,
Nav1.8 y Nav1.6 (todas ellas resistentes a la tetradotoxina) estan localizados en
el cromosoma 3. La isoforma Nav1.4 esta localizada en otro cromosoma y puede

considerarse como otro grupo.
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Figura 1. Canal de sodio. Organizacion transmembrana de las subunidades de un canal de sodio
(segun Yu y Catterall, 2003 )
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Las estructuras primarias de las subunidades de los canales dependientes de voltaje se ilustran como diagramas
transmembrana. Los cilindros representan segmentos a-helicoidales. Las lineas sencillas representan cadenas de
polipéptidos de cada subunidad, con una longitud similar y proporcional a los residuos de aminoacidos en los
subtipos de canales de sodio encontrados en el cerebro. Los dominios extracelulares de las subunidades 1y B2 se
muestran como plegamientos de inmunoglobulinas. El simbolo W intenta mostrar las zonas probables de
glicosilacion ligadas al dominio N. Las localizaciones P son zonas demostradas donde se produce una fosforilacion
por la protein-quinasa tipo A (si esta rodeado por un circulo) o por la protein-quinasa C (si esta rodeado por un
rombo). Ademas, los segmentos del poro S5-P-S6, circulos blancos, y los anillos exteriores (EEDD) o interiores
(DEKA) de residuos aminos que conforman el filtro de selectividad ionica y el lugar de unién con la tetrodotoxina.
Los sensores de voltaje S4, y los circulos abiertos estan implicados en formar el receptor de la puerta de
inactivacion. Se muestran también las localizaciones del lugar de union de las toxinas o- y - del escorpion y el lugar
de interaccion entre las subunidades a y B1.
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Las isoformas de los canales de sodio varian en su localizacion y modulacion
(ver Tabla 1, en negrita lo referido al SNC). Los subtipos Nav1.1, Nav1.2 y
Nav1.6 son abundantes en el sistema nervioso central. Generalmente, Nav1.1y
Nav1.3 estan localizados en el soma de la neurona, donde controlan la
excitabilidad neuronal mediante la integracion de los impulsos sinapticos y la
propagacion a los compartimentos axonales y dendriticos. El subtipo Nav1.2,
esta expresado en axones no mielinizados donde conduce el potencial de
accion. Los subtipos Nav1.1 y Nav1.6 también se expresan abundantemente en
el sistema nervioso periférico (SNP), pero los canales de sodio que mas se
observan en el SNP son tres isoformas que han sido clonadas de neuronas de
ganglios de la raiz dorsal: Nav1.7, Nav1.8 y Nav1.9. De éstas, Nav1.7 se
expresa abundantemente en el SNP y parece estar situado en los axones,
donde puede que funcione en la iniciacion y conduccién de los potenciales de
accion. Existe una expresion mas restringida de los canales de Nav1.8 y Nav1.9
en el sistema nervioso, estos canales estan expresados en neuronas sensitivas
pequefias de los ganglios del nervio trigémino y los ganglios de la raiz dorsal,
donde tienen un papel fundamental en la percepcion del dolor. Los subtipos
Nav1.4 y Nav1.5 son canales del musculo que controlan la excitabilidad de los

miocitos cardiacos.

30



Pozo Rosich, P

Tabla 1. Tipos de canales de sodio segun subunidad a y su localizacion en el sistema
nervioso humano (segun Catterall et al., 2005 ; Yu y Catterall, 2003)

Canal de Na* | Variantes | Funcion Tejido Localizacion Sistema
Gen Nervioso
Nav 1.1 Nav 1.1a | 1) Propagacion sefiales SNC Cerebelo, estriado,
SCN1A sinapticas: dendritas-soma (soma hipocampo, talamo.
2) Integracion sefales eléctricas | neurona)
SNP Soma y dendritas.
Corazon Miocitos cardiacos
Nav 1.2 Nav 1.2a | 1) Potencial accion axonal SNC Axonestterminaciones
SCN2A 2) Liberacion neurotransmisores | (axones no
presinépticos mielinizados)
Nav 1.3 Nav 1.3a | 1) Control excitabilidad neuronal | SNC Cerebro embriénico y
SCN3A Nav 1.3b | 2) Definicion umbral del post-natal
potencial accién inicial y de (soma
propagacion del soma a neurona)
dendritas y axones
Nav 1.4 Control excitabilidad de miocitos | Musculo
SCN4A esqueléticos esquelético
Nav 1.5 Control excitabilidad de miocitos | Corazon,
SCN5A esqueléticos y cardiacos Musculo
esquelético
Nav 1.6 Nav 1.6a | Iniciacién del potencial acciény | SNC Soma y dendritas
SCN8A transmision neuronas centrales y proximales granulares,
axones mielinizados piramidales cerebelo,
cortex cerebral e
hipocampo.
En desarrollo, contribuye a SNP Cels Purkinje cerebelo,
maduracion nodulos Ranvier tronco y médula espinal
(axones mielinizados) Nédulos Ranvier
Nav 1.7 Inicio y conduccion del potencial | SNP Axones
SCN9A de accién Cc. Medular
tiroides
Nav 1.8 Percepcidn dolor: iniciacion y SNP Neuronas amplio rango
SCN10A transmision del potencial de dindmico sensitivas- asta
accion dorsal
Nav 1.9 Percepcion del dolor SNP Neuronas amplio rango
SCN11A Despolarizacién del potencial de dindmico sensitivas
reposo, amplifica el umbral lento ganglio trigémino y asta
de despolarizacion —excitabilidad dorsal
Nax Sensor NaCl Corazon,
SCN6A Utero
SCN7A Canal dependiente de voltaje? Astrocitos

Se sefalan en negrita aquellas que afectan al SNC.
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b. Canales de calcio dependientes de voltaje (Cav)

Los canales de calcio dependientes de voltaje median la entrada de calcio en la
célula como respuesta a la despolarizacién de la membrana y regulan los
procesos intracelulares como la contraccidn, secrecion, neurotransmision,
liberacidon de neurotransmisores presinapticos, activacion de enzimas y la
expresion génica, ademas de la supervivencia neuronal, la diferenciacion y la
plasticidad, puesto que los iones de calcio son, ademas, segundos mensajeros
intracelulares. Pertenecen a una super-familia de diferentes proteinas
transmembrana que conforman los canales iénicos?’. Los canales de calcio que
se han caracterizado bioquimicamente son proteinas complejas compuestas de
cuatro o cinco subunidades diferenciadas®®. Los canales de calcio son
heteromeros que contienen subunidades proteicas que poseen diferentes
funciones. Forman pasos selectivos del calcio a través de la membrana celular.
Estan codificados por nueve tipos de genes (SCN1A, SCN2A,...) que codifican
las diferentes subunidades a de las isoformas; ademas hay cuatro genes que
codifican las subunidades [ accesorias (SCN1B, SCNZ2B,...). Hay otras
subunidades accesorias y - a2 - & que son componentes de la mayoria de los
canales de calcio. Aunque las subunidades accesorias modulan las propiedades
del canal, la diversidad funcional, electrofisiologica y farmacolégica se origina en
la existencia de diferentes subunidades a1. Las subunidades a estan
construidas de manera simétrica y tienen cuatro dominios (D1-D4) que cada uno
contiene 6 segmentos que se ensanchan (S1-S6) y una region (S5-S6) que
controla la selectividad ionica y la permeabilidad. El segmento S4, funciona
como el sensor de voltaje’ y es anfipatico con multiples aminoacidos basicos

(arginina, lisina) rodeados por residuos hidrofobicos.
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Figura 2. Estructura y subtipos de canales de calcio dependientes de voltaje

(segun Khosravani et al., 2006 2°)
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Se observa el poro principal formando la subunidad «, mas las subunidades accesorias B o y rp-d. Las
diferentes unidades a4 corresponden a diferentes isoformas de los canales de calcio identificados en
neuronas. Como se observa, los canales se definen por la corriente de calcio que median que puede ser de
alto voltaje (HVA), donde se incluyen los canales con corrientes tipo L, P/Q, N y R; y los canales de bajo
voltaje (LVA), donde se incluye el canal con corriente tipo T. Se desglosan también las diferentes
subunidades #+ que codifican los canales. Diferentes subunidad pueden codificar canales con los mismos

tipos de corrientes.
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Originalmente, los canales de calcio dependientes de voltaje se dividieron en
dos grupos, segun las caracteristicas electrofisiologicas de la cinética de
apertura y cierre del canal, los activados por alto voltaje y los activados por bajo
voltaje. El umbral de activacion de la corriente de calcio a través de los canales
de alto voltaje es entre -40mV y -10mV, mientras que el umbral de activacion de
la corriente a través de los canales de bajo voltaje es entre -60mV y -70mV. Los
canales de alto voltaje se subdividen en canales tipo L, N, P/Q y R (aunque este
canal en alguna ocasion se clasifica como de voltaje intermedio). Mientras que
los canales de bajo voltaje estan formados por el tipo T. Las corrientes de calcio
tipo L requieren una fuerte despolarizacion para activarse y tienen una mayor
duracion funcional. Se localizan sobretodo en el musculo y las células
endocrinas, donde inician la contraccidn muscular y secrecién hormonal; aunque
también pueden encontrarse en tejido neuronal. Las corrientes de tipo N, P/Q y
R, también se activan con alto voltaje. Estas se bloquean por otro tipo de toxinas
que no afectan a las corrientes tipo L. Concretamente, la corriente tipo N se
inactiva de forma selectiva por las .-conotoxinas GVIA y MVIIA, dos péptidos
aislados de caracoles marinos; y el tipo P/Q se inhibe por la --agatoxina IVA.
Estas corrientes se encuentran sobretodo en las neuronas y terminaciones
sinapticas, donde inician la neurotransmision en las sinapsis rapidas y median la
entrada de calcio al soma y dendritas. La corriente de calcio tipo T es activada
por bajo voltaje y es transitoria. Estos Cav se expresan en multitud de células
donde controlan los potenciales de accion en patrones de descarga repetitiva.
En el musculo actian como moduladores de la contraccion (ver Tabla 3). Sin
embargo, esta clasificacién por tipos de corrientes de calcio, no deberia ser
aplicada de forma rigida, puesto que algunos de los canales activados por alto

voltaje, pueden, bajo ciertas circunstancias, activarse por voltajes negativos.

Genéticamente, se conocen al menos diez genes que codifican para las

subunidades a1. Histéricamente, como se ha mencionado, se habian dado
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diferentes nombres a dichos genes, creando nomenclaturas confusas.
Actualmente y desde que se clonaron genes humanos, se utiliza la nomenclatura
propuesta por Ertel y colaboradores, aprobandose mas tarde por el Subcomité
para los Canales de Calcio de la NC-IUPHAR. Esta es la nomenclatura que se
basa en utilizar el simbolo quimico del i6n principal, con el principal regulador
fisiologico (voltaje), Cav. Los identificadores numéricos corresponden a la
subfamilia del gen de la subunidad (1 a 3) y el orden de su descubrimiento
dentro de aquella subfamilia. Segun esto, la subfamilia Cav1.1 (Cav1.1 a
Cav1.4) incluye canales que contienen una subunidad ais, aic, Q1p O A4F Y que
median corrientes de tipo L. La subfamilia Cav2 (Cav2.1 a Cav2.3) incluye
canales que contienen la subunidad a1a, a4g 0 a4g que median corrientes de tipo
P/Q o R. La subfamilia Cav3 (Cav3.1 a Cav3.3) incluye canales que contienen

a1, Q1H, O4j, que median las corrientes tipo T (ver Tabla 2).

Tabla 2. Nomenclatura de genes clonados de subunidades canales de Ca?* humanos
(segun Lory et al., 1997 30)

Canal Subunidad a Tipo de Canal Nomenclatura gen | Cromosoma
(IUPHAR) (corriente) (HUGO)

Cav1.1 a1s L CACNA1S 1931-32
Cav1.2 arc L CACNA1C 12p13.3
Cav1.3 amn L CACNA1D 3p14.3
Cav1.4 aiF L CACNA1F Xp11.23
Cav2.1 Q1A PIQ CACNA1A 19p13.1
Cav2.2 asg N CACNA1B 9q34
Cav2.3 (o813 R CACNA1E o?
Cav3.1 QG T CACNB2 o?
Cav3.2 arH T CACNB3 o?
Cav3.3 ay T CACNB4 o?
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La secuencia completa de aminoacidos de las subunidades a4 es en mas de un
70% idéntica dentro de una familia, determinando especificidad, pero menos de
un 40% entre familias. Las sensibilidades farmacoldgicas entre los diferentes
canales se expresan en la Tabla 3, donde se mencionan los antagonistas

especificos para cada uno de los tipos de canales.

Las subunidades accesorias del canal de calcio az-6 (020-1, -2), B (B1,2.3.4) Y VY
respectivamente. Mientras que el canal Cav1.1 del musculo esquelético contiene
la subunidad y4, todavia no se conoce si todos los canales de calcio contienen
subunidades y. Las subunidades [ tienen efectos funcionales sobre la
modulacién del canal y de la membrana con subunidad a41 y a42. En sistemas
de expresion heterélogos, subunidades B y a,-0 diferentes en combinacion con
una subunidad a4 dan lugar a canales de calcio con propiedades funcionales
diferentes. Los canales funcionalmente diferentes pueden formarse con
variantes de la subunidad ay. Todos los canales, excepto el a;1.1, se expresan
en el cerebro, con una distribucion diferencial en diferentes poblaciones
neuronales y localizaciones diferentes dentro de la misma neurona. Por lo tanto,
el potencial para la existencia de una heterogeneidad estructural y funcional de

los canales de calcio en el cerebro, es enorme.
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Tabla 3. Funciones fisioldgicas, localizacion y farmacologia de los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav)
(segin Trimmer y Rhodes, 2004 *')

y dendritas de las interneuronas en el cortex
cerebeloso

desactivacion moderada

Canal Corriente | Localizacion Antagonistas Caracteristicas funcionales Funciones Celulares
Especificos

Cav1.1 L Musculo esquelético — tubulos transversos Dihydropiridinas, Activados por alto voltaje, Acoplamiento excitacién-contraccion

fenilalquilaminas desactivacion lenta

Cav1.2 L Miocitos cardiacos, células endocrinas, Dihydropiridinas, Activados por alto voltaje, Acoplamiento excitacién-contraccion,

cuerpos neuronales y dendritas proximales fenilalquilaminas desactivacion lenta (dependiente liberacion hormonas, regulacion
en cortex e hipocampo calcio) transcripcion, integracion sinaptica

Cav1.3 L Células endocrinas, cuerpos neuronales y Dihydropiridinas, Activados por voltaje moderado, Liberacion hormonas, regulacion

dendritas en hipocampo fenilalquilaminas desactivacion lenta (dependiente transcripcion, integracion sinaptica
calcio)

Cavi4 L Retina No conocido Activados por voltaje moderado, Liberacion neurotransmisores desde
desactivacion lenta (dependiente células bipolares y conos retina
calcio)

Cav2.1 P/IQ Terminaciones nerviosas y dendritas en la w-agatoxina IVA Activados por voltaje moderado, Liberacion neurotransmisores

capa molecular y cels Purkinje cerebelo desactivacion moderada
Uni6n neuromuscular

Cav2.2 N Terminaciones nerviosas y dendritas del w-CTx-GVIA Activado por alto voltaje, Liberacion neurotransmisores

estriado, cortex e hipocampo desactivacion moderada

Cav2.3 R Cuerpos neuronales y dendritas del globo SNX-482 Activacion por voltaje moderado, Descargas repetitivas

palido, talamo, amigdala anterior, nlcleos desactivacion rapida
subtalamicos, hipotalamo

Cav3.1 T Cuerpos neuronales y dendritas de las Ninguno Activados por voltaje bajo, Marcapasos, Descargas repetitivas

células Purkinje del cerebelo, desactivacion rapida
miocitos cardiacos

Cav3.2 T Cuerpos neuronales y dendritas de células Ninguno Activados por voltaje bajo, Marcapasos, Descargas repetitivas

granulares del nucleo dentado y neuronas desactivacion rapida
piramidales,
Miocitos cardiacos
Cav3.3 T Cuerpos neuronales Ninguno Activados por voltaje bajo, Marcapasos, Descargas repetitivas
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Electrofisiolégicamente, los canales presentan cuatro tipos de corrientes de
calcio con caracteristicas diferentes, lo que permite clasificar a los canales en los
tipos L, P/Q, R, N, y T.

Canales tipo L: las propiedades biofisicas de las corrientes tipo L se
describieron por primera vez en neuronas del asta dorsal del pollo en 1985,
observando, posteriormente, que su distribucion en humanos es amplia. Se
localizan en: musculo esquelético, miocitos cardiacos, células endocrinas,
cuerpos neuronales y dendritas en el hipocampo y la retina. La estructura
molecular del canal tipo L, se ha estudiado en el musculo esquelético sobretodo.
Las funciones de los canales tipo L estdan en relacion a la generacién de
potenciales de accidon y la transduccion de sefales en la membrana celular.
Recientemente se les ha asociado un papel en la liberacibn de

neurotransmisores en el SNC32.

Canales tipo P/Q: este canal se denomind “P” porque se describid por primera
vez en las células de “P’urkinje en 1989 . Las corrientes de calcio tipo P se
activan por encima de -50mV y muestran muy poca inactivacion durante un
periodo de un segundo. Se han implicado en la liberacion de neurotransmisores
en algunas sinapsis. A diferencia del canal tipo N, el tipo P tiene una selectividad
para un ion monovalente en la ausencia de cationes divalentes. En 1995, se
describié el canal de calcio tipo Q como una categoria separada, porque es una
corriente que se inactiva rapidamente, asociandose funcionalmente a la
liberaciéon de neurotransmisores®®, se localiza en células granulares de la capa
molecular del cerebelo®. Todavia queda por determinar si la naturaleza del poro
de la subunidad a1A, principal componente de los canales P y Q, es igual o no
en ambos®’, puesto que las diferencias aparentes entre las propiedades
electrofisioldgicas y farmacolégicas de los canales P y Q, podria estar causada

por la presencia de diferentes isoformas de poro. Otra opcion seria que las
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diferencias radicaran en las subunidades accesorias. Estan compuestos de las
siguientes subunidades a1, a2/6 y B. Estudios inmunohistolégicos han mostrado
que estan ampliamente expresados en el SNC humano. En contraste con la
localizacion somatodendritica de los canales tipo Cav1, los estudios sobre la
localizacion de las subunidades de los Cav2, los han identificado tanto en
axones como en las somatodendritas. El subtipo Cav2.1, se localiza
especialmente en areas ricas en terminales sinapticas, especificamente en la
capa molecular del cerebelo y la zona del hipocampo CA3. La tincién de las
terminaciones nerviosas en estas localizaciones es consistente con la funcion de
los canales de calcio tipo P/Q como reguladores de la liberacion de
neurotransmisores y la integracion neuronal. En las neuronas del globo palido, la
microscopia inmunoelectronica ha revelado que ademas de la tincion de las
terminaciones nerviosas, la reaccion con inmunoperoxidasa también se
observaba en las dendritas. Ademas, en las dendritas de las células de Purkinje,
el Cav2.1 esta colocalizado y asociado, mediante una interaccién fisica directa,
con los receptores metabotropicos del glutamato (mGIuR1). Este canal, en
respuesta a una despolarizacion de la membrana, regula el flujo hacia el interior
de Ca®" extracelular, resultando no sélo en la liberacién de neurotransmisores,
sino que incluso se ha implicado como mediador en la transmision

neuromuscular®®.

Canales tipo R: se descubrieron después del tipo Q, y se les denominé R por
‘restantes” y ademas era la letra correlativa después de la Q. Las propiedades
electrofisiolégicas son similares al tipo Q y N. Corresponden a la subunidad a2.3.
Se localizan en cuerpos neuronales y dendritas del globo palido, talamo,
amigdala anterior, hipotalamo y nucleos subtalamicos. Tienen una funcién de

actuar con descargas repetitivas.
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Canales tipo N: estan localizados en las neuronas de los ganglios del asta
dorsal, ademas del cortex e hipocampo. Los estudios de localizacion de los
receptores tipo Cav2.2 se realizaron utilizando autoradiografia con una toxina
especifica para la subunidad 02.2: la conotoxina '*°I-GVIA. Esto reveld altas
cantidades de estos canales en el estriado, hipocampo, cortex y cerebelo,
sobretodo en localizaciones con muchas sinapsis. Su funcién, al activarse por

alto voltaje, es la de liberar neurotransmisores de la sinapsis.

Canales tipo T: la existencia de una corriente tipo T se descubrié en 1981 en
neuronas del nlcleo olivar utilizando electrodos intracelulares®. Se han
identificado tres tipos de genes que codifican los canales tipo T: CACNA1G, que
codifica la subunidad Cav3.1; el CACNA1H que codifica la subunidad Cav3.2 y
el CACNA1I que codifica la Cav3.3. Median el espectro de funciones fisiologicas
que incluyen la actividad del marcapasos y varias formas de oscilaciones
neuronales fisiolégicas y fisiopatolégicas. Incluso, se ha demostrado
recientemente’, que estos canales pueden dar lugar a la liberacién de calcio
inducida por calcio, en neuronas del nucleo paraventricular del tdlamo y otras
neuronas de la linea media asociadas con el sistema talamo-cortical. Estos
canales se activan e inactivan cerca del potencial de membrana en reposo de
las neuronas (aproximadamente -60mV); tienen una cinética de activacion muy
rapida y se desactivan de forma mas lenta. Existe también un solapamiento en
las dependencias de voltaje para la activacién e inactivacion, lo que da lugar a
un fendbmeno denominado “ventana de corriente”. En los voltajes de membrana,
donde la ventana de corriente es operacional, una pequena fraccion de los
canales tipo T no se inactiva nunca de forma completa y puede ser reclutada
rapidamente para el flujo de calcio durante la despolarizacién. La localizacion de
estos canales aun no se ha identificado del todo de manera inmunocitoquimica.
Sin embargo, los estudios de neuroimagen funcional y electrofisiolégicos

sugieren que estan localizados cerca del soma neuronal y en neuronas
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%2 % Incluso estudios mas recientes, usando

dendriticas algo mas distales*’
técnicas electrofisioldgicas y farmacoldgicas, se observa la presencia de este

tipo de canales en células reticulares del talamo™*.

c. Canales de potasio dependientes de voltaje (Kv)

La estructura cristalina del canal de potasio de una bacteria fue resuelta en
1998, revelando a nivel atomico, la base estructural de los mecanismos
fundamentales de este tipo de canales*. Los canales de potasio establecen el
potencial de membrana basal, repolarizan las neuronas tras los potenciales de
accién y median senales que se transmiten por debajo del umbral. Es decir, son
los reguladores fundamentales de la excitabilidad neuronal y controlan la
frecuencia y forma del potencial de accion, la secrecion de hormonas y

neurotransmisores. Hay diferentes tipos de canales de potasio.

La nomenclatura estandarizada de los canales de K dependientes de voltaje
(Kv) en la que se basaron las nomenclaturas para los canales de Na* y Ca?*, se
adopté hace 15 afios*®. Esta basada en la relacion filogenética entre los canales
que compartian un 65% de la secuencia de aminoacidos si pertenecian a una
subfamilia. Se crearon varias subfamilias (Kv1-Kv6). A medida que se
descubrian nuevos genes se saltaron el Kv7 y se les asign6 con Kv8 y Kv9. Mas
recientemente, también se han descubierto los genes KCNH y el KCNQ, vy
todavia no se han incluido en la clasificacion de los canales Kv. Al igual que con
el resto de nomenclaturas los canales de potasio tienen nomenclatura HUGO
que se refiere a los genes que codifican las subfamilias, siendo Kv2 = KCNB o

Kv3 = KCNC, y asi sucesivamente®’.
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Figura 3. Representacién esquematica de una subunidad del canal Kv1.1
(segun Zuberi et al., 1999 48)
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Los canales de potasio Kv suelen estar cerrados cuando el potencial de
membrana esta descansando. Estan formados por 4 subunidades a homologas.
Cada subunidad contiene 6 segmentos transmembrana. Uno de los segmentos
transmembrana tiene unos aminoacidos cargados muy positivamente, que
causan el cambio conformacional sobre la despolarizacion de la membrana. Las
dimensiones fisicas del poro, dan al canal la posibilidad de ser permeable a los
iones de potasio. El genoma humano contiene un total de 16 subunidades de
genes a para los canales Kv. En el cerebro de los mamiferos, la expresion de
muchos de estos canales Kv esta restringida a las neuronas, aunque las células
gliales pueden expresar unos subtipos especificos. Ademas de la composicion
de las subunidades a y B3, existen unidades accesorias para los canales Kv4 que
estan codificadas por dos tipos de proteinas, unas de ellas son proteinas que se
unen al calcio (KChIP) funcionando como sensores del ion calcio. Ademas, de
las tipicas subunidades auxiliares, existen en el genoma un numero de unidades

“eléctricamente silentes”, de las que aln se desconoce su funcion exacta®.
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Figura 4. Estructura de diferentes canales de potasio dependientes de voltaje
(segun Yellen, 2002 %0)
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El tipico canal de potasio dependiente de voltaje bacteriano es un conjunto de 4 dominios transmembrana
idénticos que rodean un poro central, situado en la zona superior izquierda de la imagen. Cada subunidad
tiene 6 cruces transmembrana (S1-S6) con terminales N- y C- en la zona intracelular de la membrana. La
zona mas estrecha del poro, el filtro de selectividad, esta formado por un bucle entre S5y S6, el sensor de
voltaje incluye la region S4 con sus mdltiples cargas positivas. En la zona superior derecha de la imagen se
muestra el dominio del canal que forma el poro. Sélo tiene dos helices transmembrana (S5 y S6). La
proteina interna rodea las helices, y en la zona superior esta el filtro de selectividad.

Las imagenes inferiores corresponden a canales tetraméricos, que no tienen un dominio T1, y sin embargo
tienen un dominio sensor en la terminal C.

43



Tabla 4. Tipos de canales de potasio: nomenclatura y localizacion en el SNC (segun Trimmer y Rhodes, 2004 )

Tipo Canal Potasio (Kv) Subtipo Kv Tipo celular Localizacion cerebral
Kv1 Kv1.1 Cuerpos neuronales, axones y terminaciones nerviosas | Aferentes estriados en globo palido y parte
1) Células en cesto cerebelosas reticular de la sustancia negra
2) Membrana juxtaparanodal adyacente a los nédulos de Capa molecular y giro dentado
Ranvier
Kv 1.2 Cuerpos neuronales, axones y terminaciones nerviosas | Capa molecular y giro dentado
1) Células en cesto cerebelosas
2) Membrana juxtaparanodal adyacente a los nddulos de
Ranvier
Kv 1.4 Cuerpos neuronales, axones Aferentes estriados en globo palido y parte
reticular sustancia negra
Capa molecular
Kv.16 Interneuronas
Kv1.3 Fibras paralelas de axones de las células granulosas Cortex cerebeloso
cerebelosas
Kv 15 Células gliales
Kv 1.7 Musc. Esquelético, corazon, islotes
pancreéticos
Kv2 Kv2.1 Zona somatodendritica: axones y terminaciones Distribucion general del cerebro:
nerviosas -Cortex: céls. piramidales (capas Il/lll & V)
Astrocitos (subcelular) - Hipocampo
Kv 2.2 Dendritas Neuronas corticales piramidales
Neuronas bulbo olfatorio
Kv3 (activacion rapida, neuronas con Interneuronas Hipocampo y neocortex
potenciales continuados rapidos) Neuronas Neuronas auditivas
Kv3.1 Cortex e hipocampo
Kv 3.2 Cortex e hipocampo
Kv 3.3 Células Purkinje Cortex cerebeloso
Kv4 Kv4.1 (baja concentracion en cerebro)
Kv 4.2 Cuerpos neuronales Hipocampo y células granulares del dentado
Kv4.3 Interneuronas Hipocampo y células granulares del dentado
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2. Concepto de canalopatia

Antes de 1982, el conocimiento sobre la funcién de los iones en la actividad
eléctrica en las paredes de las células estaba limitado a sistemas de modelos.
Estaba basado en el trabajo desarrollado por Hodgkin, Huxley y Cole, entre
otros, que nos revelaron el principio idnico de la excitacion nerviosa en el axon
del calamar gigante®'. La union entre los mecanismos de los modelos animales
utilizados vy la fisiologia humana se quebr6 en 1982, cuando se cloné el primer
canal ionico, la subunidad a del receptor de la acetilcolina. La biologia molecular
nos ha permitido identificar los genes que conforman los canales idnicos. La
unién entre la ciencia basica y la medicina clinica ha llegado a través del
descubrimiento de la presencia de enfermedades humanas ligadas a mutaciones
en genes que codifican para subunidades de canales idnicos o proteinas que las

regulan: las canalopatias.

Canalopatia es el término que se ha acunado para describir las enfermedades
relacionadas con las mutaciones de los genes que regulan los canales idnicos
celulares. Sin duda, la mejor comprension de la existencia de las canalopatias
nos ha ayudado a entender mecanismos fisiopatoldgicos celulares que antes nos
eran desconocidos®?. El concepto de canalopatia es introducido por Alfred L.
George Jr. con una amplia discusién sobre el impacto de las mutaciones de los
canales de sodio dependientes de voltaje en diferentes patologias®®. Las
mutaciones de los canales i6nicos que se han descubierto son generalmente
aquellas que estan asociadas a fenotipos caracteristicos, especialmente
aquellos transmitidos de forma autosémica dominante con alta penetrancia. Los
estudios funcionales caracterizan los canales iénicos mutados de tres maneras:
(1) las alteraciones que se producen en el canal tienden a producir una
despolarizacion de la membrana produciendo una ganancia o pérdida de

funcion, las mutaciones de los canales de K* suelen ser mutaciones con pérdida
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de funcion, mientras que las que afectan a los canales de Na* suelen producir
una ganancia de la funcién. (2) Los canales mutantes que expresan y forman
canales funcionales, afectan mas a la entrada/salida de la célula que a la
permeabilidad. (3) Los cambios funcionales en el comportamiento del canal
mutante suelen ser sutiles, algo que contribuye a la naturaleza paroxistica y
episodica de los sintomas clinicos de estos trastornos. La susceptibilidad para la
disrupcidon de la excitabilidad celular esta aumentada por estos cambios leves,
pero se necesita un desencadenante ambiental como un cambio de temperatura
o la fluctuacion de la concentracion idnica, para que se manifiesten dichos
sintomas clinicos®*. Aquellas mutaciones que producen cambios muy graves, no
suelen ser toleradas, siendo incompatibles con la vida. La funcién de los canales
no soélo puede afectarse por causas genéticas, sino que los trastornos adquiridos
son una fuente importante de sindromes neuroldgicos. Se comentaran las
canalopatias relacionadas con los canales dependientes de voltaje de sodio,

calcio y potasio.

3. Tipos de canalopatias

Se pueden dividir segun el canal afectado, el tejido o sistema donde se
manifiestan y, en si son hereditarias o adquiridas. Se desglosaran con mas
detalle las canalopatias del SNC, que a diferencia del musculo, es dificil poder
relacionar directamente el defecto funcional del canal mutado con una alteracién
especifica en la actividad neuronal o incluso con la manifestacion clinica del
fenotipo (incluso retrospectivamente). Sin embargo, el descubrimiento de las
mutaciones en los canales idnicos del SNC es un paso importante para mejorar
nuestro conocimiento sobre estas patologias e intentar desarrollar estrategias

terapéuticas mas eficaces.
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a. Canalopatias de los canales de sodio dependientes de voltaje (Nav)

El estudio de las canalopatias se origind por una mejor comprension de la
estructura y funcion de los canales de sodio. Los canales de sodio se abren en
respuesta a la despolarizacion de la membrana y, mientras estan abiertos,
favorecen una via de flujo hacia el interior celular de iones de sodio. Son los
canales que predominan como mediadores de la transmision neuromuscular.
Esto resulta en un proceso regenerativo que es necesario para la conduccion de
impulsos eléctricos en el nervio y musculo. Unos milisegundos tras su apertura,
la mayoria de los canales de sodio dependientes de voltaje entran en un estado
inactivado. Esta transicion rapida entre el estado activado y el inactivado es
fundamental para controlar la duraciéon de los impulsos eléctricos en todos los
tejidos. Las mutaciones en los genes que codifican los canales de sodio causan
hasta 20 tipos de trastornos clinicos. El analisis de las enfermedades del
musculo esquelético identificé algunas de las primeras canalopatias asociadas
con mutaciones que modifican la inactivacion del canal de sodio. En la
canalopatia del canal de sodio del musculo que cursa como una miotonia existe
una alteracion del canal que afecta la inactivacién del mismo, siendo ésta lenta o
incompleta. Esto da lugar a una hiperexcitabilidad, estimulacién muscular

repetitiva y fatiga (ver Tabla 5)%°.

Canalopatias Nav Hereditarias

La activacién de los canales de sodio dependientes de voltaje causa un aumento
del potencial de accion que provoca una serie de eventos fisioldgicos como las
descargas neuronales y la contraccion muscular. Existen aproximadamente 20
trastornos diferentes (ver Tabla 5) que afectan a diferentes sistemas: musculo,
corazon y sistema nervioso periférico y central. Se comentaran brevemente las
canalopatias musculares y las del SNC, dado que estos dos 6rganos son los que
mas van a estudiarse posteriormente en este trabajo. Ademas, el musculo

esquelético fue el primer tejido donde se describieron trastornos hereditarios
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asociados a alteraciones en canales iénicos®®. El mejor conocimiento de las
consecuencias funcionales de estas mutaciones en sistemas de expresion
heterdlogos ayuda a avanzar en abordajes terapéuticos basados en estas
mutaciones y en los mecanismos funcionales comunes en patologias tan

diversas como la paralisis periddica y la epilepsia.

Canalopatias Nav Musculares

Las alteraciones en la funcion del musculo de los canales de sodio dependientes
de voltaje puede afectar la habilidad del musculo esquelético para contraerse o
relajarse. La mayoria se manifiesta con sintomas similares: ataques episédicos
de minutos a dias de duracidn que muestran una remision espontanea o
completa. La miotonia y la paralisis periédica son dos de los sintomas tipicos de
la disfuncién del sarcolema®’. La miotonia se caracteriza por un retraso en la
relajacion del musculo tras una contraccion subita y brusca asociada con
potenciales de accién repetitivos, que manifiesta una hiperexcitabilidad de la
membrana muscular®®. Esto mismo ocurre en la paramiotonia, es decir, la
presencia de potenciales de accion repetitivos y no controlados del sarcolema
tras una activacién voluntaria del musculo. La miotonia puede ser debida a
mutaciones en canales del cloro o mutaciones en el Nav, causando trastornos
algo diferentes. Profundizando en las mutaciones que afectan al canal de sodio,
éstas suelen localizarse en el canal Nav1.4 provocando una alteracion del
mismo que desestabiliza el estado inactivado del canal, dando lugar a una
inactivacion lenta o incompleta. Tienen un patrén hereditario autosémico
dominante. Esto resulta en una tendencia aumentada de las fibras musculares a
despolarizarse, que genera potenciales de accion repetitivos (miotonia). Hay tres
tipos clinicos, con fenotipos clinicos y gravedades diferentes: (a) miotonia
fluctuante, trastorno leve donde los pacientes puede que ni sean conscientes
que lo sufren; (b) miotonia con respuesta a acetazolamida; y (c) miotonia
permanente, donde la miotonia continua eléctrica da lugar a una hipertrofia

muscular generalizada. La paramiotonia congénita tiene como sintoma
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principal la miotonia. A diferencia de la miotonia que mejora con el ejercicio y el

calor, la paramiotonia empeora con el frio y el post-ejercicio.

Tabla 5. Trastornos hereditarios asociados a los canales de sodio dependientes de voltaje

(segun George, 2005)

Tipos de Canalopatias de Nav

Gen afectado (cromosoma)

Disfuncion

Trastorno Hereditario

Musculares

SCN4A (crom 17)

Disminucién de la
inactivacion y de la
velocidad de recuperacion
del canal

Alarga el potencial de
accion

Paralisis Periodica Hipercaliémica

Paramiotonia congénita

Miotonia agravada por potasio

Miotonia congénita dolorosa

Sindromes miasténicos congénitos

Paralisis hipocaliémica periodica
tipo 2

SNP (Sistema Nervioso Periférico)
SCN9A

o Eritremalgia primaria familiar

SNC (Sistema Nervioso Central)
SCN1A (2q24)
SCN2A (2923-q 24.3)

SCN1B  (19¢13.1)

Flujo de sodio
somatodendritico

Flujo axonal (potencial
accion y propagacion)

Modula accion
subunidades a

o Epilepsia generalizada con
convulsiones febriles plus
(GEFS+)

o Epilepsia mioclénica severa de la
infancia (Sindrome de Dravet)

o Epilepsia intratable de la infancia
con convulsiones frecuentes
ténico-clénicas generalizadas

o Convulsiones neonatales familiares
benignas

Cardiacas

SCN5A  (crom 3)

Susceptibilidad a arritmia
ventricular y a una
alteracion de la
conducitvidad cardiaca

Tendencia a la presencia
de bradicardia durante el
descanso y suefio

¢ Sindrome congénito del QT largo
(Romano-Ward)

o Fibrilacién ventricular idiopatica
(Sindrome Brugada)

e Enfermedad aislada del sistema de
la conduccidn cardiaca

e Parada auricular

o Sindrome del seno enfermo
congénito

e Sindrome de la muerte subita

o Miocardiopatia dilatada, trastornos
de la conduccion, arritmia
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La paralisis periodica representa un estado transitorio de hipoexcitabilidad o
inexcitabilidad en el que los potenciales de accidon no pueden ser generados ni
propagados. Los sintomas ocurren episédicamente, dado que los defectos de los
canales ionicos suelen estar bien compensados. Se distinguen dos tipos de
debilidades con o sin miotonia segun el nivel de potasio sérico durante los
ataques de tetraplejia: paralisis periddica hipercaliémica o hipocaliémica.
Estudios electrofisioldgicos in vivo®™® demostraron que la miotonia agravada por
potasio, la paramiotonia congénita y la paralisis periodica hiper e hipocaliémica
estan asociadas con una conductibilidad anormal del sodio de la membrana
muscular, sefialando el gen SCN4A como el candidato mas plausible para la
mutacién. Esto se confirmé con estudios de ligamiento genético®®, observandose
pues en un 70% de pacientes que se trata de mutaciones sin sentido en el
SCN4A, que afectan al subtipo de canal Nav1.4 (un 20% de pacientes no tienen
una mutacion identificada). Los pacientes con una mutacién en el SCN4A
pueden presentar de forma esporadica reacciones mioténicas malignas en
presencia de succinilcolina®!, que se parecen a la sensibilidad a sufrir un
sindrome de hipertermia maligna. Se han caracterizado las propiedades
biofisicas de los canales de sodio dependientes de voltaje en estado normal y
patolégico. Estos estudios demuestran que existen defectos variables de la
inactivacion en casi todos los casos. Asi que los canales mutados ejercen un
efecto indirecto negativo dominante sobre los canales normales en estos
pacientes®®. El tratamiento farmacolégico de las paralisis periddicas con
inhibidores de la anhidrasa carbdnica suele tener éxito, aunque el mecanismo de
accion no se acaba de comprender todavia®. Estos farmacos son eficaces por
ser capaces de interrumpir los potenciales de accion a través de la accion
inhibitoria de los canales de sodio. Otros tratamientos utilizados son la

mexiletina® y la flecainida®.

Los sindromes miasténicos congénitos son un grupo de trastornos

hereditarios caracterizados por una transmision defectuosa de la excitacidon
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neuromuscular que resulta en fatiga muscular. Debuta desde los primeros afios
de vida; habitualmente son debidos a canalopatias en el receptor de acetilcolina.
Resultan de defectos en las proteinas presinapticas, sinapticas y post-sinapticas.
El defecto presinaptico reduce la liberacién de acetilcolina y la resintesis por
mutaciones en la acetilcolintransferasa. El defecto sinaptico esta causado por un
déficit en la acetilcolinesterasa por mutaciones en la unidad que media la
insercion de la acetilcolina en la lamina basal. El defecto post-sinaptico esta
causado por mutaciones dominantes o recesivas en una de las subunidades del
receptor nicotinico de acetilcolina o en proteinas que anclan los receptores de
acetilcolina a la membrana, como las mutaciones de rapsina®. En la transmision
neuromuscular, la activacion de los receptores AcCol da lugar a un potencial de
placa motora terminal que activa el canal de sodio dependiente de voltaje
(Nav1.4). Se ha descrito un tipo de sindrome miasténico congénito en el que se
ha demostrado que no se activa el canal Nav1.4, encontrandose una mutaciéon

de SCN4A que potencia la inactivacion rapida del Nav1.4%7.

Canalopatias Nav del SNC
Los canales de sodio dependientes de voltaje son fundamentales para la
generacion y propagacion de los potenciales de accion en el sistema nervioso
periférico y central. La mayoria de los 13 genes que codifican las subunidades
a /B se expresan en el cerebro, nervios periféricos 0 ambos. Ademas, de su
funcion fisioldgica, los canales de sodio sirven como diana para agentes
terapéuticos como los farmacos antiepilépticos y anestésicos locales®®. Defectos
genéticos en genes que codifican dos subunidades que forman los poros a
(SCN1A y SCN2A) y la subunidad accesoria 1 (SCN1B) son responsables del
desarrollo de un grupo de sindromes epilépticos, que tienen caracteristicas
clinicas similares pero gravedad diferente. Los tipos de sindromes que pueden
ocurrir se mencionan en la tabla donde se especifican los trastornos
)69_

relacionados con este tipo de enfermedades (ver Tabla 5 La primera

mutacion de un canal de sodio dependiente de voltaje, asociada a un sindrome
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epiléptico hereditario, la epilepsia generalizada con convulsiones febriles
plus, se descubrié en el gen SCN1B que codifica la subunidad accesoria $17°.
Sin embargo, las mutaciones en este gen se han asociado en pocas ocasiones
con una epilepsia hereditaria. S6lo se han descrito dos mutaciones en el SCN1B:
una mutacion sin sentido (C121W) y una deleciéon del 5-aminoacido’'. Ambas
mutaciones ocurren en un dominio extracelular importante en la modulacion
funcional de las subunidades a del canal y que media interacciones de proteina
a proteina criticas para la localizacién subcelular del canal Nav en las neuronas.
La epilepsia mioclonica severa de la infancia se basa en un diagnoéstico
clinico, que incluye: aparicion de crisis, alteracién psicomotora tras el inicio de
las crisis, presencia de crisis mioclonicas, ataxia y resistencia al tratamiento con
antiepilépticos. La epilepsia intratable de la infancia con crisis ténico-
clonicas generalizadas y las convulsiones neonatales familiares benignas
se parecen mucho a nivel clinico y genético a la epilepsia mioclonica de la
infancia. Se han descubierto mutaciones hereditarias en los tres genes
mencionados e incluso en un receptor GABAérgico. En total se han hallado mas
de 100 mutaciones, siendo sin sentido mayoritariamente en la epilepsia
generalizada con convulsiones febriles plus, y siendo deletéreas en la epilepsia
intratable de la infancia con convulsiones frecuentes tdénico-clénicas
generalizadas. Mutaciones en el gen SCN2A también se han asociado con las
convulsiones neonatales familiares benignas. Al existir tantos fenotipos que se
solapan y etiologias moleculares compartidas entre los diferentes tipos de
epilepsias hereditarias ligadas a mutaciones del gen SCN1A, se puede sugerir

que esto refleja un continuum de trastornos clinicos por alteraciones en el Nav.

Canalopatias Nav Adquiridas

La mayoria de las canalopatias de los canales de sodio son hereditarias, aunque
existen algunas adquiridas. La desregulacién de la expresion del canal de sodio
dependiente de voltaje por alteraciones en la actividad de los genes no mutados,

produce las canalopatias adquiridas’?. En estos casos, la estructura proteica del
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canal no es anormal genéticamente, sino que cierta invectiva hace que

disfuncione (trastornos paraneoplasicos, autoinmunes, post-traumaticas, etc.).

Un tipo de canalopatia de sodio adquirida es la que ocurre en la lesién de nervio
periférico dando lugar a parestesias y dolor neuropatico. Tras una lesién axonal
se producen unas descargas de alta frecuencia con una despolarizacion lenta’.
Parece que la evidencia actual afirma que el dafo axonal puede desencadenar
la expresion no regulada de genes de los canales de sodio que contribuye a la
excitabilidad anormal de las neuronas del ganglio del asta dorsal medular, tanto
en modelos animales como en tejido humano. Los primeros indicios que la
alteracion de la actividad de los canales de sodio podia contribuir a la presencia
de una hiperexcitabilidad de los nervios lesionados vinieron de estudios
neurofisiolégicos. Los registros intra-axonales de nervios previamente
seccionados y que se habian regenerado, demostraban que aparecia una
actividad anormalmente lenta debido a una despolarizacién lenta sin actividad
sinaptica. Aunque, en un principio, no se podia distinguir si esta actividad era por
la presencia de canales de sodio con una funcion anormal preexistentes, o por la
existencia de canales de nueva expresion. La respuesta vino gracias a estudios
moleculares y biofisicos. La lesion del nervio periférico experimental
desencadena el que se “apaguen” unos canales de sodio activos, para que
empiecen a funcionar unos genes de otros canales de sodio previamente
silentes (que habitualmente en el caso del nervio periférico estan localizados en
el asta dorsal medular). Ademas de estos cambios en la expresion génica, las
corrientes de sodio producidas por los canales de sodio especificos de las
neuronas sensitivas estan atenuadas; y una corriente de sodio que se recupera
rapidamente de la inactivacién del canal, emerge en las neuronas axotomizadas.
Este mismo fendmeno se ha descrito en el modelo de constriccion cronica de
lesidn de nervio. Por lo tanto, se puede concluir de estas observaciones que, los
patrones alterados de la activacion de los genes de los canales de sodio

secundarios a lesion, participan en la generacion del dolor neuropatico. Esto se
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ha demostrado no s6lo en un modelo animal sino también mediante
inmunocitoquimica en humanos, estudiando la expresion de canales de sodio en
neuronas del asta dorsal lesionadas. Por lo tanto, el dafo axonal puede
desencadenar una desregulacion de la expresion de los genes que codifican los

canales de sodio.

En la esclerosis multiple, ocurren cambios de mala adaptacidn caracterizados
por la desregulacién de la expresion de los canales i6nicos. Actualmente,
empieza a existir evidencia que en la esclerosis multiple una canalopatia
adquirida podria contribuir a la ataxia. Los canales de sodio estan distribuidos de
forma no uniforme en la membrana del axén mielinizado, con una mayor
densidad en la membrana alrededor del nédulo de Ranvier. El bloqueo de la
conduccion ocurre parcialmente porque la desmielinizacion expone la membrana
del canal de sodio que permite el paso de la corriente. Aunque en los axones
desmielinizados de forma créonica se produce una reorganizacion de la

membrana no mielinizada, que desarrolla mas densidad de canales de sodio’®.

b. Canalopatias de los canales de calcio dependientes de voltaje (Cav)

Las canalopatias de los canales de calcio pueden afectar al musculo esquelético
o al sistema nervioso central (ver Tabla 6). Se van a explicar mas
detalladamente las que afectan al SNC. Las enfermedades que se originan de
mutaciones en los genes de canales idnicos de calcio que afectan al sistema
nervioso central normalmente resultan en trastornos paroxisticos con crisis
transitorias y episodicas en la funcion cerebral como la epilepsia, la migrafa o la

ataxia episddica.
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Tabla 6. Tipos y localizacién de las canalopatias de los canales de calcio dependientes de voltaje
descritas en humanos (segun McKeown et al., 2006 76)

Canal s Caracteristicas ,
. Gen/Locus | Localizacion ; Patologia
(subunidad a) Funcionales
a) Paralisis periddica
Cav1.1 CACNA1S/ | Musculo esquelético— | Excitacidn/ contraccion | hipocaliémica
(ats) 1931_32 tubulos transversos musculo b) Susceptibilidad
hipertermia maligna
Sindrome de Timothy:
Miocitos cardiacos, -Excitacion/ contraccion _smdac’uha,. L
células endocrinas musculo inmunodeficiencia,
Cav1.2 CACNA1C/ ’ - sindrome QT largo y
cuerpos neuronales y -Secreccién hormonas o )
(a1c) 12p13.3 . . iy . arritmias ventriculares
dendritas proximales en | -Propagaci6n potencial
cortex e hipocampo accion cardiaco iy
(afectacion desarrollo
cardiaco)
Retina a) Ceguera nocturna
Cavi4 CACNA1F/ . Neurotransmision de congénita tipo 2 ligada al
(bastones y células
(alf) Xp11.4 bipolares) fotoreceptores X.
P b) Esquizofrenia?
a) Ataxia episodica tipo 2
(AE2)
Terminaciones b) Migrafia hemipléjica
presinapticas nerviosas | Liberacion familiar (MHF)
ga;vij ?:‘ (;§A1Al y dendritas en lacapa | neurotransmisores c) Ataxia
A P molecular y células (sindpsis excitatorias) espinocerebelosa tipo 6
Purkinje del cerebelo (SCA®6)
d) Epilepsia generalizada
idiopatica

La tabla resume la relacion entre la funcion y patologia de las diferentes mutaciones de la subunidad a de los Cav. Sélo
se muestran las mutaciones que se han identificado en humanos. Es cierto, que algunas de las patologias mencionadas

para el mismo canal, se pueden solapar. Se sefialan en negrita aquellas que afectan al SNC.

La susceptibilidad a la hipertermia maligna es una predisposicién autosémica

dominante a responder de forma anormal a anestésicos volatiles, relajantes

musculares o calor ambiental, provocandose un aumento del calcio mioplasmico

que provoca un aumento del metabolismo muscular y de la produccion de calor.

Esto de lugar a contracturas musculares, hipertermia con acidosis metabdlica,
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hipercaliemia e hipoxia. Esto es debido a mutaciones en la subunidad a del
canal de calcio tipo L, aunque también se han descrito mutaciones en el receptor

muscular de la rianodina, que es un canal de calcio no dependiente de voltaje.

La ceguera nocturna congénita ligada al cromosoma X es un trastorno
recesivo no progresivo de la retina, que se caracteriza por ceguera nocturna,
reducciéon de la visidn diurna, disminucion de la agudeza visual, miopia,
nistagmo y estrabismo. Se cree que es resultado de una disminucion en la
efectividad de la transmisién sinaptica entre fotorreceptores y neuronas de
segundo orden de la retina. Se han propuesto dos entidades clinicas
diferenciadas: la ceguera nocturna congénita completa e incompleta. Los loci se
han mapeado respectivamente en los cromosomas Xp11.4 y Xp1.23. El gen
CACNA1F codifica la subunidad a41.4 y también se localiza en el cromosoma
Xp1.237". Los canales Cav1.4 se expresan en la retina y median corrientes de
calcio de tipo L. Se han identificado hasta 20 mutaciones relacionadas a la
ceguera nocturna congénita. Aunque 14 son sin sentido, puede ser que sean
funcionales, puesto que, en principio, las proteinas mutantes truncadas no deben
poder formar otro canal, esto todavia no se ha demostrado. Dado que los
canales tipo L controlan la liberacion de neurotransmisores de las terminaciones
presinapticas de los fotorreceptores, las mutaciones con pérdida de funcion en
estos canales presinapticos disminuiria el flujo hacia el interior de calcio y la
liberacion tonica de glutamato en la oscuridad, dando lugar a una

despolarizacion relativa de las células bipolares.

Canalopatias del Cav2.1 (canal tipo P/Q)

Se postula que los diferentes fenotipos asociados a defectos en el CACNA1A,
(cromosoma 19q13)"®, surgen de las consecuencias funcionales caracteristicas
de los diferentes tipos de defectos genéticos y los requerimientos varios de la
corriente tipo P/Q en las diferentes poblaciones neuronales. La correlacion entre

genotipo y fenotipo de estos trastornos alélicos ha llevado a la propuesta de que
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la gravedad clinica, que proporcionalmente aumenta con la lesion molecular del
CACNA1A (mutacién sin sentido, truncamiento, expansién CAG), resulta en un

espectro clinico proporcional al tipo de mutacién (ver Figura 5).

Migrafia hemipléjica familiar tipo 1 (MHF tipo 1): la migrafia es un trastorno
neurologico frecuente y heterogéneo caracterizado por la presencia de ataques
episodicos consistentes en: cefalea unilateral, pulsatil, de intensidad moderada-
grave, que se asocia a foto y sonofobia, nauseas y vomitos. En un 15% de los
pacientes los ataques se preceden de anomalias neuroldgicas transitorias
(visuales, sensitivas, del lenguaje) denominadas aura. Gracias a estudios de
gemelos y familiares, se ha visto que se trata de una enfermedad multifactorial
poligénica. La migrafa hemipléjica familiar tipo 1 consiste en un trastorno poco
frecuente, episddico que se caracteriza por ataques de migrafia con aura
seguidos de una hemiparesia o hemiplejia de dias de duracion. Algunos
pacientes desarrollan a lo largo de la vida ataxia y nistagmo. Se ha identificado
una mutacién en el cromosoma 19p13, en aproximadamente un 50% de las
familias. En el resto de familias con MHF se han identificado otras mutaciones en
otros cromosomas, pasando a denominarse MHF tipo Il o Ill. El gen CACNA1A
esta en el cromosoma 19p13 y codifica el canal de calcio Cav2.1 que es un
canal tipo P/Q. La mutacién se ha estudiado en animales, mostrando que en
ratones: (1) sobre un conjunto de despolarizaciones leves, la densidad de la
corriente en las células granulares cerebelosas y en las neuronas corticales
piramidales era mayor; en las despolarizaciones intensas, las corrientes se
asemejaban, sugiriendo que predomina un traslado hacia la activacion neuronal,
sin una reduccion de la expresion del canal mutante en la membrana; (2) la
neurotransmision se incrementd en la union neuromuscular, y la liberacion del
glutamato cortical se potencio; y (3) el umbral para desencadenar la depresion
cortical propagada por el cértex (que clinicamente se refleja con el aura
migrafiosa) era mas bajo y la velocidad de propagacién era mayor’®. Dada la

existencia de varias mutaciones conocidas del canal en la MHF (expresién de
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subunidades 042.1 o subunidades accesorias), éstas pueden afectar de forma
diferente al flujo de calcio que pasa por los canales P/Q en las diferentes

neuronas, e incluso dentro de la misma neurona.

Figura 5. Trastornos alélicos del canal de calcio tipo Cav2.1 (segun Cannon, 2006 )

Outside

Insida
—
NH;
Migrafia hemipléjica - — Ataxia
familiar tipo 1 Ataxia episddica tipo 2 espinocerebelosa 6
Sin sentido A Stop, defecto de splice QQQ
Sin sentido Secuencia
poliaminas
Ik EA2+ epilepsia

EA2 + epilepsia
(sin sentido)

En el diagrama se muestra la estructura del Cav2.1, reflejandose la localizacion relativa de las mutaciones
asociadas con la MHF tipo 1, la AE tipo 2 y la AE tipo 6.

La ataxia episddica tipo 2 (AE-2) es un trastorno poco frecuente, autosémico
dominante, que cursa con episodios (de horas a dias de duracion) de ataxia,
nistagmo, vértigo y disartria que pueden precipitarse por el estrés o el cansancio
y que mejoran con la administracion de acetazolamida. La AE-2 ademas se
asocia a nistagmus interictalmente. La prevalencia de que se acompaine de
migrafas es de un 50%. Muchos pacientes desarrollan una ataxia cerebelosa
que se correlaciona con una atrofia cerebelosa en el vermis anterior. Existe

variabilidad intra e interfamiliar. La AE-2 se ha localizado en el mismo gen
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CACNA1A, que la MHF. La mayoria de las mutaciones conocidas, disrumpen de
diferentes maneras el producto génico final. La mutacion mas agresiva es la que
da lugar a una AE-2 con ataxia progresiva y degeneracion cerebelosa, puesto
que provoca una pérdida de funcidon total del canal Cav2.1, sin afectar la
expresion del mismo®. Como es poco probable que la subunidad truncada a1,
generada por otras mutaciones en la AE-2, forme canales funcionales,
probablemente, la pérdida de funcién del canal Cav2.1 sea el mecanismo que
subyace en este tipo de ataxia. Estudios de expresion de las mutaciones sin
sentido de la AE-2 han documentado una ausencia completa de corriente
detectable, a pesar de la presencia de la proteina Cav2.1 o una reduccién en la
amplitud de la corriente, como la que se observa en la AE-2 que se asocia a la
epilepsia generalizada idiopatica y a crisis de ausencia, que estan causadas
también por una mutacién del CACNA1A?", La alteracion de la neurotransmision
muscular, también apoya este posible mecanismo fisiopatolégico. Aunque los
pacientes no manifiestan una debilidad muscular clinica, estudios
electromiograficos si que muestran un aumento de la varianza en el retraso entre
potenciales de accion en dos fibras musculares; y en la contraccion muscular, la
entrada de calcio en el miocito se realiza a través del canal Cav2.1, permitiendo

la liberaciéon de acetilcolina.

La ataxia espinocerebelosa tipo 6 (AEC-6) pertenece a un grupo diverso de
ataxias cerebelosas, que son trastornos neurodegenerativos, hereditarios,
autosdmicos dominantes caracterizados clinicamente por disfuncidon cerebelosa
(ataxia, disartria, nistagmo) y atrofia cerebelosa (sobretodo hay una pérdida de
células de Purkinje, mas que de células granulares). Esto da lugar a un sindrome
ataxico progresivo que se inicia con dificultades en la coordinaciéon y que acaba
con una imposibilidad para deambular. Ocurren como una enfermedad aislada y
pueden combinarse con la afectacion de otros sistemas neuronales (neuropatia

periférica, distonia, retinopatia). La edad de inicio es la cuarta década de la vida,
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la progresion de la enfermedad es lenta. La ataxia espinocerebelosa tipo 6 se
produce por expansiones de repeticiones del trinucledtido CAG, que codifica una
secuencia de poliglutaminas en el extremo carboxilo del Cav2.1%2. Los pacientes
con AEC-6 presentan entre 21-30 repeticiones, mientras que aquellos sin el
sindrome ataxico tienen de 6-17. Contra mas repeticiones de poliglutaminas,
mayor precocidad de inicio de la enfermedad®. A diferencia de otras
enfermedades que cursan con repeticiones del CAG, no hay evidencia de que
exista una expansion inestable de la repeticibn CAG o empeoramiento del
fenotipo en sucesivas generaciones. En algunos pacientes diagnosticados de
AEC-6, se han observado brotes episddicos, e incluso en una familia con AE-2
se observo una expansion CAG pequenia, lo que lleva a pensar que la AE-2 y la
AEC-6 son un continuum clinico de la misma enfermedad®. Hay evidencias
indirectas que la degeneracion neuronal selectiva en la EA-6 pueda estar
asociada a la agregacién de la proteina a4A, que indicaria una expresion
reducida de dicha proteina. La expansién de poliglutamina altera las propiedades
biofisicas de canales Cav2.1 expresados de forma heterogénea, aunque la
afectacion es mayor en humanos donde se observa una traslacion en la

dependencia al voltaje de los canales Cav2.1.

c. Canalopatias de los canales de potasio dependientes de voltaje (Kv)

Los canales de potasio son genéticamente muy diferentes. Desde el primer
canal de potasio clonado de la Droshophila melanogaster, se han identificado
mas de 100 canales de K*. Los canales pueden ganar o perder su funcion segin
las mutaciones en las regiones del gen que codifica la subunidad principal y
subunidades accesorias. En la Tabla 7, se desglosan las mutaciones conocidas

en canales de K™ que dan lugar a patologia en el SNC.
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Tabla 7. Canalopatias del SNC de los canales de potasio dependientes de voltaje
(segun Kullmann, 2002 ; Seebohm, 2005 8°)

Tipo Canal Potasio

(Gen/Proteina Locus - Funcién Patologia
subunidad ) cromosémico
KCNA 1 Ataxia episoédica tipo 1 (AE1)
Ky 11 12p13 Repolarizacion axonal * neuromiotonia y mioquimias,
' mayor incidencia epilepsia

, . Convulsiones neonatales
KCNQ2 20q13.3 Corélelnge M (bajo unt1bral familiares benignas (AD)
KCNQ2 q13. modulada por receptores

muscarinicos) Sindrome QT largo (AD)
T(%%%% 8024 Corriente M Convulsiones neonatales
a (asociado a KCNQ2) familiares benignas (AD)

Se sefalan en negrita aquellas que afectan al SNC.
AD = autosomico dominante

La ataxia episddica tipo 1 (AE-1) es un trastorno poco frecuente, de herencia
autosdmica dominante, con episodios breves desencadenados por estrés,
consistentes en ataxia y mioquimias. Los pacientes presentan mioquimias o
neuromiotonia interictalmente. Se ha identificado en el cromosoma 12p13 y esta
asociada a mutaciones en el gen KCNA1, que codifica el canal Kv1.1%¢. Se han
identificado mas de 10 mutaciones sin sentido y un codén de parada prematura
en el carboxilo terminal. La variabilidad clinica fenotipica va desde la presencia
de ataques de incoordinacion cerebelosa a presencia de epilepsia, contracciones
infantiles, neuromiotonia aislada y dolor muscular!. La prevalencia de las crisis
epilépticas esta sobrerrepresentada lo que sugiere que las mutaciones en el
canal Kv1.1 también pueden ser un factor de riesgo para la epilepsia®. Estudios
de expresion funcional han revelado la presencia de efectos mixtos. La pérdida
de funcién se ha implicado por una supresion negativa dominante de la densidad
de corriente de K", la haploinsuficiencia, o la cinética acelerada de desactivacion
tras la hiperpolarizacion®. Apoyando esta hipétesis, los ratones knock-out para
el canal Kv1.1, tienen crisis epilépticas, mioquimia y ataxia®.

Inmunohistoquimicamente, el canal Kv1.1 esta distribuido por todo el cerebro,
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pero es especialmente prominente alrededor de los segmentos iniciales de los
axones, incluyendo las neuronas piramidales en el hipocampo y las células de
Purkinje en el cerebelo. Alli, los canales Kv1.1 estan localizados en los
terminales de axones de células cesto GABAérgicas e interneuronas de la capa
de células granulares. Esta localizacion puede explicar una alteracién en el
cortex cerebeloso. Registros de las células de Purkinje de las proyecciones
desde la capa granular, mostraron una mayor frecuencia y amplitud de corrientes
post-sinapticas inhibitorias, sin cambios en corrientes miniaturas post-sinapticas
o los indices de descarga celular. Se cree, que la reduccion de la actividad del
canal Kv1.1 aumenta la fidelidad de la propagacion del potencial de accién en
ramas de las proyecciones celulares y puede influir también en la entrada de

calcio presinaptico.

La epilepsia es un trastorno neurolégico comun que afecta a un 3% de la
poblacién y que se manifiesta con crisis recurrentes. La crisis resulta de
descargas sincronicas que alteran la funcion y circuito neurolégico normal. La
etiologia de las mismas es multiple: tumores, displasias, traumatismos, ictus,
encefalitis o trastornos metabdlicos. En hasta un 40% de los casos no se
encuentra ninguna lesion subyacente, se las denomina idiopaticas. Se han
identificado en la epilepsia idiopatica generalizada mas de 10 mutaciones en
canales i6nicos®. La mayoria de las epilepsias identificadas de caracter
monogénico son de herencia autosdbmica dominante con caracteristicas clinicas
propias (epilepsia nocturna del I6bulo frontal, epilepsia generalizada idiopatica).
En la epilepsia nocturna del l6bulo frontal, se hizo la primera asociaciéon entre
una epilepsia hereditaria familiar y el defecto en un canal i6nico: receptor
nicotinico de acetilcolina (nRAcCol). Aparecen crisis en forma de racimos
durante el suefio no REM, con presencia de un foco frontal en el EEG. Se inicia
en la primera y segunda década de la vida. Las epilepsias que se han

relacionado con mutaciones en canales ionicos se resumen en la siguiente tabla.
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Tabla 8. Sindromes epilépticos relacionados con mutaciones de canales iénicos
(seguin Cannon, 2006 )

Gen Canal Sindrome
CACNA1A Canal dependiente voltaje P/Q Epilepsia generalizada idiopatica
CHARN4 04 subunidad, receptor nicotinico acetilcolina ENLFAD
CHRNB2 B2 subunidad, receptor nicotinico acetilcolina ENLFAD
GABRAT1 a1 subunidad, receptor GABAa EMJAD
GABRG2 y2 subunidad, receptor GABAa GEFS+/CF/AI
SCN1A a subunidad, canal Nav1.1 GEFS+/ENTCG
SCN2A a subunidad, canal Nav1.2 GEFS+/CFNB
SCN1B B1 subunidad, canal Na GEFS+

KCNQ2 KCNQ2 canal potasio CFNB

KCNQ3 KCNQ3 canal potasio CFNB

KCNMA1 BK canal de potasio EGDP

CLCN2 CIC-2 canal de cloro AI/AJIEMJ/EGMD

ENLFAD: epilepsia nocturna I6bulo frontal autosémica dominante; EMJAD: epilepsia mioclénica juvenil
autonémica; GEFS+: epilepsia generalizada con crisis febriles plus; CF: crisis febriles; Al: crisis de ausencia
de la infancia; EIITCG: epilepsia intratable de la infancia con crisis generalizadas tdnico-clonicas; CFNB:
crisis familiares neonatales benignas; EGDP: epilepsia generalizada con disquinesia paroxistica; AJ: crisis de
ausencia de la juventud; EMJ: epilepsia mioclénica juvenil; EGMD: epilepsia del despertar con grand mal.

Como se puede observar en la tabla, hay tres canales de potasio que se han
relacionado en la epilepsia familiar (KCNQ2, KCNQ3 y KCNMA1). Los canales
KCNQ son miembros de una superfamilia de canales de K dependientes de
voltaje. El canal KCNQ2 y el KCNQ3 son homdlogos y se juntan para formar
canales heteroméricos que conducen corriente M, que se identificd en neuronas
simpaticas®'. La corriente M es una corriente subumbral de K* que ejerce una
influencia inhibitoria en la excitabilidad neuronal, siendo a su vez inhibida por
receptores de proteina G, como los receptores de acetilcolina muscarinicos. La
identificaciéon inicial de estos canales fue resultado de estudios de ligamiento
directo y clonacion posicional de genes en las convulsiones neonatales

familiares benignas (CFNB). Esto es un trastorno poco frecuente, autosomico
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dominante, que cursa con crisis ténico-clonicas multifocales que se inician en los
primeros dias de vida y que luego desaparecen espontaneamente tras algunos
meses. El gen del sindrome de CNFB fue el primero que se mapeo con un locus
mayor en 20g13.3% y un locus menor en 8q24%. Los trabajos de clonamiento
posicional en el 20q13.3 llevaron a la identificacion de un gen de un canal nuevo
de potasio: KCNQ2, que se parecia al canal KCNQ1 y que se asociaba con la
presencia de un sindrome de un QT largo®. Posteriormente, se aislé el KCNQ3
en el locus 8924. El screening genético ha identificado mas de 20 mutaciones en
el KCNQ2 y tres mutaciones en el KCNQ3 en las familias con CFNB%. Las
mutaciones ocurren como sustituciones sin sentido en la regién del poro del
canal o paradas sin sentido en la zona citoplasmica carboxilo-terminal. Esto
genera canales no funcionantes. Asi pues, la CFNB resulta de una forma
haploinsuficiente de un alelo mutado no funcional, que reduce la densidad de
corriente M, aumentando la excitabilidad neuronal. Aunque, las consecuencias
de la reduccién de la corriente M son menos vitales a partir de pocos meses de
edad, puesto que en un 68% de los casos se resuelve espontaneamente tras las
primeras 6 semanas®. La mutacién sin sentido en el canal KCNMA1, que
codifica la subunidad a del canal BK, fue identificada en una amplia familia
donde coexistia epilepsia (crisis de ausencia) y disquinesia paroxistica®”. Todos
los individuos compartian un haplotipo comun que se maped al cromosoma
10g22. Tras estudios de expresion se ha identificado como una mutacién de

ganancia de funcién, provocando un aumento en la susceptibilidad a sufrir crisis.
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II.  AUTOINMUNIDAD Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

A lo largo de los ultimos afos, se han descrito una serie de trastornos
neuroldgicos del sistema nervioso periférico con una base autoinmune:
miastenia gravis, sindrome miasténico de Eaton-Lambert y la neuromiotonia.
Ademas, se ha visto que existen trastornos del sistema nervioso central que
parecen tener también un origen autoinmune. Para que un trastorno pueda ser
considerado como autoinmune y mediado por anticuerpos tiene que cumplir una
serie de criterios. Se requiere que el trastorno tenga:

- presencia de anticuerpos frente a un antigeno bien definido de

superficie celular que sea relevante al proceso patoldgico,

- una respuesta clinica a un tratamiento inmunomodulador,

- una transmision de la enfermedad a animales experimentales por una

transferencia pasiva con inmunoglobulinas®.

Estos criterios se cumplen en varios trastornos autoinmunes del sistema
nervioso periférico (SNP). Sin embargo, en el sistema nervioso central (SNC),
que normalmente esta protegido por la barrera hematoencefalica (BHE) de los
anticuerpos circulantes, puede ser algo mas dificil obtener evidencia de la
presencia de niveles de un anticuerpo para poder demostrar claramente la
relacion con la clinica ademas de poder demostrar la transferencia de
anticuerpos y enfermedad al modelo animal. Por este motivo, en el sistema
nervioso central, la identificacibn de los trastornos mediados por
autoanticuerpos, se basa sobretodo, en la presencia de un anticuerpo
relacionado temporalmente a la clinica del paciente y del éxito del tratamiento

inmunoldgico.
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Los anticuerpos relacionados a enfermedades neurolégicas de probable o
definitiva etiologia autoinmune se pueden dividir en cuatro categorias:

- anticuerpos contra dianas periféricas que causan enfermedad. Estan dirigidos
contra la uniéon neuromuscular, un canal neuronal dependiente de voltaje o
dependiente de ligandos;

- anticuerpos contra glicolipidos del nervio periférico, que son especificos para
las glicoproteinas de la mielina o gangliésidos. Puede que tengan un efecto
patogénico, pero su papel en ser el causante de la enfermedad esta solo
parcialmente aceptado;

- anticuerpos contra antigenos intraneuronales del SNC, de los que también
estan expresados en ciertos tumores. Estos son marcadores de enfermedad, y
quiza en algun caso participen en su etiopatogenia.

- anticuerpos contra antigenos de membrana del SNC, que aun no se conoce

bien su papel en la etiopatogenia de la enfermedad.
Se van a desglosar los posibles trastornos autoinmunes que afectan al SNC. No

se abordaran las complicaciones neurologicas de las enfermedades

autoinmunes sistémicas (ver Tabla 9).
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Tabla 9. Autoanticuerpos asociados con trastornos del sistema nervioso central
(seguin Lang et al., 2003 %)

. Tumores o
. Anticuerpos en Respuesta a . .
Trastorno Anticuerpo . . infecciones
LCR inmunoterapia ;
asociadas
i CPCP,
Sindromes inecoldgicos
neuroldgicos Ver Tabla 11 Si Mala 9 g1cos,
L mama, testicular,
paraneoplasicos linfoma
Ataxia cerebelosa Anti-TG2
No Mala
| y gluten
Encefalitis de Anti-RGIu3 Variable Mala =~
Rasmussen (efecto transitorio)
Sindrome de la Si Si
persona rigida
Anti-GAD
Ataxia cerebelosa Si
. Raro
progresiva
Neuromielitis Si ,
éptica IgG-NMO (AQP4) Si
Corea Sydenham . . . Infeccién por
PANDAS Anti-ganglios basales Si Mala estreptococos
Paraparesia Anti-hnRNP-A1 Si Si Infeccion por HTLV-1
espastica tropical
Sindrome de Anti-VGKC Variable si Timoma
Morvan
. Anti-tiroideos :
Encefalopatla de Anti-microsomales, Si Si
Hashimoto o X
Anti-tiroglobulina

LCR = liquido cefalorraquideo; CPCP = cancer de pulmon de célula pequefia; VGCC = canales de calcio
dependientes de voltaje; VGKC = canales de potasio dependientes de voltaje; RGlu3 = receptor ionotrépico
del glutamato tipo 3; GAD = decarboxilasa del acido glutdmico; lg = inmunoglobulinas; ev = endovenoso;
CLN3 = lipofuscinosis ceroide neuronal; LES = lupus eritematoso sistémico; AQP4 = aquaporina 4; anti-TG2 =
transglutaminasa 2; hnRNP-A1 = proteina heterogénea ribonuclear A1; HTLV-1 = virus humano linfotrépico
tipo 1; PANDAS = trastornos pediatricos autoinmunes neuropsiquiatricos asociados con infecciones
estreptocécicas.
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1. Trastornos del SNC con anticuerpos frente a un

autoantigeno conocido

a. Sindromes paraneoplasicos neurolégicos

Los sindromes paraneoplasicos neurologicos (SPN) son un grupo heterogéneo
de sindromes neuroldgicos de etiologia desconocida que se asocian a menudo a
pacientes con cancer. Esto es una definicién que permite englobar a todo aquel
sindrome neuroldgico que se presenta asociado a una neoplasia, sin que quiza
exista la presencia de una relacion patogénica'l. El sistema nervioso puede
afectarse de tres maneras: (1) el SPN puede dafiar un tejido u 6rgano no neural
que causa efectos secundarios en el sistema nervioso (ej. produccién de
corticotrofina —ACTH- por un tumor puede causar encefalopatia); (2) el SPN que
afecta un tejido u 6rgano no neural puede dar lugar a una lesion estructural
directa al sistema nervioso (ej. estado de hipercoagulabilidad asociado a una
neoplasia puede provocar un infarto cerebral); y (3) el SPN puede afectar
directamente al sistema nervioso sin implicacion de otros 6rganos. En estos
casos, se ha descubierto que estos sindromes se pueden asociar a la presencia
de anticuerpos contra antigenos neuronales expresados por el tumor. A pesar de
que la deteccion de antigenos onconeuronales ha sido muy util en indicar la
presencia de un tumor y en definir el sindrome neurolégico como
paraneoplasico, es cierto que no todos los SPN han de ir necesariamente
asociados a un anticuerpo, por lo tanto, su presencia no deberia ser lo Unico que
definiése un SPN; al igual que los anticuerpos pueden estar presentes con o sin
un sindrome neuroldgico. Clasicamente, el término sindrome neuroldgico
paraneoplasico en la clinica, se utilizaba cuando un paciente tenia una serie de
trastornos neurolégicos que suponian un desafio diagnéstico intuyendo que eran
los efectos lejanos en el SNC de un cancer sistémico; apareciendo dichos

trastornos neurolégicos antes del diagndstico del cancer puesto que en ese
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momento el cancer es tan pequefio que no se puede diagnosticar por técnicas
convencionales'®. La deteccién de anticuerpos especificos frente a antigenos
onconeuronales puede dirigir la busqueda del tumor a un érgano especifico.

' que son aquellos

Hay sindromes paraneoplasicos neuroldgicos clasicos '
sindromes que suelen estar asociados a una neoplasia; en el SNC: la
encefalomielitis, la encefalitis limbica, la degeneracion cerebelosa subaguda, el
opsoclonus-mioclonus; en el SNP: la neuronopatia sensitiva subaguda, la
pseudo-obstruccion cronica gastrointestinal; en la union neuromuscular: el

sindrome miastenico de Eaton-Lambert (SMEL) y la dermatomiositis.

Tabla 10. Sindromes paraneoplasicos neurolégicos clasicos y no clasicos
(seguin Graus et al., 2004 101)

Sindromes del SNC Sindromes del SNP Sindromes unién
neuromuscular - musculo

- Encefalomielitis* - Neuronopatia sensitiva - Miastenia gravis*

- Encefalitis limbica* subaguda* - Sindrome miasténico de Eaton-

- Encefalitis del tronco encéfalo* | - Neuronopatia sensitivo-motora Lambert* (SMEL)

- Degeneracion cerebelosa aguda (SGB) - Neuromiotonia adquirida*
subaguda * - Neuropatias sensitivo-motoras - Dermatomiositis

- Opsoclonus-mioclonus® subagudas/cronicas - Miopatia aguda necrotizante

- Neuritis 6ptica - Neuropatia y paraproteinemia®

- Retinopatia asociada a cancer* | - Neuropatia y vasculitis

- Retinopatia asociada a - Neuropatias autonémicas:
melanoma* pseudo-obstruccion crénica

- Sindrome persona rigida* gastrointestinal*

- Mielopatia necrotizante

- Enfermedades de motoneurona

Las patologias subrayadas se refieren a los sindromes considerados como clasicos.
Las patologias * estan frecuentemente asociadas a la presencia de anticuerpos.
SGB = Sindrome de Guillain-Barré.

Existen caracteristicas clinicas que sugieren la presencia de un sindrome

paraneoplasico. Los sintomas se suelen desarrollar rapidamente en dias o pocas
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semanas Yy luego se estabilizan, dejando a los pacientes discapacitados. En
algun caso, los sintomas son mas insidiosos y pueden confundirse con
trastornos cronicos degenerativos. La mejoria espontanea de estos sindromes
no es frecuente y suele indicar un origen no paraneoplasico. La mayoria de los
SPN ocurre en pacientes que no tenian previamente un cancer, que suele ser
indetectable al inicio de los sintomas neuroldgicos. A nivel diagndstico, en todos
los pacientes se deberia realizar un estudio del LCR, para descartar aquellos
sindromes que pueden parecerse a los paraneoplasicos (meningitis neoplasica o
infecciosa) y estudiar la presencia o no de anticuerpos onconeuronales. Los
hallazgos mas consistentes en el LCR son: leve pleocitosis, elevacion de las
proteinas, sintesis intratecal de inmunoglobulinas y en algun caso la presencia
de bandas oligoclonales. En algunos pacientes, el estudio del LCR es

absolutamente normal.

Las pruebas de neuroimagen tienen importancia, especialmente la resonancia
magnética (RM) craneal o la tomografia por emisién de positrones (PET)'%?,
aunque en algunos casos no aporten la informacion deseada. En un estudio en
el que se evalud a pacientes con un SPN donde no se habia logrado identificar
un tumor por métodos convencionales, se vid que si se les practicaba una FDG-
PET (fluoro-2-deoxi-glucosa-PET), ésta facilitaba la deteccion del mismo en un
70% de los casos'®. Esto es mayor que el porcentaje encontrado en un estudio
retrospectivo previo (30%)104. Quiza parte de la diferencia se deba a que los
pacientes en el estudio prospectivo, fueron evaluados por un equipo
multidisciplinar de médicos: radidlogos, neumodlogos, cirujanos, neurdlogos y
patologos. La PET resultd ser util para detectar el tumor en todos aquellos
pacientes con un SPN con diferentes tipos de anticuerpos, no soélo en aquellos
con anticuerpos anti-Hu. Ademas en el estudio prospectivo con PET, no se pudo
detectar el tumor utilizando PET y técnicas radiolégicas convencionales en un
5,5% de los casos, que se compara con el 16,5% de otro estudio similar que no

utilizd PET'®. A raiz de los estudios publicados, la FDG-PET es especialmente
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util en caracterizar pequefios tumores toracicos y especialmente ndédulos
linfaticos mediastinicos. Con el timoma, por ejemplo, no siempre ocurre igual, y
hay autores que han demostrado que la captacion por parte de un timoma, no es
un indice de malignidad'®. Parece que la PET es menos eficaz en la deteccion
de tumores extra-toracicos, especialmente cuando el tamafio de los nddulos es
demasiado pequeno en relacion a la camara de escaneo de la PET. El uso de la
PET en el cancer de mama es muy controvertido, hay estudios publicados que
demuestran que es util y otros que demuestran lo contrario'”’. Asi pues, parece
que se puede recomendar el uso de una FDG-PET en aquellos pacientes con
sospecha de tumor toracico con exploraciones radiolégicas negativas;
debiéndose evaluar cualquier resultado positivo cautelosamente, por tratarse,
quiza, de un tumor benigno. En el caso de los pacientes con anticuerpos
onconeuronales positivos, debe intentar buscarse el tumor realizando una FDG-
PET si el resto de exploraciones han resultado ser negativas, incluso si la FDG-
PET es negativa, deben realizarse sucesivos examenes de control.
Probablemente, en los SPN, la ausencia de captacion en estadios iniciales del
tumor se deba a que el SPN permite un diagnéstico precoz, en momentos en los
que la respuesta inmune todavia no es del todo eficaz'®. Por lo tanto, se debe
recomendar la practica de ambas técnicas de imagen, debiéndose interpretar
con cuidado en aquellos pacientes con un sindrome neurol6gico paraneoplasico

no tipico'.

La deteccidon de anticuerpos antineuronales debe realizarse en suero y LCR de
todos aquellos pacientes en los que se sospeche un sindrome paraneoplasico.
Estos anticuerpos se asocian con algunos tumores especificos. Los anticuerpos
bien caracterizados son aquellos cuya identidad molecular es conocida y que
han sido identificados por varios investigadores. Hay anticuerpos que se asocian
con trastornos especificos pero no diferencian entre los casos paraneoplasicos y
no paraneoplasicos. Incluso, el analisis de anticuerpos es util en la identificacidon

de sindromes que se solapan. Es importante recordar también, que diferentes
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respuestas inmunes pueden asociarse a un trastorno neuroldgico similar
sugiriendo una heterogeneidad clinica e inmunolégica. Se ha considerado, por
un panel de expertos, que los anticuerpos onconeuronales, en ausencia de un
tumor detectado, si estan bien caracterizados, deberian ser utilizados para
definir un SPN definitivo. Se considerara que un anticuerpo esta bien
caracterizado cuando:

a) los anticuerpos estén bien reconocidos con técnicas de
inmunohistoquimica de rutina y para los que debe utilizarse el
inmunoblot sobre proteinas recombinantes para confirmar sus
especificidades,

b) haya un numero de casos descritos del anticuerpo asociado con
tumores,

c) haya una descripcion de sindromes neurolégicos bien caracterizados
asociados a anticuerpos,

d) haya una identificacion no ambigua de los anticuerpos entre los
diferentes estudios, y

e) la frecuencia de la presencia de estos anticuerpos en pacientes sin
cancer sea minima o nula.

Seguramente, los anticuerpos que actualmente son considerados como
parcialmente caracterizados, a medida que se vaya ampliando nuestro

conocimiento sobre los mismos, iran considerandose como bien caracterizados.

Globalmente los SPN, son un grupo de sindromes mediados por respuestas
inmunoldgicas desencadenadas por tumores que expresan proteinas del sistema
nervioso. Estas respuestas inmunologicas provocan una degeneracion de areas
localizadas o multifocales del sistema nervioso, causando diversos sintomas y
déficits. Las respuestas se caracterizan por la presencia de anticuerpos
antineuronales en el suero y en el LCR y/o la presencia de infiltrados de células
T en el tumor o en el SNC. Estos anticuerpos se pueden utilizar como

marcadores diagndsticos del sindrome paraneoplasico o del cancer subyacente.
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No todos los SPN tienen que ir acompanados necesariamente de anticuerpos (al

menos por las técnicas de diagndstico actuales), por lo tanto el papel de los

autoanticuerpos todavia no esta muy establecido

110

, aunque se deberian tener

en cuenta como marcadores de enfermedad neoplasica. Ademas, hay evidencia

que en algunos de estos sindromes, los mecanismos mediados por células T

pueden ser la causa del trastorno neuroldgico y contribuir al rechazo del tumor.

Tabla 11. Anticuerpos onconeuronales
(modificado segun Graus et al., 2004 )

Anticuerpo

Sindrome

Tumor asociado

Anticuerpos onconeuronales bien caracterizados

Anti-Hu (ANNA-1)

Encefalomielitis

Encefalitis cortical, limbica y de tronco
Degeneracidn cerebelosa paraneoplasica,
mielitis, neuronopatia sensitiva, disfuncién
autondmica

CPCP

Anti-Yo (PCA-1)

Degeneracién cerebelosa paraneoplasica

Ginecoldgicos y de mama

Anti-Ri (ANNA-2)

Degeneracion cerebelosa con 0 sin
opsoclonus, encefalitis tronco

Mama, ginecoldgicos, CPCP,
vejiga, linfoma Hodgkin

Anti-anfifisina

Sindrome de la persona rigida
Encefalomielitis

Mama, CPCP

Anti-recoverina

Degeneracidn retiniana (retinopatia)

CPCP, melanoma

Anti-CV2/CRMP5

Encefalomielitis, corea, degeneracion
cerebelosa, neuropatia sensitiva

CPCP, timoma

Anti-Ma 2 (Ta)

Encefalitis limbica y de tronco

Cancer testicular

Anti-Ma 1

Encefalitis de tronco, degeneracion
cerebelosa

Cancer de pulmoén, y otros
canceres

Anticuerpos onconeuronales parcialmente caracterizados

Anti-Zic 4 Degeneracién cerebelosa paraneoplasica | CPCP

Anti-Tr (PCA-Tr) Degeneracidn cerebelosa paraneoplasica | Linfoma de Hodgkin
Anti-mGIuR1 Degeneracion cerebelosa paraneoplasica | Linfoma Hodgkin
ANNA-3 Varios SPN del SNC CPCP

Anti-PCA-2 Varios SPN del SNC CPCP

Anti-células bipolares retina | Retinopatia asociada a melanoma Melanoma

Todos los pacientes con sindromes paraneoplasicos se deben examinar

exhaustivamente para descartar una neoplasia. Actualmente, y tras la reunién de
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una serie de investigadores, se han propuesto unos criterios diagnésticos para
los sindromes paraneoplasicos'?!. Estos criterios tienen en consideracién: (1) el
tipo de sindrome neuroldgico, (2) el tipo de anticuerpo antineuronal, y (3) la

presencia o ausencia de un cancer. Se han propuesto dos niveles de evidencia:

un sindrome paraneoplasico definitivo o posible.

Tabla 12. Criterios diagndsticos de un sindrome paraneoplasico (SPN) del SNC

(segun Graus et al., 2004 )

SPN definitivo

SPN posible

1. Sindrome  clasico con un  cancer
diagnosticado durante los 5 Ultimos afios desde el

desarrollo de los sintomas neuroldgicos.

2. Sindrome no clasico que se resuelve o
mejora significativamente tras el tratamiento del
cancer.

3. Sindrome no clasico con un cancer
diagnosticado durante los 5 Ultimos desde el
desarrollo de los sintomas neurolégicos y la

presencia de anticuerpos antineuronales positivos.

4. Sindrome neurolégico (clasico o no) sin
cancer y con anticuerpos antineuronales bien

caracterizados.

1. Sindrome clasico con alto riesgo de cancer,

sin anticuerpos antineuronales.

2. Sindrome neurolégico (clasico o no) sin

cancer y con anticuerpos  antineuronales

parcialmente carcterizados.

3. Sindrome no clasico con un cancer
diagnosticado durante los Ultimos 2 afios desde el
desarrollo de los sintomas neurol6gicos, sin

anticuerpos antineuronales.
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Figura 6. Diagrama de flujos mostrando el nivel de evidencia diagnéstica del sindrome neurolégico
segun los criterios definidos por el panel de expertos (segun Graus et al., 2004 )

Sindrome
Neurélogico
L No-clasico
Clasico
—  —
Tumor Tumor Tumor Tumor
presente ausente ausente presente
Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Anticuerpo Mejoria tras terapia
onconeural onconeural onconeural onconeural oncolégica
ausente o ausente presente ausente o
presente Anticuerpo
onconeuronal
presente
Alto riesgo Anticuerpo Anticuerpo onconeural
de cancer onconeural bien parcialmente
caracterizado caracterizado
v X v Y

Definitivo Definitivo | Posible || Posible Definitivo

Fisiopatologia

Se cree que la relacién entre los sindromes paraneoplasicos neurolégicos (SPN)
y el cancer es inmunoldgica. El mecanismo se basa en la expresion ectdpica por
el tumor de un antigeno que normalmente se expresa exclusivamente en el
sistema nervioso, a estos antigenos se les denomina antigenos onconeuronales.
El antigeno tumoral es idéntico al antigeno neuronal, pero por causas
desconocidas el sistema inmune no lo identifica como propio, dando lugar a un
ataque inmune. Estos antigenos estan presentes en el tumor de todos los
pacientes con un SPN y en muchos de los pacientes sin este tipo de trastorno.
Ademas, los antigenos de estos genes no estdn mutados en las células
tumorales; por lo tanto no podemos atribuir los SPN a la infrecuencia de la
expresion de los antigenos tumorales relevantes o a mutaciones en los genes

que codifican estos antigenos, no hay tolerancia’"".
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Figura 7. Modelo inmunopatolégico en los sindromes paraneoplasicos neurolégicos
(modificado segun Darnell y Posner, 2003 12 y segun Roberts y Darnell, 2004 113)
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El mecanismo patogénico se basa en que un tumor sistémico expresa una proteina neuronal que el
sistema inmune no reconoce como propia. La respuesta puede mediarse via una activacion de las
células T (respuesta al tumor) o via una tolerancia a las células T (fracaso de respuesta al tumor). Esto
depende de la extension de: la apoptosis celular tumoral, la presencia de células dendriticas en el
tejido, la actividad de los CD4+ en el nddulo linfatico y la variacion individual de los CD4+ y CD8+ en
cada paciente. 1) Un tumor que no afecta al sistema nervioso expresa una proteina neuronal que no
reconoce como propia. Las células tumorales apoptdticas son fagocitadas por las células dendriticas,
que migran a los nodulos linfaticos y presentadas a las células T. 2) Esto activa las células CD8+,
CD4+ y B, provocando una respuesta inmune humoral y celular. 3) Las células B maduran en células
plasmaticas que producen anticuerpos contra el antigeno tumoral. Estas pueden diferenciarse de las
células B circulantes o pueden cruzar la BHE, resultando en niveles elevados de anticuerpos en el
LCR. 4) Las células T citotoxicas CD8+ activadas pueden disminuir la velocidad del crecimiento
tumoral y cruzar la barrera hematoencefalica (BHE) atacando a las neuronas que presentan los
antigenos. Como resultado de este ataque, las neuronas puede que entren en una apoptosis y que
sean fagocitadas por las células presentadoras de antigenos, amplificando todavia mas la respuesta
autoinmune; contribuyendo los anticuerpos a la muerte neuronal.
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Fragmentos
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Los antigenos onconeuronales estan presentes en los tumores de todos los
pacientes con SPN y presencia de anticuerpos. El antigeno onconeuronal en la
célula tumoral es probablemente reconocido por el sistema inmunologico cuando
las células tumorales sufren una apoptosis y los cuerpos apoptoticos que

14 Existen

contienen el antigeno son fagocitados por células dendriticas
evidencias que los antigenos del tumor son idénticos en estructura al antigeno
neuronal pero, sin embargo, no son reconocidos como propios por el sistema
inmune, dando lugar a una respuesta inmunolégica115 que puede controlar el
crecimiento tumoral e incluso, en alguna ocasién, eliminarlo'®. Por este motivo,
en los sindromes paraneoplasicos, habitualmente el tumor estd oculto y los
sintomas neuroldgicos preceden el diagnostico tumoral, en aproximadamente
dos tercios de los casos. Se ha descrito que los pacientes con un SPN tienen un
mejor prondstico que los pacientes con tumores histologicamente idénticos que
no estan asociados con un SPN''". Aunque, no todos los pacientes que
presentan un SPN tienen respuestas contra el tumor eficaces, incluso en mas de
un 90% de los individuos con SPNs se pueden identificar tumores.
Aproximadamente, un 50% de los pacientes con un SPN fallece de dicho cancer
y el otro 50% de la enfermedad neuroldgica desencadenada por el mismo. En la
degeneracion cerebelosa paraneoplasica, en un 5% a un 10% de los pacientes,
el tumor no se encuentra nunca y quiza eso demuestra una supresion tumoral
eficaz, en la que puede ser importante la respuesta inmune que genera el
SPN'®. En pacientes con un SPN, aunque tengan tumores idénticos
histolégicamente a los pacientes sin sindromes paraneoplasicos, es mas
probable que el tumor esté infiltrado por células inflamatorias, incluyendo células
T, células B y células plasmaticas. Se estudidé retrospectivamente, si los
pacientes sin un SPN producian anticuerpos anti-Hu, encontrando que un 15%
de pacientes con un cancer de pulmén de célula pequefia sin un SPN tenian
niveles bajos de anticuerpos anti-Hu™"® y ademas, la produccion de anticuerpos

estaba relacionada con una enfermedad limitada en estadio, mejores respuestas
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a la quimioterapia y mayor supervivencia'®.

Esto nos indica que, (1) los
pacientes con tumores que expresan potencialmente antigenos inmunolégicos
(como el Hu) fracasan en generar una respuesta antitumoral inmunoldgica; (2)
un grupo de pacientes presenta respuestas antitumorales parcialmente eficaces
sin desarrollar un SPN. La diferente respuesta que se produce en los pacientes
con un tumor y aquellos con un SPN, ayuda a estudiar las respuestas

antitumorales inmunologicas.

El mecanismo exacto por el que la reaccion inmune lesiona las estructuras
neurales no estd establecido para la mayoria de SPNs. Los dos unicos
sindromes que cumplen los criterios de Drachman para ser una enfermedad
autoinmune mediada por anticuerpos (SMEL y miastenia gravis) no afectan al
SNC y estan mediados exclusivamente por células B sin un componente celular
T. El sindrome de la persona rigida, puede estar causado por anticuerpos anti-
anfifisina, que es una proteina sinaptica con funcion en la endocitosis de
vesiculas en las terminaciones nerviosas'?'. Esto se observé al inyectar
linfocitos T de suero con IgG de un paciente afecto a animales preparados, para
inducir una permeabilidad de la BHE. Se demostré union de la IgG en el SNC,
presentando el suero anticuerpos anti-anfifisina, aunque no se pudo establecer
causalidad. Otra serie de experimentos donde se estudio este mecanismo fue en
la degeneracion cerebelosa paraneoplasica con anticuerpos anti-Yo, donde se
han encontrado células T CD8 antigeno-especificas cdr2 (proteina relacionada
con antigeno de la degeneracion cerebelosa tipo 2), tanto en el tumor como en el
cerebro'. Estudios posteriores en pacientes con una DCP, han utilizado células
presentadoras de antigeno autélogas (células dendriticas) para reactivar las
respuestas al antigeno cdr2 en células T citotdxicas. Las respuestas reactivadas
en las células T han resultado positivas en todos los pacientes estudiados. Esto
llevé a realizar librerias genéticas de ADNs complementarios que codifican
antigenos tumorales, diana del sistema inmunitario en los SPN. Dado que la

transferencia pasiva de anticuerpos de pacientes con miastenia gravis y timoma,
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SMEL y CPCP, da lugar a un sindrome neurolégico, se postuldé que los SPNs
compartian un mecanismo patolégico comun. Pero, no s6lo no se pudo
reproducir la transferencia pasiva de anticuerpos humanos a animales, sino que
ademas se observo que la reduccion de los niveles de anticuerpos en el LCR no
mejoraba la clinica y, que ademas en los pacientes con un SPN habia evidencia
de una inmunidad tumoral eficaz. Esto ha complementado aquellos estudios que
describen un repertorio limitado de células T con una cadena V[ en pacientes
con un sindrome Hu, sugiriendo que son mono u oligoclonales y que responden
a un antigeno especifico'®. La cadena VB es una de las dos cadenas de una
célula T receptora —Va y VB-. En el SNC de pacientes con un SPN, se
encuentran tanto células B como células T. Las células B se localizan en los
espacios perivasculares y las células T en los espacios perivasculares y el
parénquima'®. Los anticuerpos en los SPN reaccionan con una porcién del

sistema nervioso que es responsable de los sintomas clinicos.

Los anticuerpos paraneoplasicos (IgG anti-Hu) han sido identificados en el
sistema nervioso y dentro de neuronas de algunos pacientes que fallecieron de
encefalomielitis paraneoplasica' '?°. Existen mas evidencias de la presencia de
una reaccion del sistema inmunolégico a través del estudio de LCR en pacientes
con trastornos paraneoplasicos del SNC. En el transcurso de la enfermedad,
normalmente hay una pleocitosis con proteinas ligeramente elevada, IgGs vy
bandas oligoclonales. Las bandas oligoclonales en el LCR se han identificado
como anticuerpos paraneoplasicos'®®. La relativa especificidad del anticuerpo
(expresado como una concentracion del anticuerpo contra la IgG total) en el LCR
indica una sintesis intratecal. Incluso cinco plasmaféresis, aunque eficaces en
disminuir los titulos de anticuerpos séricos, no tienen efecto en los titulos de

anticuerpos del LCR'%",

La evasion por el tumor de la vigilancia inmunoldgica, es decir, la ausencia de

activaciéon de las células T tras la exposicidn a un antigeno, también conocido
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como fendmeno de tolerancia de las células T, es el mecanismo a estudiar. Los
linfocitos T se pueden separar en dos subpoblaciones segun si expresan CD4 o
CD8. Los CD4+ son responsables de ayudar a otras células inmunes, mientras
que los CD8+ pueden eliminar a las células infectadas por un virus. La
presentacion cruzada se define como el procesamiento de antigenos exdgenos
utilizando la via del complejo mayor de histocompatibilidad tipo I. La tolerancia
cruzada se refiere a la induccion de la inmunidad o tolerancia de los linfocitos
citotoxicos tipo T por antigenos presentados de forma cruzada. Las células
dendriticas son responsables de capturar antigenos y también de capturar
fragmentos de células apoptéticas. Tras la captura de estos fragmentos, las
células dendriticas maduran y regulan positivamente el CCR7, que es un
receptor de quimiocinas que es esencial para acceder a las zonas ricas en
células T del noédulo linfatico'®. Actualmente se cree que la presentacion
cruzada participa en la induccién a la tolerancia de las células T. Dicha tolerancia
es mediada por las células dendriticas y lleva a la supresion de células T
autorreactivas. Los niveles de expresion de los antigenos, el momento en el que
se expresan y la capacidad de ayuda, determinan crucialmente si los auto-
antigenos provocan el fenémeno de la tolerancia-cruzada'®. Asi pues, la
presentacion cruzada puede dar lugar tanto a la activaciéon de las células T como
a la tolerancia de las células T. La presencia o ausencia de las células CD4+
antigeno reactivas es crucial para determinar la activacion o tolerancia de las
células T CD8+. En el sistema nervioso central, los antigenos diana son
intracelulares. En estos casos, el complejo mayor de histocompatibilidad tipo | y
Il podrian ser las moléculas que presentaran el antigeno a las neuronas. Esto
apoya la hipétesis de que las células T reconociesen el antigeno intracelular que
se les presenta como un complejo peptidico tipo MHC y por lo tanto eliminasen a

las neuronas .
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b. Ataxia cerebelosa y enteropatia al gluten

La sensibilidad al gluten, con o sin enfermedad celiaca, ha sido sugerida como
una causa tratable de enfermedad neuroldgica, concretamente de la ataxia
cerebelosa esporadica idiopatica. La sensibilidad al gluten es un estado de
respuesta inmunolégica aumentada frente al gluten ingerido en individuos
genéticamente susceptibles. Los sintomas gastrointestinales se han considerado
como la forma de presentacion principal. La enteropatia por sensibilidad al gluten
es la enfermedad celiaca. Es un trastorno crénico inflamatorio del intestino
delgado caracterizado por sintomas clinicos de malabsorcién. La lesion
histolégica caracteristica es la atrofia vellosa del intestino delgado asociada a
hiperplasia de las criptas, aunque actualmente existe un espectro de anomalias
histolégicas. Los pacientes mejoran con la eliminacion del gluten de la dieta.
Clinicamente, se manifiesta con sintomas gastrointestinales, los clasicos serian
la diarrea y pérdida de peso con o sin presencia de un sindrome de
malabsorcidn. Los sindromes de malabsorcion clasicos incluyen la anemia por
déficit de hierro, el déficit de folato, el déficit de vitaminas E, K, A, D. Se puede
asociar a la presencia de transaminasas elevadas, hipoparatiroidismo u
osteoporosis. Se han asociado a la enfermedad celiaca una serie de
enfermedades autoinmunes, algunas se cree que estan en relacion con el gluten
como la diabetes tipo [, la tiroiditis autoinmune, la hepatitis autoinmune, la
cirrosis primaria biliar o el sindrome de Sjogren; y otras serian gluten
independientes como el sindrome de Down y Turner y el déficit de IgA. La
dermatitis herpetiformis es una enfermedad dermatologica asociada a la
sensibilidad al gluten que cursa con un rash vesiculobulloso. Un 80% de estos
pacientes presentan una biopsia intestinal indistinguible de los pacientes con
enfermedad celiaca. La enfermedad no es por una respuesta directa dérmica al
gluten sino que se trata del resultado de una sensibilidad al gluten intestinal.

Seria debido a la produccion de ciertos anticuerpos en el intestino (en respuesta
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a la gliadina) que reaccionan de forma cruzada con la transglutaminasa tisular de

la piel™®.

La mayoria de enfermedades autoinmunes son multifactoriales con factores
medioambientales y genéticos implicados. El gluten es un factor medioambiental
y el complejo mayor de histocompatibilidad (HLA) es un factor genético bien
caracterizado. La mayoria de pacientes con una enfermedad celiaca tienen un
DQ2 (90%) y una minoria el DQ8. Los estudios de asociacién no han ayudado a
identificar regiones susceptibles, con excepcién de la region HLA en el
cromosoma 6p21. Ademas de la regién HLA, las otras dos regiones que se han
identificado en menor proporcion son la 5q32 y la 19p13'2. Los pacientes con
enfermedad celiaca tienen autoanticuerpos contra la TG2 (transglutaminasa tipo
2) y en alguna ocasion contra la calreticulina y la actina. Estos anticuerpos
contra la TG2 son isotipos IgA e IgG, pero los IgA que estan producidos en la
mucosa intestinal y que muestran signos de mutacién somatica, demuestran una
alta especificidad para la enfermedad. La TG2 esta implicada en la formacién de
TGF-B activo, su inhibicién puede tener efectos sobre la desregulacion de los
enterocitos y las células inmunes. Ademas de su actividad enzimatica, la TG2
tiene una funcién en la motilidad de los fibroblastos y monocitos por
interacciones con las integrinas y fibronectina. La formacién de los
autoanticuerpos contra la TG2 todavia no se comprende completamente. La
ingesta de gluten daria lugar a la presentacion de la gliadina, proteina soluble en
alcohol, por células presentadoras de antigenos, en asociacion con el antigeno
del leucocito humano HLA-DQ2 o HLA-DQS8, a las células T que expresan el
receptor a/B. Estas células T se activarian y reclutarian a otros linfocitos que
producen interferdn vy, factor de necrosis tumoral a e interleucinas 4, 5, 10 y 13.
Estas citoquinas lesionarian el epitelio del intestino delgado. El epitelio lesionado
daria lugar a una liberacion de transglutaminasa tisular, que es una enzima
citosdlica. Esta enzima alteraria la gliadina por deamidacién, esto aumentaria la

presentacion de gliadina por los complejos HLA-DQ2 y HLA-DQS8 a linfocitos
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reactivos a gliadina en el intestino celiaco. Esto se completaria con una mayor
expresion de HLA-DQZ2 en el epitelio del intestino delgado por las citoquinas que
liberan los linfocitos, permitiendo que se presentase mas gliadina a los linfocitos
sensibilizados. Se cree que las células T autorreactivas para la TG2 darian la
ayuda necesaria para la produccion de las IgA anti-TG2 por las células B. Otra
explicacion, seria que los complejos de gluten y TG2, permiten a las células T
gluten-reactivas diferenciar las células B TG2-especificas. Esto ayudaria a
comprender como la ausencia de gluten permite que no se diferencien las

células B en células plasmaticas, por falta de las células T.

Los criterios diagndsticos para la enfermedad celiaca se basan en la histologia
de la biopsia del intestino delgado que muestra una atrofia vellosa y una
respuesta clinica inequivoca'?. Las pruebas seroldgicas, la inmunohistoquimica
y el tipo de HLA (HLA-DQZ2) también tienen un papel en el algoritmo diagnostico.
Los anticuerpos IgA antigliadina clasicos han sido sustituidos por los IgA
antiendomisio y los antitransglutaminasa tisular. Si la sospecha clinica es baja,
se estudia la presencia de anticuerpos IgA titulares transglutaminasa o los
antiendomisio y los niveles de IgA sérica total (descartar un déficit de IgA). Si
son positivos entonces se realiza la biopsia intestinal. En caso de que la
sospecha clinica sea elevada, entonces se estudian la IgA transglutaminasa
tisular o antiendomisio y directamente se hace la biopsia intestinal. En caso de
que la serologia sea negativa y la biopsia sea positiva se genotipa el HLA,
ademas de considerar otras causas de enteritis. Si la serologia es positiva y la
histologia es negativa se repite la biopsia. Se confirma el diagnéstico cuando

ambas pruebas son positivas.
Es posible que los autoanticuerpos contra la TG2 den lugar a manifestaciones

extraintestinales. Hay evidencias que indican que la ataxia cerebelosa idiopatica

puede estar relacionada con la sensibilidad al gluten. Esta se define como una
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ataxia cerebelosa esporadica asociada con la presencia de anticuerpos

antigliadina circulantes en ausencia de otra etiologia alternativa para la ataxia.

La fisiopatologia de la ataxia cerebelosa relacionada con la sensibilidad al gluten
es probablemente inmunomediada, las evidencias son: (1) la reactividad cruzada
entre los anticuerpos antigliadina y las células cerebelosas de Purkinje; (2) la
presencia de bandas oligoclonales en hasta un 50% de los pacientes con ataxia;
(3) la histopatologia inflamatoria en el tejido cerebeloso; (4) la mayor prevalencia
de enfermedades autoinmunes en los pacientes con ataxia por gluten'*,
Ademas, se ha descrito alguna serie corta en la que los pacientes mejoran con
tratamiento con inmunoglobulinas endovenosas. Se han descrito casos de
pacientes con manifestaciones neurolégicas en los que se diagnosticd una
sensibilidad al gluten mediante la presencia de anticuerpos anti-gliadina y anti-
endomisio y una biopsia intestinal™®. En la mayoria de ocasiones las
manifestaciones neurolégicas preceden a la enfermedad intestinal.
Normalmente, el tratamiento con una dieta especifica no consigue revertir los
sintomas neuroldgicos. Sélo un 30% de los pacientes con una ataxia por gluten,
tiene evidencia de la presencia de una enteropatia’®. Los pacientes con una
ataxia por gluten son indistinguibles de los pacientes sin enteropatia. En este
sentido, se parecen a los pacientes con dermatitis herpetiformis. En un estudio,
al comparar los niveles de anticuerpos antigliadina IgG que se unian al SNC
entre los pacientes recién diagnosticados de enfermedad celiaca con aquellos
con una degeneracion cerebelosa y con controles sanos, se observo que la
unién de los anticuerpos se producia en los dos primeros grupos, aunque era
mayor en los que tenian sintomas cerebelosos'’. Por lo tanto, los anticuerpos
antigliadina son un buen marcador diagndstico para la ataxia asociada a la
sensibilidad al gluten. Las criticas a esta hipoétesis llegan porque los anticuerpos
antigliadina son muy sensibles pero poco especificos para la presencia de una
sensibilidad al gluten. Sin embargo, se defiende la funcion de los anticuerpos

antigliadina con otras dos evidencias: (1) los estudios de HLA; los pacientes con
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ataxia y sensibilidad al gluten (definidos por la presencia de anticuerpos
antigliadina), tienen una asociacién con el HLA similar a la que se encuentra en
los pacientes con enfermedad celiaca: el 72% de pacientes tiene HLA DQ2 (35%
poblacion general), el 6% tiene HLA DQ8 vy el resto tiene HLA DQ1. Se descarto
que esta asociacion fuese secundaria a la prevalencia del HLA DQ2 en los
pacientes con ataxia idiopatica familiar y esporadica. (2) La presencia de
anticuerpos contra células de Purkinje en pacientes con ataxia y sensibilidad al
gluten. Parece que los anticuerpos antigliadina reaccionan de forma cruzada con
los epitopos de las células de Purkinje en el cerebelo humano y en rata, aunque
estos anticuerpos aun no se han caracterizado. Estudios de RM con
espectroscopia muestran también como los pacientes con sensibilidad al gluten

y ataxia tienen un metabolismo cerebeloso diferente, respecto a los controles 2,

La transglutaminasa tisular tipo 2 (TG2) se ha identificado como un autoantigeno
reconocido por los anticuerpos antiendomisio, que son el marcador mas
especifico para la presencia de una enfermedad celiaca. Actualmente, los
anticuerpos contra la TG2 también son aceptados como un marcador de una
enfermedad celiaca. Se ha demostrado que los pacientes con dermatitis
herpetiformis y enfermedad celiaca tienen presencia de estos anticuerpos en la
mucosa del intestino delgado’™?, y que estos anticuerpos se depositaban en la
mucosa antes de la presencia de lesiones intestinales o de la deteccion de los
anticuerpos en suero. Estos autoanticuerpos también se han encontrado en el
tejido extraintestinal (p.ej. higado, musculo, nédulos linfaticos) de los pacientes
con enfermedad celiaca, reforzando que la sensibilidad al gluten es una
enfermedad sistémica con afectacion de diversos organos. Finalmente, para
demostrar que la ataxia por gluten pertenece al mismo espectro de
enfermedades relacionadas con la sensibilidad al gluten como la enfermedad
celiaca y la dermatitis herpetiformis, se han encontrado depodsitos de IgA
especifica para TG2 en el intestino (yeyuno) de los pacientes con ataxia por

gluten (sin encontrarse dicha inmunoglobulina en los controles sanos), alrededor
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de los vasos en el cerebro y en el parénquima cerebral (sobretodo en el cerebelo
y tronco del encéfalo) de un paciente. Por lo tanto, los anticuerpos anti-tisulares
transglutaminasa IgA podrian estar presentes en el intestino y cerebro de los
pacientes con ataxia por gluten con o sin una enteropatia presente, de la misma
manera que pudiese ocurrir en los pacientes con enfermedad celiaca,
enfermedad celiaca latente y en aquellos pacientes con dermatitis herpetiformis,
no estando presentes en los pacientes con ataxia idiopatica. Esto apoya la
hipotesis de que la ataxia por gluten es un trastorno inmunomediado,
perteneciendo al grupo de enfermedades por sensibilidad al gluten'. En estas
manifestaciones sintomatoldgicas, el intestino parece que sea una diana inicial,
dado que el anticuerpo anti-TG2 esta presente incluso antes de que se
desarrolle la enteropatia. El hallazgo de la presencia de autoanticuerpos anti-
TG2 en la capa muscular de las arterias y arteriolas cerebrales, cerebelosas y
del tronco del encéfalo, sugiere que la TG2 pueda estar implicada en la
fisiopatologia de la ataxia por gluten. Los hallazgos patoldgicos de la presencia
de linfocitos perivasculares sugieren también la presencia de una inflamacion
vascular. Quiza los autoanticuerpos anti-TG2 provoquen la disrupcion de la BHE,
permitiendo que el SNC esté expuesto a los anticuerpos relacionados
tipicamente con el gluten (como los antigliadina y anti-endomisio). Esto produce
una reactividad cruzada entre los autoanticuerpos-TG2 y las células de Purkinje

que contribuye a la ataxia cerebelosa por gluten.

A pesar de todo, se necesita todavia averiguar por qué hay ciertos pacientes con
ataxia esporadica idiopatica que no tienen anticuerpos antigliadina,
antiendomisio ni transglutaminasa séricos; presentando sin embargo, linfocitos
intraepiteliales intestinales con el receptor y/d y una clinica de sensibilidad al
gluten. Aunque la transglutaminasa es un autoantigeno en la enfermedad
celiaca, se trata de una proteina multifuncional que juega un papel importante en
el sistema nervioso. La TG2 a nivel intestinal deamida los sustratos ricos en

donantes de glutamina como las proteinas de la gliadina, resultando en
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complejos gliadina-TG2. Dichos complejos pueden ser importantes para que la
diseminacion de epitopos desde la gliadina a la TG2, resultando en la formacion
de anticuerpos tisulares transglutaminasa'*'. Curiosamente, la TG2 se ha
descrito en la formaciéon de cuerpos de inclusion en las enfermedades de
expansion trinuclear como la ataxia autosémica dominante tipo 6 y la
enfermedad de Huntington, aunque esto no se ha confirmado en grandes series.
De forma curiosa, se han descrito, también, dos casos de afectacion en forma de
neuromielitis 6ptica (NMO), asociada a anticuerpos antigliadina, indicando una
posible etiologia autoinmune de la NMO™2.

c. Encefalitis de Rasmussen y anticuerpos contra los receptores

ionotropicos del glutamato tipo 3 (RGlu3)

La encefalitis de Rasmussen es un enfermedad progresiva inflamatoria cerebral
infantil, que en principio solo afecta a un hemisferio cerebral, y que resulta en la
presencia de crisis epilépticas dificiles de tratar, hemiparesia y deterioro
cognitivo'. Las crisis habitualmente son resistentes a la farmacoterapia
habitual. En algun caso se ha observado que el tratamiento con corticoides o
inmunoglobulinas ev. es beneficioso'*. Aunque en la mayoria de los casos, el

control de la epilepsia s6lo se consigue mediante una hemisferectomia.

Se hipotetiz6é por primera vez un origen autoinmune en 1994, tras la observacion
casual de Rogers y colaboradores que en el conejo (modelo animal) existia una
correlacion entre la presencia de una encefalitis de Rasmussen y la presencia de
anticuerpos séricos contra el receptor del glutamato tipo 3 (RGIu3)™°. En estos
experimentos, los conejos inmunizados con una proteina del receptor del
glutamato tipo 3 desarrollaban crisis comiciales y tenian unos cambios
histopatolégicos similares a los que se encontraban en la encefalitis de
Rasmussen. Estos anticuerpos eran detectados por analisis proteicos con

inmunoblot y por inmunoreactividad en las células que habian sido transfectadas
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y que expresaban RGIu3. A pesar de todo, en otros experimentos con ratones
inmunizados con RGIlu3, que desarrollaban anticuerpos anti-RGIu3 y una
patologia cerebral que se acostumbraba a observar en la enfermedad, no

desarrollaban epilepsia®®.

La presencia de los anticuerpos contra los receptores ionotropicos del glutamato
tipo 3 en la encefalitis de Rasmussen varia segun las series y casos publicados
y la respuesta a la inmunoterapia también es muy variable. En la serie publicada
por Watson y colaboradores, no parecido encontrarse ninguna asociacion entre
ambos'¥’. Ademas, se han encontrado estos anticuerpos en otras formas de
epilepsia focal refractaria al tratamiento (“epilepsia catastréfica”)'*. En esta serie
italiana, se encontraron anticuerpos anti-RGlu3 en pacientes con encefalitis de
Rasmussen y también en pacientes con epilepsia refractaria al tratamiento. Es
decir, que la presencia de anticuerpos anti-RGlu3 era altamente especifica para
la presencia de epilepsia, pero la sensibilidad para los pacientes con encefalitis
de Rasmussen era baja. Asi pues, parece que los anticuerpos anti-RGIlu3 son un
marcador de la presencia de crisis frecuentes, y que quiza dicha frecuencia
induzca a una liberacion local de estimulos pro-inflamatorios que a la larga
podrian dar lugar a una sensibilizacion por el autoantigeno RGIu3. La
degeneracion del SNC puede ser consecuencia de la agresion de las células
citotéxicas tipo T que estan presentes en el cerebro de pacientes con encefalitis
de Rasmussen'®. Asi pues, los anticuerpos anti-RGIlu3 son muy especificos
para la presencia de epilepsia refractaria al tratamiento. Otro estudio, observo la
localizacion mediante inmunohistoblot en secciones de cerebro de rata con
suero de pacientes con encefalitis de Rasmussen y pacientes con epilepsia,
observando una tincion positiva en las regiones especificas del RGIu3 y
rNMDAZ2A/B. Sin embargo, al igual que el estudio previo, no se observaron
diferencias entre el suero de pacientes con encefalitis de Rasmussen y
pacientes con epilepsia focal. Ademas, se constaté que el immunoblot era mas
sensible que el ELISA™®.
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Por este motivo, se considera que quiza estos anticuerpos estén mas
relacionados con el dafio neuronal que con la etiologia del mismo. Aunque si que
se han observado anticuerpos contra receptores del glutamato tipo 3 en el suero
de algunos pacientes con una encefalitis de Rasmussen, no existen series que
confirmen la presencia sistematica de los mismos en series de pacientes. Se ha
postulado un papel para los anticuerpos anti receptores de glutamato tipo 3
como activadores de las neuronas corticales y de la induccion de una
citotoxicidad dependiente del complemento o independiente. Sin embargo, dado
que los anticuerpos que se pueden encontrar en ciertos pacientes epilépticos
pueden ser perjudiciales para el SNC u otros érganos periféricos, se recomienda

su busqueda y en caso de presencia positiva, intentar silenciar su actividad’.

d. Sindromes del sistema nervioso central y anticuerpos contra la

descarboxilasa del acido glutamico (GAD)

La enzima de la descarboxilasa del acido glutamico cataliza la produccién de
GABA, el principal neurotransmisor inhibidor del SNC. Los anticuerpos contra la
descarboxilasa del acido glutamico (GAD) se identificaron por primera vez en un
paciente con un sindrome de “stiff-man” (sindrome de la persona rigida), que
cursa con rigidez muscular y espasmos. Se ha descrito posteriormente en un
gran numero de casos de pacientes con diabetes tipo 1, y se considera

actualmente como un marcador de la diabetes autoinmune.
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Figura 8. Diagrama que muestra las concentraciones de anticuerpos anti-GAD (U/mL)
(segun Saiz et al., 1997 154)
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Estos anticuerpos se han medido mediante técnicas de radioinmunoensayo (RIA) e inmunohistoquimica,
confirmandose luego mediante inmunoblot con GAD65 recombinante. Se expresan en unidades arbitrarias.
En el eje X se numeran los pacientes con las siguientes patologias: (1) control, (2) ataxia cerebelosa sin
anticuerpos (3) diabetes mellitus tipo 1, (4) trastorno poliglandular autoinmune, (5) ataxia cerebelosa y
anticuerpos anti-GAD y (6) “stiff-man”. Lo que se observa es como los pacientes estudiados con sindrome
de “stif-man” y ataxia cerebelosa, tienen presencia de titulos elevados de anticuerpos anti-GAD a
diferencia de los pacientes analizados con trastorno poliglandular autoinmune y diabetes mellitus insulino-
dependiente, que presentan niveles intermedios de anticuerpos, todos ellos con niveles diferentes a los
pacientes con ataxia idiopatica y pacientes control que practicamente no presentan titulos significativos
anti-GAD.
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En la Figura 8, se pueden observar las diferencias en cuanto a las
concentraciones de anticuerpos anti-GAD en diferentes tipos de pacientes. Las
enfermedades con sintomas neurolégicos, sindrome de “stif-man” y la ataxia
cerebelosa con anticuerpos anti-GAD, presentan titulos elevados de anticuerpos
anti-GAD, mientras que la diabetes mellitus autoinmune y el trastorno
poliglandular autoinmune tienen titulos bajos. Esto da una imagen del espectro

de trastornos asociados a la presencia de anticuerpos anti-GAD.

El sindrome de “stiff-man” es un trastorno poco frecuente del SNC
caracterizado por una rigidez progresiva muscular grave del tronco y las
extremidades inferiores asociada a espasmos dolorosos. Tiene un inicio
insidioso, mayoritariamente afecta a mujeres entre la tercera y sexta década de
la vida. Los sintomas pueden ser inicialmente intermitentes y se pueden
exagerar las contracciones musculares en respuesta a los estimulos tactiles,
eléctricos y sonoros. La contraccion continua de los musculos agonistas y
antagonistas causada por descargas de unidades motoras sigue siendo la
caracteristica principal de este trastorno. Debido a la asociacion que se observa
con el haplotipo HLA tipo DR3 o DR, la diabetes tipo | y la presencia de
anticuerpos anti-GAD en el suero de estos pacientes, se cree que puede tener
un origen autoinmune. Los anticuerpos anti-GAD que se observan en un 63% de
pacientes; parece que estan dirigidos hacia las formas conformacionales de la
enzima GAD. Esta enzima se localiza en las terminaciones nerviosas gabérgicas
y en las células pancreaticas tipo B. El suero que contiene anticuerpos anti-GAD
se une a células tipo B pancreaticas en un 95% de los pacientes, mientras que
los anticuerpos del LCR son detectables en un 80% de los pacientes. La sintesis
intratecal de 19G apoya también el posible origen autoinmune. El sindrome de
“stiff-man” con anticuerpos positivos se asocia con otros autoanticuerpos
especificos y/o otras enfermedades autoinmunes, sobretodo la diabetes insulino-
dependiente, ademas de la anemia perniciosa, las enfermedades autoinmunes

tiroideas y la miastenia gravis. Se ha descrito un aumento de un 12% de la
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prevalencia de epilepsia en el sindrome de “stif-man”. En un estudio con 33
pacientes con el sindrome, todos aquellos que ademas tenian una epilepsia y
una diabetes mellitus tipo I, en total 20 pacientes, presentaban anticuerpos anti-
GAD'2, Las manifestaciones neurologicas se explicarian por la interferencia con
el neurotransmisor inhibitorio GABA. En la diabetes tipo |, se ha descrito la
mejoria de estos pacientes al tratamiento con benzodiazepinas, valproato sédico
y baclofeno, y en algun caso a corticoesteroides y plasmaféresis, por lo que se

apoya la hipdtesis de que estos anticuerpos tengan un papel patogénico'.

La ataxia cerebelosa cronica se ha descrito en un grupo de pacientes,
mayoritariamente mujeres, en presencia de titulos elevados de anticuerpos anti-
GAD séricos y en LCR™*. Los sintomas cerebelosos progresaban lentamente y
guardaban alguna similitud con la ataxia cerebelosa tipo 2 o la degeneracion
cerebelosa paraneoplasica. Dada la lenta evolucion de los sintomas, se excluyo
un origen paraneoplasico. La mayoria de estas pacientes estaban afectadas por
un trastorno poliglandular autoinmune, que se caracteriza por la presencia de

un sindrome cerebeloso crénico (ataxia y nistagmo)'®

y muchas de ellas
presentaban otros trastornos autoinmunes asociados. Se considera este
trastorno como de etiologia autoinmune, pues no sélo se ha demostrado una
sintesis de anticuerpos anti-GAD (IgG) intratecalmente, sino que ademas se ha
visto una mejoria de los sintomas tras tratamientos inmunomoduladores, lo que
sugiere una relacion patogenética'®* . Ademas, en algunos casos se ha

descrito este sindrome asociado a epilepsia y mioclonias.

Recientemente, los anticuerpos anti-GAD se han descrito en pacientes con otras
enfermedades como la ataxia cerebelosa, la epilepsia refractaria®’ y en

18 "|ndividualmente, cada trastorno presenta ademas

pacientes con mioclonias
de los anticuerpos anti-GAD, otros autoanticuerpos o los pacientes estan
afectados por enfermedades autoinmunes organo-especificas. Los anticuerpos

anti-GAD también se han descrito en el trastorno neurodegenerativo
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autosomico recesivo de Batten, que es un lipofuscinosis neuronal ceroide
juvenil. En estos pacientes se produce una pérdida de neuronas GABAérgicas. A
pesar de que el origen molecular sigue siendo desconocido, si que se ha
descrito la presencia de un autoanticuerpo contra la GADG65 en un raton
“knockout” para el gen CLN3. En este modelo animal, se ha observado como los
anticuerpos anti-GADG65 inhiben la actividad de la enzima GAD, esto provoca
unos niveles de glutamato elevados, que puede que tengan un papel causal en

la hipertrofia astrocitica que es evidente en estos ratones'.

El papel de los anticuerpos GAD en las enfermedades neurolégicas todavia es
incierto y la falta de modelos experimentales hace dificil la investigacion de su
potencial papel patégeno. Aunque, se han sugerido dos posibles mecanismos: la
reducciéon de los anticuerpos anti-GAD de la sintesis de GABA en las
terminaciones nerviosas o la interferencia con la exocitosis del GABA'®,
Neurolégicamente, el antigeno es intracelular, y es dificil comprender como
estos anticuerpos anti-GAD pueden causar todas estas patologias. A nivel
practico, seria recomendable buscar anticuerpos anti-GAD en todos aquellos
pacientes que presentan una ataxia cerebelosa que tienen una diabetes mellitus
tipo | y otras manifestaciones autoinmunes dérgano-especificas. En caso de
detectarse titulos elevados de anticuerpos en suero, se deberia examinar el LCR
para descartar la presencia de bandas oligoclonales y sintesis intratecal de
anticuerpos anti-GAD. En caso de que el LCR fuese positivo, seria muy probable
encontrar una lesion cerebelosa autoinmune y se deberia intentar un tratamiento

inmunomodulador.
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e. Sindromes del sistema nervioso central y anticuerpos anti-anfifisina

La anfifisina tipo I, es una proteina de la terminacion nerviosa descubierta en
1992 por Lichte y colaboradores'®, con un papel putativo en la endocitosis de
vesiculas desde la membrana plasmatica inducida por una despolarizacion de la
terminacién axén tras la exocitosis de un neurotransmisor inducida por
despolarizacion. Se describié por primera vez el anticuerpo anti-anfifisina en
suero de tres mujeres con un sindrome de “stiff-man” paraneoplasico y cancer
de mama'®. En los primeros estudios publicados, estos autoanticuerpos sélo se
detectaron en aquellas pacientes en las que se asociaba un sindrome de “stiff-
man” a un cancer de mama, en las que no se encontraba un autoanticuerpo anti-
GAD'®. A raiz de este estudio, surgieron publicaciones en las que se describia
la presencia de anticuerpos anti-anfifisina en el suero de tres pacientes con
cancer de pulmén de célula pequena asociado a una encefalomielitis
paraneoplasica y neuropatia sensitiva (sin desarrollar un sindrome de “stiff-
man”)'®*. Posteriormente, se estudié la frecuencia de anticuerpos anti-anfifisina
en una serie larga de pacientes con un SPN, para observar si estaban asociados
a un tipo particular de SPN o tumor'®. Los resultados del estudio permitieron
concluir que los anticuerpos anti-anfifisina tipo | estan presentes en una
frecuencia baja en pacientes con CPCP, con o sin un SPN asociado. El grupo de
pacientes con mayor frecuencia de anticuerpos anti-anfifisina tipo | eran aquellos
que correspondian con pacientes que tenian un SPN y un CPCP, sin anticuerpos
anti-Hu. Los anticuerpos anti-anfifisina reconocian el fragmento V (terminal C) de
la proteina anfifisina |. Esto ocurre tanto en aquellos pacientes con CPCP, como

en aquellas con cancer de mama.

Actualmente, se considera que hay un espectro mas amplio de manifestaciones
neurologicas con autoinmunidad relacionada a la anfifisina, coexistiendo en

algunos casos con sindromes paraneoplasicos, especialmente con el sindrome
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de “stiff-man”. En un amplio estudio donde se evaluaron 120.000 pacientes para
el estudio de anticuerpos paraneoplasicos, se encontraron 63 pacientes
seropositivos (71 pacientes aunque para 8 de ellos no habia informacion clinica)
para anticuerpos anti-anfifisina'®®. Al revisar las manifestaciones clinicas se
observd que la encefalomielitis con rigidez (fendmeno de persona rigida) esta
presente en una minoria de mujeres (39%) y hombres (12%). Sélo cumplian
criterios de sindrome de “stiff-man” un 10% de mujeres y un 4% de hombres.
Presentaban de forma asociada anticuerpos anti-GAD un 27% de los pacientes,
sin ser los niveles de anticuerpo muy elevados como suele pasar en el sindrome
de “stiff-man”. En dicho estudio, de los pacientes seropositivos para anticuerpos
anti-anfifisina, 74% tenian mas de un autoanticuerpo neuronal. Las neuropatias
craneales, mielopatia y corea, estan consideradas sindromicas para
autoinmunidad CRMP-5""" |la neuronopatia sensitva y la dismotilidad
gastrointestinal son sindrémicas para ANNA-1'® |a hiperexcitabilidad
neuromuscular y la encefalitis autoinmune son sindrémicas para los anticuerpos
contra canales de potasio dependientes de voltaje'®, y el sindrome de Eaton-
Lambert para los anticuerpos contra canales de calcio tipo P/Q dependientes de
voItaje”O. La diversidad de sintomas neurolégicos que presentan los pacientes
con autoinmunidad anfifisina puede explicarse por las respuestas inmunes
concomitantes a multiples antigenos onconeuronales expresados en una unica
neoplasia’”". En este estudio, sélo un tercio de los pacientes tenian anticuerpos
anti-anififisina aislados. Dichos pacientes eran con mucha mas frecuencia
mujeres con cancer de mama y sindrome tipo persona-rigida. Asi pues, se
puede concluir que la coexistencia de multiples autoanticuerpos paraneoplasicos
implica que la presentacion neurologica refleja que la diana de dichos
autoanticuerpos son los péptidos derivados de mas de una proteina especifica
de neurona. Por lo tanto, a pesar de que habitualmente la presencia de
anticuerpos anti-anfifisina es un indicador de un SPN, se ha considerado que
dada la variabilidad de sindromes neurolégicos centrales a los que se ha podido

asociar, su presencia refleje una respuesta autoinmunitaria neurolégica. Las
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observaciones neuropatoldgicas apoyan el papel de linfocitos T CD8+ citotoxicos
especificos para péptidos de la anfifisina en las manifestaciones neurolégicas.
Estos linfocitos son mas evidentes en el parénquima que en la zona
perivascular, estando en la proximidad de las neuronas. La infiltracion de
linfocitos y la activacion acomparante de la microglia fue marcada en el tronco
del encéfalo, médula espinal y ganglios del asta dorsal. Aunque habian
evidencias de una respuesta inmune restringida a una zona neuroanatémica.
Ultimamente, se ha publicado la confirmacién de que la inyeccién de IgG anti-
anfifisina a animales de laboratorio, provoca la enfermedad. La patogenia no se
comprende del todo, aunque se cree que es mediada por células B. Esto
apoyaria la hipotesis del papel patogénico de anticuerpos contra la anfifisina,
afiadiendo pues el sindrome de “stiff-man” a los trastornos autoinmunes

inmunomediados.

Los anticuerpos anti-anfifisina tipo | pueden ser utiles en predecir el origen
paraneoplasico de un trastorno neuroldgico sin un tumor conocido, porque no se
han encontrado en series amplias de pacientes la presencia de estos
anticuerpos en un SPN con sintomas paraneoplasicos iniciales. Aunque, la baja
incidencia de la presencia de estos anticuerpos, supone una limitacion para su
uso como marcador diagndstico. Sin embargo, si que a nivel terapéutico en el
caso concreto de la presencia de anticuerpos anti-anfifisina en el sindrome de
“stiff-man”, apoya el uso de la plasmaféresis u otras técnicas similares para

reducir el numero de anticuerpos.
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2. Trastornos del SNC con anticuerpos frente a un

autoantigeno desconocido.

a. Enfermedad del sistema nervioso central post-estreptococica

El estreptococo del grupo A (Streptococcus pyogenes) es un patdégeno
exclusivamente humano. La infeccion mas banal causada por el Streptococcus
pyogenes es una faringitis, tras la cual, en ciertos individuos susceptibles, se
pueden desarrollar fendmenos de autoinmunidad post-infecciosa, tanto en el
corazon: fiebre reumatica aguda; como en las articulaciones o en el sistema
nervioso central (SNC). La fiebre reumatica aguda es una secuela autoinmune
que se produce cuando los antigenos del estreptococo inician una serie de
procesos inflamatorios. Se sabe que la inflamacion cardiaca esta causada por la
similitud molecular de los anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con

epitopos en la bacteria y en el corazén.

La corea de Sydenham, se ha asociado a un fendémeno latente post-
estreptocdcico tardio. Es uno de los criterios mayores para el diagndstico de la
fiebre reumatica’?. A diferencia de la carditis reumatica las secuelas
neuroldgicas ocurren muchos meses después tras la infeccion estreptocdcica
inicial. Las caracteristicas clinicas son la presencia de trastornos del movimiento
asociados a trastornos emocionales (obsesivo-compulsivos, ansiedad, depresion
mayor) y trastornos del comportamiento’”. Entre los trastornos del movimiento
que se observan, se incluyen también los tics motores y la distonia. Ademas, en

algunos pacientes se desarrollan sintomas de encefalomielitis'*.
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Se ha propuesto que la fisiopatologia del trastorno es una disfuncion
inmunomediada de los ganglios basales. Los mediadores del proceso serian
anticuerpos antineuronales contra ganglios basales'’®, que estan presentes,
segun algunos estudios, en altos porcentajes en estos pacientes (93% en la

76 astando los

corea de Sydenham aguda y un 50% en la corea persistente)
niveles de anticuerpos en relacion con la actividad de la enfermedad. Existe
controversia y actualmente se esta profundizando en el estudio del posible papel
de la autoinmunidad celular ya que algunos estudios han descrito la presencia
de anticuerpos anti-neuronales’'”’. Sin embargo, el posible mecanismo
fisiopatolégico se basaria en que los organismos estreptocécicos presentasen
una serie de proteinas que son homodlogas a otras proteinas del SNC. Esto
produciria una reaccion cruzada entre los epitopos de las proteinas relacionadas
con el estreptococo del grupo A y las proteinas neuronales, concretamente los
lisogangliésidos (N-acetil-B-D-glucosamina) de la superficie de la célula

neuronal'’®

, que serian los autoantigenos en este trastorno. Estos anticuerpos
provocarian la induccién de la actividad de la quinasa CaM Il (proteinquinasa
dependiente de calcio/calmodulina), con elevacion de la tirosin-hidroxilasa y con
la consecuente liberacion de dopamina, que puede derivar en el trastorno del

movimiento caracteristico de la enfermedad.

Previamente, se habia estudiado la modulacion de la funcién celular por
autoanticuerpos en la enfermedad de Graves o en la miastenia gravis'’®. Sin
embargo, en estos casos los autoanticuerpos estan dirigidos contra antigenos
proteicos. En la corea de Sydenham, se hipotetiza que los autoanticuerpos
estarian dirigidos contra los lipidos de membrana, que nos son tipicamente
conocidos como antigenos. Para identificar los antigenos diana, Kirvan y
colaboradores, derivaron lineas hibridomas humanas de un paciente con una
corea de Sydenham activa. Cada una de las tres lineas celulares di6 lugar a
anticuerpos monoclonales que reconocian a la N-acetil-B-D-glucosamina, el

mayor epitopo inmunolégico de la superficie de carbohidratos del grupo del
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estreptococo tipo A. Estos anticuerpos reaccionaron de forma cruzada con
lisogangliésidos del SNC, que sabemos que influyen en la transduccion de
senales nerviosas. Los anticuerpos que reaccionaban de forma cruzada estaban
elevados en los episodios agudos de corea de Sydenham. Ademas, los
anticuerpos contra la N-acetil-B-D-glucosamina se unian a secciones tisulares
derivadas de los ganglios basales humanos. Finalmente, como se ha
mencionado, el anticuerpo contra el lisoganglidésido activaba la quinasa protein-
dependiente CaM Il. Es importante recordar, que anticuerpos contra
gangliésidos, incluyendo los anticuerpos monosialogangliésidos GM1
especificos, han sido descritos en otros trastornos neurolégicos como el
sindrome de Guillain-Barré. Concretamente, en la variante del sindrome de
Guillain-Barré, el sindrome de Miller-Fisher, se han descrito los anticuerpos
gangliosido-especificos GQ1b, que son capaces, mediante el complemento, de

ser citotoxicos en la terminacion de la neurona motora'e°.

En 1998, Swedo y colaboradores, tras una descripcion de 50 casos, introdujeron
el acrénimo inglés PANDAS, que define un sindrome infantil con tics
obsesivo-compulsivos por un proceso autoinmune post-estreptocécico'®’.
Este sindrome se acufié cuando se observo que un 65%-100% de los nifios con
una corea de Sydenham presentan sintomas obsesivo-compulsivos, que se
inician dos a cuatro semanas antes de los movimientos coreicos y se mantienen
durante la presencia de movimientos anormales. Los pacientes ademas de
presentar sintomas coreicos desarrollan tics motores y fénicos'®?, sintomas
obsesivo-compulsivos, mioclonias'® u otros sintomas similares a los
observados en el trastorno por hiperactividad/déficit de atencion. A pesar de que
algunos autores consideran que es quiza complicado distinguir el PANDAS del
sindrome de Tourette, en realidad, no siempre es asi. Los criterios que definen el
PANDAS y que son similares al sindrome de Tourette serian: (1) presencia de
un tic o trastorno obsesivo-compulsivo; (2) edad de inicio entre los 3 afios y la

pubertad; (3) inicio agudo con exacerbaciones (este es el criterio mas util para
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distinguir el PANDAS, pues el inicio de los tics en el sindrome de Tourette no es
brusco ni al unisono para todos ellos); (4) union temporal entre la infeccién
estreptocdcica tipo A y la exacerbacidon de los sintomas. Este ultimo criterio es
exclusivo del PANDAS, aunque en ciertos casos es dificil de asegurar debido a
la alta prevalencia de la infeccion por estreptococo tipo A, y la facilidad para que
pase desapercibida. El ultimo criterio seria (5) que existiesen hallazgos
neurolégicos anormales. Esto también lo cumplen ambas enfermedades, aunque
en el PANDAS hay presencia de movimientos coreicos en un 95% de los

pacientes '®*.

Tras la publicacion de trabajos controvertidos, el PANDAS cumple algunos de
los criterios para ser una enfermedad del sistema nervioso central de etiologia
autoinmune. Los criterios que deberia cumplir serian que: (1) los anticuerpos se
hubiesen identificado en el cerebro, (2) la enfermedad pudiese inducirse por la
inmunizacién con el autoantigeno, (3) existiese un aumento de los
autoanticuerpos séricos y en LCR en comparacion con los controles sanos, (4) la
hubiese una mejoria de los sintomas clinicos tras la reduccion de anticuerpos
mediante plasmaféresis, y (5) hubiese la posibilidad de induccién de la
enfermedad en modelos animales por la transferencia pasiva del anticuerpo. En
el PANDAS no hay evidencia que apoye los criterios 1 y 2, debido a las
diferencias metodologicas de los estudios realizados. Se han descrito los
primeros anticuerpos antineuronales en pacientes con PANDAS'®, aunque no
es seguro si, en estos estudios, habia diferencias entre los niveles séricos y en
LCR de anticuerpos entre pacientes y controles. La induccién del sindrome en
ratas tipo Fischer, se ha estudiado con microinfusiones estriatales con
anticuerpos antineuronales posiblemente encontrados en el suero de pacientes
con PANDAS (etiologia autoinmune) y el sindrome de Tourette (no etiologia
autoinmune). Se estudi6 la presencia de marcadores inmunolégicos (anticuerpos
contra la proteina estreptocdcica M5) y cambios en el comportamiento animal

por observacién y monitorizacion diaria'. Los autores no encontraron que
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hubiese ningun cambio en el comportamiento (comportamiento estereotipico,
cambios episédicos...) de las ratas al comparar antes o 10 dias después de las
infusiones con suero de pacientes del sindrome de la Tourette 0 PANDAS. Esto

difiere con dos estudios previos'®"1%

que, contrariamente a éste, demostraron
que los animales si que aumentaban considerablemente su comportamiento
estereotipico. Esto podria ser por diferentes razones: que los anticuerpos no
sean patogénicos, pero esto es dificil de determinar sin un control positivo; o por
las variaciones metodologicas entre los estudios (diluciones, lugar de infusién,

patron neuronal diferente en cada patologia...).

La hipotesis fisiopatoldogica de ambos trastornos es que mecanismos
autoinmunes mediados por anticuerpos ademas de la infeccién pueden contribuir
a la patogenia de algunos trastornos del movimiento y comportamiento. En la
corea de Sydenham, las infecciones estreptocdcicas del grupo A inducen
anticuerpos que reaccionan de forma cruzada con los ganglios basales del SNC
y dan lugar a una activacién de la quinasa CaM tipo Il en las neuronas. Se ha
demostrado que el suero de los pacientes con PANDAS induce niveles mayores
de activacion de la quinasa CaM tipo Il que el suero de pacientes con tics o
sindrome de hiperactividad no asociados a infecciones estreptocdcicas. Aunque
todavia no se ha demostrado como los anticuerpos que producen la IgG cruzan
la BHE, se puede sugerir que la infeccidn o el propio anticuerpo pueden afectar
la permeabilidad de la BHE. Recientemente, se ha demostrado que incluso la
noradrenalina puede afectar la BHE para permitir que penetre la IgG189. El
aumento de la senal de transduccion altera la fisiologia neuronal dando lugar a
una disfuncion celular. El nivel de la activacion de la quinasa CaM Il obtenido en
un LCR PANDAS es comparable a la senal celular producida en el LCR en la
corea de Sydenham. Aunque el suero de los pacientes con PANDAS induce
niveles elevados de activacion de CaM |Il, el intervalo es inferior al que se
observa en el suero de los pacientes con una corea de Sydenham'®.

Probablemente sea necesario un nivel umbral de actividad quinasa CaM Il para
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desarrollar un movimiento coreico, mientras que quizad niveles menores
desencadenen cambios en el comportamiento. La quinasa CaM Il media en
muchos procesos neuroldgicos como: el aprendizaje, la memoria, el desarrollo
neuronal, y tiene una amplia especificidad dependiente de la concentracion,
localizacion intracelular y niveles de calcio. En definitiva, es una enzima
multifuncional muy concentrada en el cerebro con funciones en la

neurotransmision y excitabilidad neuronal®®’

, regulacion de la liberacion de
catecolaminas'®?, y la co-localizacién con receptores de glutamato, que estan
implicados en la fisiopatologia de los trastornos neuropsiquiatricos'®*. Es decir,
que actualmente podemos inferir cdmo los anticuerpos contra el epitopo
estreptocdocico N-acetil-beta-D-glucosamina, pueden llegar a alterar la funcion
neuronal y provocar trastornos del movimiento y comportamiento. Sin embargo,
un estudio ecocardiografico reciente en una cohorte de pacientes con PANDAS,
ha demostrado que soélo un 31% tiene afectacion cardiaca, lo que quiza hace
suponer que la corea de Sydenham forma parte de una trastorno multi-organico,
mientras que el PANDAS es especifico del SNC'**. Ademas del PANDAS, otros
trastornos que quiza podrian ser causados tras infecciones estreptocdcicas,
podrian dividirse en aquellos que provocan un aumento de la excitabilidad del
SNC (trastornos del movimiento hiperquinéticos, ansiedad e insomnio), o una
inhibicion del SNC (trastornos del movimiento hipoquinéticos, depresion e

hipersomnolencia).

La encefalitis letargica se describié por primera vez en 1916 por von Economo,
como un trastorno del SNC que cursaba con faringitis, seguido de trastornos del
sueio, signos de afectacion de los ganglios basales (sobretodo parkinsonismo) y
secuelas neuropsiquiatricas'®. Desde la epidemia de 1916-1927, sélo se han
descrito casos esporadicos. Los estudios patolégicos han descrito la existencia
de una encefalitis del mesencéfalo y de los ganglios basales, con infiltracion
linfocitica (sobretodo de células plasmaticas). Dado que la epidemia descrita

coincidié temporalmente con la pandemia de la gripe de 1918, algunos autores
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intentaron ligar ambas enfermedades, a pesar de que von Economo, siempre
considerd que se trataba de un trastorno independiente. Esto se confirmd con
estudios de cerebros con encefalitis letargica que no demostraron la presencia
del ARN del virus de la gripe. Sin embargo, si que se han encontrado bandas
oligoclonales intratecales en algunos pacientes y otros se han beneficiado de
tratamientos esteroideos, por lo que se ha considerado que podia tratarse de

una enfermedad inmunomediada.

Un estudio de 20 casos con una clinica similar a una encefalitis letargica
(trastorno del suefio con insomnio, letargia, parkinsonismo, discinesias vy
sintomas neuropsiquiatricos como el mutismo, ansiedad, depresion y obsesion-
compulsion), propuso que dicho sindrome podia tratarse de un fenémeno de
autoinmunidad en los ganglios basales. No se encontraron evidencias de que se
tratase de una encefalitis virica ni de una enfermedad de Parkinson de inicio muy
precoz. Se realizaron pruebas de neuroimagen (RM craneal), en las que el
cerebro era normal en un 60% de los casos, mostrando cambios inflamatorios
muy localizados en los ganglios basales en el otro 40% de los pacientes. Se
estudiaron también los niveles de anti-estreptolisina-O, que estaban elevados en
un 65% y, por western-blot, demostraron que el 95% de los pacientes tenia
niveles de autoanticuerpos reactivos contra los ganglios basales (frente a un
2-4% de los controles sanos). Estos autoanticuerpos se encontraron en el LCR
de 4 pacientes; y se unian a autoantigenos comunes neuronales, sobretodo con
poblaciones neuronales mas que con la glia. Aunque, no se pudo determinar si
eran patogénicos directamente'®. En este trabajo, puede sorprender en cuanto
a la recoleccion de casos, la alta prevalencia de la enfermedad (derivacion a
centros de referencia durante 3 afios), la falta en los sintomas de la presencia de
crisis oculogiras y oftalmoplejia, el momento del inicio del sindrome (casos entre
2 y 69 afnos de edad) y la diferencia en cuanto a la presencia e inicio de los
sintomas psiquiatricos (al inicio y como enfermedad monofasica o como una

secuela tras la enfermedad). Aunque, sobretodo se intentan buscar evidencias
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para una etiologia autoinmune, posiblemente post-estreptococica. La presencia
de anomalias en la neuroimagen (40%), a pesar de su desaparicion parcial
posterior, las bandas oligoclonales (9 de 13 examinados y en 5 exclusivamente
en el LCR indicando sintesis intratecal), son hallazgos consistentes con la
literatura previa'’. A pesar de todo, en cuatro casos las bandas oligoclonales se
encontraron en suero y en el LCR, lo que sugiere también una respuesta en la
periferia. Si que parece que los pacientes habian tenido una infeccion previa,
pero es dificil de demostrar su relacién directa como en el PANDAS o la corea
de Sydenham.

Ya se ha comentado, la presencia de anticuerpos contra antigenos neuronales
en todas estas enfermedades’ . La presencia de anticuerpos descritos en los
pacientes con un sindrome parecido a la encefalitis letargica, son similares a los
anticuerpos anti-ganglios basales. Dichos anticuerpos se encontraron en
frecuencia muy baja en el grupo control y en un 95% de los pacientes con
sintomas de encefalitis letargica y 4/5 LCR estudiados. Se unieron a diferentes
bandas de polipéptidos, que segun resultados del mismo grupo, eran similares a
los encontrados en otras condiciones post-estreptococicas. Esto da lugar a
controversias sobre la especificidad de la enfermedad, pero es consistente con
la hipotesis de que la encefalitis letargica forma parte del espectro de los
trastornos post-estreptococicos inmunomediados de los ganglios basales. La
técnica del western blot se utiliza con frecuencia para examinar la presencia de
anticuerpos antineuronales, pero aunque detecta de forma eficaz los anticuerpos
contra epitopos no-conformacionales, es probable que no detecte aquellos
anticuerpos potencialmente patdogenos que se unen a determinantes
conformacionales. Por este motivo utilizan técnicas de inmunofluorescencia para
demostrar la union de los anticuerpos a axones y citoplasma neuronal. Los
resultados indican la presencia de anticuerpos con diana intracelular, algo que
no excluye la posibilidad que haya otros anticuerpos que se unan a la membrana

neuronal. Sin embargo, pueden existir dudas sobre la especificidad regional de
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los anticuerpos puesto que no se ha realizado un analisis detallado de las
diferentes partes del cerebro. Por lo tanto, la especificidad neuronal y la
importancia patoldégica estan por determinar, no quedando claro si los
anticuerpos reaccionan de forma cruzada con los antigenos del streptococcus A.
Los dos criterios mas convincentes de que pueda tratarse de un trastorno
mediado por anticuerpos, aun y con la ausencia de la deteccidon de anticuerpos
especificos, son la respuesta al tratamiento inmunosupresor y la transferencia
pasiva de la enfermedad a animales experimentales. EIl PANDAS ha respondido
a la plasmaféresis'® y los corticoesteroides han sido Utiles en casos puntuales
de encefalitis letargica’®®. Recientemente, un sindrome parecido al Tourette ha
sido transferido a ratas por inyecciones intracerebrales. Si la encefalitis letargica
fuese inmunomediada deberia existir una mejoria clinica con la plasmaféresis, al
menos al inicio de la enfermedad, ademas de poder (al igual que con el

PANDAS) transferir la enfermedad con suero de pacientes a animales.

Las enfermedades desglosadas nos demuestran la dificultad de identificar
autoantigenos, de poder acabar de demostrar si se trata de enfermedades
autoinmunes, y de si la presencia de autoanticuerpos es un simple marcador del
proceso destructivo, ya sea mediado por células tipo T, debido a una toxicidad

directa de los agentes infecciosos, o una senal de activacion del sistema inmune.

b. Enfermedad neurolégica y el virus humano linfotropico-T

El virus humano linfotrépico-T tipo 1 (HTLV-1) es un retrovirus que puede causar
mielopatia y paraparesia espastica tropical. Aunque se estima que hay 20
millones de afectados en las zonas endémicas, la mayoria son portadores. La
mielopatia/paraparesia espastica tropical es un término que se mantiene aunque
actualmente sabemos que no se trata de una enfermedad tropical. Es un
trastorno neurolégico definido por unos criterios clinicos y serologicos. El

trastorno se manifiesta con una paraparesia espastica lentamente progresiva,
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vejiga neurdgena y déficits sensitivos de evolucion cronica. Parece que
evoluciona mas rapidamente en mujeres en edad fértil, intuyéndose una
afectacion hormonal, y en aquellos pacientes que tienen una carga viral mas
elevada al inicio de la enfermedad. Otras posibles manifestaciones clinicas de la
infeccion por HTLV-1 podrian ser: miopatia, polineuropatia, enfermedad de
motoneurona, déficits cognitivos y disautonomia; presentandose éstas de forma

aislada o simultaneamente?®.

Los posibles mecanismos fisiopatologicos de la afectacion del virus en el SNC,
son por; (1) toxicidad directa: las células gliales presentan los antigenos virales
en su superficie celular. Los linfocitos T citotoxicos CD8+ que se han generado
para eliminar el virus, cruzan la BHE y atacan la célula afectada, liberando
citoquinas que destruyen la célula glial. No hay evidencia directa que apoye esta
teoria, pero podria ayudar en la lesién neuronal. (2) Dafio colateral: este
mecanismo no implica una respuesta especifica frente a células del SNC.
Sugiere que la presencia de células CD4+ infectadas por HTLV-1 que secretan
interferon y su reconocimiento por linfocitos T citotoxicos CD8 en el SNC,
inducen a la microglia a segregar citoquinas que son mielinotdxicas. (3)
Autoinmunidad: supone que la célula glial, que seria el autoantigeno, fuese
similar al antigeno viral. Esto provocaria que las células CD4+ activadas
cruzasen la BHE, confundiesen a la célula infectada y destruyesen la célula glial.
Explicando como los sintomas del SNC pueden estar mediados por
autoanticuerpos dirigidos a los componentes neuronales®'. Se trata de un
fendmeno de “similitud molecular”, que se caracteriza por una respuesta inmune
frente a un agente exterior que reacciona de forma cruzada con el antigeno.
Anticuerpos contra la proteina HTLV-1 tax reaccionan de forma cruzada con la
proteina A1 nuclear ribonuclear heterogénea (hnRNP A1) que es un
autoantigeno neuronal especifico intracelular. A pesar de que no comparten
ningun aminoacido, se propone como mecanismo de la posible reaccidn cruzada

inmunoldgica a ciertos pliegues proteicos o de estructura. Se han detectado este
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tipo de autoanticuerpos en suero, LCR y el el SNC. Estos anticuerpos tienen un
efecto funcional en la neurona mediante una inhibicion de los potenciales de
accion neuronales, sin conocerse todavia la manera por la que el anticuerpo
entra en la célula. Se sabe que los anticuerpos cruzan la BHE en lugares de
inflamacion, y en la paraparesia espastica/mielopatia se produce inflamacién
perivascular. Este hallazgo, nos ayuda a poder seguir investigando las
reacciones cruzadas entre epitopos virales y neuronales, pues supone la
existencia de una posible relacion entre infecciones cronicas viricas y
enfermedades autoinmunes del SNC %2,
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. SINDROMES NEUROLOGICOS QUE PODRIAN
CONSIDERARSE CANALOPATIAS AUTOINMUNES DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Existen una serie de sindromes neurolégicos causados por una disfuncién
adquirida de los canales dependientes de voltaje de calcio y potasio, que por su

etiopatogenia podrian considerarse como autoinmunes.

1. Canalopatia autoinmune

Desde que en 1976 se descubrié el papel de los anticuerpos contra los
receptores de acetilcolina en la patogenia de la miastenia gravi3203, se han
descrito una gran variedad de trastornos autoinmunes que afectan a la union
neuromuscular; cada uno relacionado con un anticuerpo que es especifico frente
a un receptor dependiente de voltaje, o un receptor tipo ligando o alguna
proteina relacionada con el mismo. Esto abrid la posibilidad de que el sistema
inmune generara anticuerpos que especificamente tenian afinidad por los
receptores de los canales iénicos, provocando una disfuncién del canal que daba
lugar a una enfermedad. Los mecanismos que inician la produccion de
anticuerpos suelen ser desconocidos en la mayoria de los casos. Infecciones
viricas o bacterianas pueden desencadenar una respuesta autoinmune contra el
sistema nervioso en individuos predispuestos. En otros casos, esto es debido a
la presencia de un tumor que genera un sindrome paraneoplasico, que se basa
en una reaccion autoinmune especifica iniciada por la respuesta inmune contra
el cancer. Aunque los anticuerpos contra canales idnicos pueden ser un
fendmeno paraneoplasico, la mayoria de los pacientes con canalopatias del

sistema nervioso no tienen un tumor.
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Se definen las canalopatias autoinmunes como un grupo de trastornos
neurolégicos asociados a anticuerpos contra canales idnicos especificos
neuronales. La existencia de canalopatias autoinmunes en el sistema nervioso
periférico ya es conocida; ahora se empiezan a describir las probables

canalopatias autoinmunes en el sistema nervioso autébnomo y central.

2. Canalopatias autoinmunes del sistema nervioso periférico

Se han descrito diferentes tipos de canalopatias autoinmunes del SNP, a partir
del descubrimiento de los anticuerpos contra receptor nicotinico de acetilcolina,
que fue lo que abrid la posibilidad a la existencia de patologia inmunomediada
en la unién neuromuscular. Las describiremos a continuacion:
a) Miastenia gravis asociada a receptores de acetilcolina del musculo,
y la unidon neuromuscular como diana autoinmune en el sistema
nervioso periférico (SNP), dada la presencia de sindromes
similares pero con otros receptores implicados: receptores anti-
Musk.
b) El sindrome miasténico de Eaton-Lambert (SMEL), asociado a
canales de calcio dependientes de voltaje.
c) Neuromiotonia o sindrome de Isaac, asociado a canales de potasio

dependientes de voltaje.
a. Miastenia gravis (MG)
Es una enfermedad en la que se ha demostrado la presencia de anticuerpos

contra el receptor nicotinico de acetilcolina (RAcCol). Clinicamente, se define por

la presencia debilidad muscular con la fatiga que, sobretodo, afecta a los
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musculos oculares y proximales de las extremidades. Por este motivo, es
habitual que se presente con ptosis, diplopia y fatiga muscular en las
extremidades. En casos graves puede incluso complicarse con disfagia y
debilidad respiratoria. El diagndstico de la enfermedad se basa exclusivamente
en los hallazgos electromiograficos (defecto en la transmision neuromuscular) y
en la presencia de un resultado positivo para anticuerpos contra RAcCol. Los
anticuerpos contra los RAcCol se encuentran en un 80-85% de los pacientes con
MG generalizada. En aquellos pacientes con una miastenia de afectacion
puramente ocular, los anticuerpos contra RAcCol sélo estan presentes en un
50%. ElI RAcCol es un receptor de ligandos formado por una proteina
pentamérica que consiste en dos subunidades a1 y una subunidad p1, & y .
Aunque la presencia de anticuerpos es diagnéstica de MG, éstos también
pueden encontrarse en pacientes con un timoma sin MG, en pacientes tratados
con D-penicilamina o, en alguna ocasion, en madres que tienen bebes con
artrogriposis. Los anticuerpos contra RAcCol reducen el numero de RAcCol post-
sinapticos, aumentando su internalizacion y degradacion, por una lisis inducida
por el complemento, y en menor grado por el bloqueo de la unién de la
acetilcolina a los receptores o por la inhibicion de la funcion del canal receptor de
AcCol directamente. Aproximadamente, un 15% de los pacientes con un inicio
de MG en la edad adulta tienen un timoma (tumor benigno aunque localmente
invasivo). La presencia de un timoma, se ha asociado a otros trastornos
autoinmunes. Un tercio de los pacientes con timoma tienen MG y se pueden
encontrar anticuerpos anti-RAcCol en un 30%-40% de los pacientes con timoma

y sin signos de MG.

La evidencia de la existencia de un papel etiolégico de los anticuerpos en la
enfermedad es muy clara en la miastenia gravis. Esto es por: (a) la presencia de
anticuerpos contra el receptor de acetilcolina (RAcCol) que se unen mas a la
estructura proteica nativa que a cadenas de polipéptidos recombinantes, (b) la

alteracion del nimero o funcidon de los RAcCol en los modelos de cultivos
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celulares por los anticuerpos IgG del paciente, (c) la transferencia pasiva de
signos o0 evidencia electrofisioldogica de la enfermedad a animales
experimentales con la inyecciéon de la IgG de un paciente con MG?*, (d) la
mejoria de los sintomas de la enfermedad tras la plasmaféresis, y (e) la
aparicion de la enfermedad de forma experimental tras la inmunizacion activa
contra los RAcCol purificados. Todos estos criterios son los necesarios segun
Rose y Bona (criterios modificados de Witebsky) que deben cumplirse para
poder llamar a una enfermedad autoinmune®”®. Se considera pues que es una
enfermedad mediada por células B. Los anticuerpos contra el RacCol se unen en
la unidon neuromuscular post-sinaptica, provocando una internalizacion vy
degradacion del receptor. La activacion del complemento lesiona la membrana
post-sinaptica. La presencia de un numero disminuido de receptores reduce la
efectividad de la cantidad normal de acetilcolina liberada en la union
neuromuscular para contraer el musculo. La patogenia de la miastenia gravis
inducida por un timoma es algo diferente de la no esta asociada a un timoma. La
MG asociada a timoma contiene células T autoreactivas con especificidad para
las subunidades a y € del receptor de acetilcolina. Las células T parecen estar
sintetizadas por timopoyesis intratumoral. La MG asociada a timoma exporta
células T CD4+, un fendbmeno que tiene relevancia patolégica. Ademas, esta MG
exhibe una expresion reducida del complejo mayor de histocompatibilidad tipo 2

en las células neoplasicas®®.

En un grupo reducido de pacientes, especialmente aquellos con una MG
oculobulbar se han encontrado otro tipo de anticuerpos, que son contra una
quinasa especifica del musculo (anti-MuSK). El papel patogénico de este
anticuerpo todavia no esta tan claro. In vitro, se ha demostrado que la IgG de
pacientes con MG y con anticuerpos anti-MuSK, tiene un papel principal en la
inhibicion de miotubulos inducida por agrina en la unidén neuromuscular en

207

desarrollo™" aunque no queda claro la funcidén que tiene en el adulto.
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A partir de estos hallazgos con la MG, la union neuromuscular ha sido un lugar
de estudio que ha ayudado a establecer la relacién entre anticuerpos y
enfermedad autoinmune. La evidencia de que existia patologia autoinmune a
nivel de la unién neuromuscular vino de las observaciones clinicas basadas en:
(1) un aumento de la incidencia de la presencia de otras enfermedades
autoinmunes y de autoanticuerpos, (2) la asociacion de patologia autoinmune
con tumores, como el timoma (MG y neuromiotonia) y el cancer de pulmén de
célula pequefia (SMEL), (3) la transmision de anticuerpos y fenotipo clinico de la
madre al feto, y (4) la respuesta positiva a los tratamientos inmunomoduladores

disefiados para disminuir los niveles de anticuerpos.

Los receptores ganglionicos nicotinicos de acetilcolina median la transmisidn
sinaptica rapida en todos los ganglios periféricos autondmicos (simpaticos,
parasimpaticos y entéricos). Estos receptores colinérgicos son homélogos pero
genética e inmunoldogicamente distintos de los receptores en la union
neuromuscular. Los receptores de acetilcolina en las neuronas autbnomas se

componen de dos subunidades a® en combinacién con tres subunidades B.
b. Ganglionopatia autbnoma autoinmune

Es una forma adquirida de disfuncién autbnoma en adultos, que parece que es
debido a la disrupcién de la transmision sinaptica en los ganglios autonomos.
Mas de un 50% de los pacientes con disfuncién autbnoma aguda o subaguda
tienen titulos elevados de anticuerpos dirigidos contra el receptor ganglionico de
acetilcolina tipo a®*®. Las caracteristicas clinicas de la ganglionopatia auténoma
autoinmune (también denominada neuropatia autbnoma autoinmune, neuropatia
auténoma idiopatica o pandisautonomia aguda) reflejan una alteracién global de
la funcién simpatica y parasimpatica preservandose la funcién de las fibras
somaticas. Los sintomas se desarrollan en dias o meses en individuos de todas

las edades y género. Aproximadamente un 15% de los pacientes tienen una
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ganglionopatia autonoma paraneoplasica habitualmente asociada a un CPCP o
un timoma. Se ha descrito en un 60% de los casos un antecedente de infeccién
virica®®. Los pacientes se presentan con hipotension ortoestatica, incapacidad
para sudar, reduccidén del lagrimeo y salivacidn, alteraciones intestinales (ileo,
célicos, diarrea o estrefimiento), vejiga atona, impotencia y un ritmo cardiaco
fijo. Los sintomas mas frecuentes que se presentan en un 70% de los pacientes
son hipotension ortoestatica y la disfuncion intestinal. La presencia de pupilas
atonicas que no reaccionan al reflejo luminico, en el contexto de otros sintomas,
deberia hacer pensar en esta entidad®’’. Los niveles de anticuerpos séricos
contra el receptor de acetilcolina son proporcionales a la gravedad de los
sintomas y una disminucion de los mismos esta relacionada con una mejoria en
la enfermedad. Los hallazgos que ayudan a confirmar la etiologia autoinmune
son que la ganglionopatia autbnoma autoinmune puede reproducirse en conejos
al inmunizarlos contra los receptores ganglionicos de acetilcolina®'' y la
administracién de anticuerpos contra dichos receptores a ratones resulta en una
disfuncion autondmica®'?. Por lo tanto, los anticuerpos contra los receptores de
acetilcolina ganglionicos producen una alteracién en la transmision sinaptica
gangliénica reduciendo el numero de receptores en las sinapsis del sistema

nervioso auténomo.

c. Sindrome de Eaton-Lambert (SMEL)

Es un trastorno neuromuscular presinaptico, en el que hay una alteracion en la
liberacion de acetilcolina. Se caracteriza por debilidad muscular y fatiga, con
diferencias respecto a la miastenia gravis. La debilidad muscular afecta al tronco
y la zona proximal de las extremidades y de forma menos frecuente a los
musculos bulbares u oculares. La debilidad es mayor en la contraccién inicial y
mejora con la estimulacién repetitiva. Es frecuente que los pacientes presenten
sintomas autonémicos como sequedad de boca, estrefiimiento e impotencia en

hombres. La alteracion de los canales de calcio de las terminaciones motoras
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axonales, a través de mecanismos autoinmunes con o sin un origen
paraneoplasico, causa la disfuncién caracteristica del sindrome miasténico de
Eaton-Lambert, que es el trastorno de los canales de calcio mejor estudiado?'.
Se caracteriza por una disminucién en la liberacion evocada de acetilcolina y la
disrupcién de las zonas activas, aquellas donde se cree que se libera la
acetilcolina. En el SMEL, existen una serie de autoanticuerpos circulantes que
estan especificamente dirigidos a los canales de calcio localizados en las zonas
activas de las terminaciones nerviosas motoras tipo P/Q y por lo tanto, estan
implicados en la liberacion de acetilcolina?'*. Sin embargo, también se ha
postulado que otras proteinas presinapticas podrian ser la diana de los

autoanticuerpos.

El SMEL es el sindrome paraneoplasico clasico mas conocido. La prevalencia en
pacientes con cancer de pulmon de célula pequena (CPCP) varia de un 0% a un
6%. En un 40% a un 60% de los pacientes con SMEL, el tumor (normalmente un
CPCP) es la causa subyacente. En otros pacientes (frecuentemente mujeres) no
hay tumor, pero el anticuerpo es el mismo. En pacientes sin cancer, el SMEL se
asocia a enfermedades familiares autoinmunes con una preponderancia de
herencia materna®'®; siendo el haplotipo HLA-B8 el mas representado. Si este
haplotipo esta presente, esto predice la ausencia de CPCP?#'®. Cuando la
degeneracion paraneoplasica cerebelosa (DCP) es por un CPCP, esto también
puede asociarse a un SMEL?". En los pacientes con un tumor diagnosticado, se
cree que la enfermedad ocurre como resultado de una respuesta inmune dirigida
inicialmente contra los canales de calcio dependientes de voltaje de las células

del tumor de pulmén?'®.

El diagndstico del SMEL se basa en la clinica que refiere el paciente, aunque en
la mayoria de casos, los sintomas suelen parecer desproporcionados a los
signos encontrados en la exploracion. Los sintomas habitualmente preceden al

diagnostico del tumor. Se confirma mediante analisis de anticuerpos y la
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presencia de cambios electromiograficos caracteristicos en los que tras una
estimulaciéon nerviosa repetitiva, mejora el defecto de transmisién. Los
anticuerpos contra los canales de calcio dependientes de voltaje tipo P/Q
(VGCC) se encuentran en mas de un 85% de los pacientes con SMEL. También
se pueden encontrar anticuerpos contra los canales VGCC tipo N, pero éstos no
son especificos para el SMEL. Segun el estudio publicado por Lennon y
colaboradores, si se tiene un SMEL y un CPCP, un 100% de los pacientes
presenta anticuerpos anti-VGCC tipo P/Q. Si el paciente sdlo esta diagnosticado
de un SMEL sin cancer, un 91% de los pacientes tiene anticuerpos anti VGCC
tipo P/Q. Voltz y colaboradores han publicado las siguientes recomendaciones:

- los anticuerpos contra VGCC tipo P/Q estan ausentes en los sindromes
paraneoplasicos del SNC cuando no hay un tumor tipo CPCP.

- La deteccién de los anticuerpos contra VGCC tipo P/Q deberia realizarse
en todos los pacientes con un sindrome paraneoplasico del SNC cuando se
observa un CPCP o anticuerpos anti-Hu+.

- La presencia de unos anticuerpos contra VGCC tipo P/Q positivos en
pacientes con un sindrome paraneoplasico del SNC, sugiere que el tumor que lo
provoca es un CPCP, y ademas estos pacientes tienen muchas probabilidades
de sufrir un SMEL.

La patogenicidad de los anticuerpos anti-VGCC tipo P/Q se ha demostrado en
modelos animales de SMEL. La transferencia pasiva a ratones de anticuerpos
IgG extraidos con plasmaféresis de pacientes afectos con SMEL, produce

219, 220y cambios autondmicos®'. La unién de

déficits neuromusculares tipicos
los anticuerpos reduce el numero de VGCC funcionales en la terminacién
nerviosa motora. Esto resulta en una reduccion de la liberacién de acetilcolina
con cada potencial de accion nervioso y en la placa motora. Durante el ejercicio
o con estimulacién a alta frecuencia, el calcio se acumula en la terminacion de la
terminacion motora y puede de manera transitoria sobreponer el déficit

presinaptico, correlacionandose con la facilitacion electrofisiolégica. Se postula
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que el SMEL es una enfermedad mediada por células B. Todos los CPCP
expresan los VGCC tipo P/Q, pero sélo algunos pacientes desarrollan una
respuesta inmunoldgica caracterizada por la presencia de anticuerpos anti-
VGCC tipo P/Q. Los anticuerpos se unen a los canales VGCC tipo P/Q que es la
zona activa de la union colinérgica presinaptica, evitando la entrada de calcio en
el axon terminal cuando el potencial de accion llega a la sinapsis presinaptica. El
calcio es necesario para la liberacion de acetilcolina, su accién es mediada por la
sinaptogamina-1, que es una proteina abundante de las vesiculas sinapticas?®%.
La fisiopatologia humoral se ha demostrado también por la buena respuesta
clinica a las plasmaféresis. Asi pues, el SMEL cumple todos los criterios para ser

una enfermedad mediada por anticuerpos®?.

Cabe mencionar que como todos los sindromes paraneoplasicos, el SMEL
asociado a un tumor, mejora definitivamente con el diagndstico y tratamiento del
mismo. Gracias a que los sintomas neurologicos preceden al diagnostico
tumoral, y quiza porque la respuesta inmune no permite el desarrollo rapido del
tumor, el tratamiento del cancer augura una buena supervivencia del paciente.
Se ha estudiado la evolucion y prondstico de padecer un SMEL no asociado a un
CPCP vy éste es bueno, aunque depende de la administracion al paciente de
altas dosis de inmunosupresores. En los casos de SMEL no paraneoplasico,
solo las mediciones iniciales de la fuerza muscular en el electromiograma, y no
los niveles de anticuerpos anti VGCC tipo P/Q, son predictores de la evolucién

final de la enfermedad??*.

d. Neuromiotonia o sindrome de Isaac
Es un trastorno adquirido que se caracteriza por un inicio subagudo de
hiperactividad de la fibra muscular que da lugar a dolor muscular vy

fasciculaciones, y a menudo pseudomiotonia o mioquimias, hipertrofia muscular,

pérdida de peso e hiperhidrosis. Clinicamente, afecta al SNP, al sistema
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nervioso auténomo y al SNC. Se diagnostica mediante la deteccién de dobletes
o tripletes de descargas de unidades motoras de alta frecuencia. Este aumento
se puede antagonizar con curare, pero no desaparece con el suefio®®. En la
mayoria de los casos, las descargas se inhiben mediante un bloqueo proximal
del nervio, aunque un bloqueo distal no siempre previene o reduce la incidencia
de cambios neuromiotdnicos, sugiriendo que las descargas neuromioténicas
quiza se inician en el tronco del nervio, cuando en otros casos quiza se originen
en las terminaciones motoras?®. Es una variante de los sindromes de
hiperexcitabilidad de nervio periférico, y puede estar asociada a una afectacion
del SNC en algunos pacientes, que sufren un trastorno que se conoce como la

corea fibrilar de Morvan??’.

La neuromiotonia se ha descrito de forma aislada o de manera asociada a otros
trastornos. En muchos casos parece que tenga un origen autoinmune o
P228.

paraneoplasico, se ha asociado a miastenia gravis, timoma y CPC ademas

de haber sido descrita asociada a esclerosis multiple®*®

o tras un trasplante de
médula 6sea®*’. Otros tumores a los que se ha asociado son el linfoma de
Hodgkin, el carcinoma bronquial y el plasmocitoma asociado a una
paraproteinemia por IgM. La descripcion de la asociacion con anticuerpos contra
los canales de potasio dependientes de voltaje (VGKC), provocando una
reduccion funcional de los VGKC, con un aumento de la hiperexcitabilidad y

5231 Se estudiaron in vitro con

liberacion de acetilcolina, no llegé hasta 199
lineas celulares, utilizando suero de pacientes con neuromiotonia adquirida,
observando una reduccién de los VGKC. Aproximadamente un 45% de los
pacientes con neuromiotonia tienen anticuerpos contra los VGCC. Los
anticuerpos anti-Kv1.6 y anti-Kv1.2 parecen ser los mas relevantes en esta
enfermedad, porque los canales VGCC tipo Kv1.6 se expresan en axones
intramusculares cerca de la union neuromuscular y los Kv1.2 estan localizados
en la regién yuxtaparanodal del axén®*?. Estos VGKC repolarizan el axén y

previenen la generacion de potenciales de accidén especialmente a medida que
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la onda de despolarizacién entra la terminal motora del axdn. Las evidencias que
apoyarian la hipotesis fisiopatoldégica autoinmune, serian: (1) la mayor
asociacion con enfermedades autoinmunes (miastenia gravis y timoma); (2) la
respuesta a la plasmaféresis; (3) la transferencia pasiva de estas enfermedades
a animales experimentales a través del uso de plasma de pacientes o de
inmunoglobulinas; (4) la accién de su suero sobre corrientes de VGKC
estudiadas in vitro, y (5) la presencia en muchos pacientes de anticuerpos IgG

contra los VGKC?33.

Antes de iniciar el estudio de esta tesis, existian evidencias que ciertos
sindromes del SNC podian ser autoinmunes, mediados por la disfuncion del
canal dependiente de voltaje de calcio o potasio. Esto se podia evidenciar
mediante la asociacion entre la degeneracion paraneoplasica cerebelosa y el
SMEL. Pudiéndose sugerir entonces ciertos trastornos neurolégicos como
posibles candidatos a ser canalopatias autoinmunes del SNC:

a) degeneracion cerebelosa paraneoplasica subaguda: por su asociacion

al SMEL;

b) sindrome de Morvan: por la afectacién tanto del SNP como del SNC;

c) encefalitis limbica: dada la descripciébn de la presencia de casos

aislados de encefalitis limbica idiopatica.

3. Canalopatias autoinmunes del sistema nervioso central

a. Degeneracion cerebelosa paraneoplasica subaguda (DCP)

Es un sindrome paraneoplasico que asocia ataxia, disartria, nistagmo vertical,

diplopia y vértigo. Se describié por primera vez en 1919%*

, cuando un paciente
con un sindrome cerebeloso rapidamente progresivo murid, encontrandose en la

autopsia una pérdida de células de Purkinje en el cerebelo, ademas de la
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presencia de un cancer pélvico. A pesar de esto, sélo se relaciond el sindrome
neurolégico con el cancer en 1938%°; y las caracteristicas clinicas se
describieron en 19512°°. Es el sindrome paraneoplasico mejor caracterizado y
mas reconocible. Habitualmente se asocia a un cancer de pulmén de célula
pequefia (CPCP), aunque puede estar asociado con cualquier tumor, como los
canceres ginecoldgicos (sobretodo ovario), linfomas (especialmente la
enfermedad de Hodgkin). Las caracteristicas clinicas se inician frecuentemente
de forma brusca con mareo, nauseas y vomitos, diplopia y progresan con ataxia
de la marcha y extremidades, disartria y disfagia. El nistagmo con oscilopsia es
frecuente. Los signos cerebelosos acaban estabilizandose, en ese momento la
mayoria de los pacientes estan discapacitados para caminar, escribir, hablar y
comer de forma independiente. Segun el Comité Europeo de Sindromes
Neuroldgicos Paraneoplasicos se necesita que la degeneracion cerebelosa
subaguda tenga las siguientes caracteristicas: desarrollo en menos de 12
semanas de un sindrome pancerebeloso severo sin evidencia por RM de atrofia
cerebelosa respecto a la edad del paciente, la gravedad del sindrome
cerebeloso debe causar una puntuacion en la escala Rankin de al menos 3 (es
decir, que los sintomas afecten la calidad de vida del paciente). En el primer
estadio del sindrome, puede estar presente una ataxia aislada pero la evidencia
clinica de disfuncién cerebelosa hemisférica es necesaria para el diagnéstico. La
presencia de sintomas o signos fuera del cerebelo no es infrecuente y no
descarta el diagndstico®>’. Como mencionan los criterios del Comité Europeo de
Sindromes Neuroldgicos, en las fases iniciales de la DCP, la RM cerebral es
normal o puede en algun caso mostrar una leve hiperintensidad en la RM
potenciada con gadolinio. A medida que la enfermedad progresa, se desarrolla
una atrofia cerebelosa. La DCP puede ocurrir como sindrome aislado o en

asociaciéon con sintomas de afectacion del SNC mas global (encefalomielitis).

La mayoria de anticuerpos antineuronales se han descrito asociados a la DCP,
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especialmente los anti-Hu“™", aunque hay pacientes a los que no se les identifica

120



Pozo Rosich, P

un anticuerpo sérico. Los marcadores seroldgicos que identifican a un paciente

con una DCP aislada son los anticuerpos anti-Yo?*°, anti-Tr**°, anti-VGCC vy anti-

Zic**! (ver Tabla 13).

Tabla 13. Anticuerpos y tumores asociados con la degeneracién cerebelosa paraneoplasica
(DCP) (segun Shams'ili et al., 2003 2%7)

Anticuerpo

Tumor Asociado

Comentarios

Anti-Hu (ANNA-1)

Cancer pulmén células
pequenas (CPCP)

DCP y EMP (encefalomielitis
paraneoplasica), encefalitis
limbica, encefalitis de tronco,
disfuncién autondmica

Anti-Yo (PCA-1)

Cc. Ginecoldgico, mama

DCP

Anti-Ri (ANNA-2)

Cc. Mama, ginecoldgico,
CPCP

DCP, encefalitis tronco,
opsoclonus-mioclonus

Anti-Tr

Linfoma Hodgkin

DCP

Anti-CV2/CRMP5

CPCP, timoma

DCP, EMP, corea, neuropatia
periférica

Anti-Ma1

CPCP, otros tumores sélidos

DCP (ocasional), encefalitis
limbica, hipotalamica, tronco

Anticuerpos caracterizados
parcialmente

Anti-Zic 4

CPCP

DCP

mGIuR1

Linfoma Hodgkin

DCP

Sin embargo, entre un 30% y un 40% de los pacientes con DCP, no presentan

anticuerpos antineuronales y el diagnostico definitivo se basa en la exclusion de

otras etiologias o en la demostracion de un cancer. La presencia de diferentes
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anticuerpos antineuronales asociados a la DCP y a los diferentes tumores,
sugiere que diferentes mecanismos inmunoldgicos pueden resultar en el mismo

sindrome neuroldgico.

En pacientes con un CPCP, la DCP puede cursar con o sin anticuerpos anti-Hu,
indicando que pacientes con el mismo tumor pueden desarrollar o no una DCP
por diferentes mecanismos inmunoldgicos. Ademas, la DCP puede ocurrir
asociada al SMEL. Se estudio la relacion entre los anticuerpos anti-Hu, el CPCP
y la presencia de SMEL en un grupo de 57 pacientes, concluyéndose que en
pacientes con un CPCP y una DCP: (1) los anticuerpos anti-Hu pueden estar o
no presentes a niveles elevados (44% tenian titulos elevados, 7% tenian titulos
bajos, y 49% no tenian anticuerpos anti-Hu); (2) al menos un 16% de los
pacientes tenian un SMEL, independientemente de la presencia de anticuerpos
anti-Hu; (3) todos los pacientes con un SMEL tenian anticuerpos anti-VGCC tipo
P/Q; (4) un 20% de pacientes con una DCP anti-Hu negativos sin un SMEL
identificado, también tenian anticuerpos anti-VGCC tipo P/Q, sugiriendo que
tenian un SMEL subclinico; (5) los pacientes con una DCP anti-Hu positivos eran
con mas frecuencia mujeres, tenian una enfermedad multifocal, estaban muy
discapacitados, o fallecian por causa neuroldgica; (6) independientemente de la
serologia y la causa de la muerte, los pacientes con una DCP que recibieron un
tratamiento para el CPCP fallecian antes que aquellos con un CPCP sin una
DCP; y (8) los infiltrados inflamatorios eran mucho mas prominentes en los
pacientes con una DCP y anticuerpos anti-Hu positivos, en comparaciéon con
aquellos que no presentaban estos anticuerpos. Por otro lado, los anticuerpos
anti-Hu causan una DCP como parte de un sindrome encefalomielitico. En
algunos pacientes, los sintomas cerebelosos son muy evidentes y en otros, la
neuronopatia sensitiva es tan prominente que, es dificil diferenciar el origen de la
ataxia. La encefalomielitis puede afectar a cualquier parte del sistema nervioso.
La mayoria de los pacientes tienen un CPCP y anticuerpos anti-Hu, un 15% de

estos, desarrollan marcados signos cerebelosos.
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La fisiopatologia de la DCP es desconocida. La IgG anti-Yo inyectada en el LCR
de animales experimentales reacciona con las células de Purkinje del cerebelo,
pero no reproduce el sindrome neuroldgico®*?. Incluso, la inyeccion de

243 |n vitro, el

gammaglobulinas en estos animales, da lugar al mismo fendmeno
anticuerpo anti-Yo IgG no elimina las neuronas pero si que induce la expresion
de moléculas de adhesion y parece que también acelera la diferenciacion
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neuronal“**. Por lo tanto, no parece que la DCP sea un trastorno mediado

exclusivamente por anticuerpos.

Los canales VGCC no estan unicamente presentes en la terminal nerviosa
motora presinaptica sino que, se identificaron primero en las células de Purkinje
del cerebelo. En pacientes individuales y en series de pacientes, el SMEL se ha
asociado con la ataxia cerebelosa en mas proporcién que la esperada por mera
casualidad. Los pacientes con ataxia y SMEL casi siempre tienen un CPCP y
niveles elevados de anticuerpos anti-VGCC tipo P/Q. Por lo tanto, los
anticuerpos anti-VGCC son un marcador serologico de la DCP asociada a
CPCP. EIl hallazgo de estos anticuerpos deberia hacer que se descartase un
CPCP. Los hallazgos post-mortem de estos pacientes muestran una pérdida de
células de Purkinje y una gliosis cerebelosa cortical®*®. Aunque actualmente no
hay evidencia de que los anticuerpos anti-VGCC séricos puedan directamente
afectar la funcion de las neuronas cerebelosas, especialmente con una BHE

intacta.
b. Sindrome de Morvan

Este sindrome fue descrito en 1890 por Morvan, y consiste en una combinacién
de neuromiotonia adquirida, hiperactividad autonémica y encefalopatia
fluctuante. La mioquimia, la rigidez muscular y la hiperhidrosis son similares al
sindrome de Isaac, pero la disfuncion del sistema autondmico y los sintomas

sensitivos (dolor) son mas prominentes. Es caracteristica la presencia de un
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trastorno cognitivo caracterizado por episodios de desorientacion con
alucinaciones y disfuncion de la memoria a corto plazo. Se asocia a insomnio
grave y pérdida de peso. En algunos casos, estudios polisomnograficos han
demostrado una ausencia completa de suefo. Si aparece el suefo, hay
presencia de trastorno del comportamiento del suefio REM y alteraciones en la
arquitectura del mismo. La RM craneal no muestra anomalias significativas, algo

que ayuda a diferenciar este sindrome de la encefalitis limbica®*°.

La mayoria de los pacientes son hombres. Como la neuromiotonia, se asocia
con la presencia de un timoma, una miastenia gravis o un CPCP. En un articulo
publicado por Liguori y colaboradores se describe un caso de sindrome de
Morvan en el que existe una gran afectacion del sistema nervioso periférico
(neuromiotonia) y autonomico (arritmias cardiacas, estrefiimiento, incontinencia
urinaria, hiperhidrosis, lagrimeo, salivacion) y del SNC (desorientacion témporo-
espacial, alucinaciones, alteracién de la memoria reciente, insomnio y alteracion
del sueino). Esto se asocidé a la presencia de anticuerpos contra los VGKC (al
igual que lo que ocurre en una neuromiotonia), pero que en este caso, se
demostré como los anticuerpos tenian afinidad por el sistema limbico®*’. Parece
ser que los anticuerpos juegan un papel importante pero, no son la unica fuente
patdgena. Otro neurotransmisor que esta elevado en el paciente descrito era la
noradrenalina, que probablemente también reflejaba la hiperactividad simpatica
observada. Ademas los anticuerpos séricos del paciente se unian al hipocampo
en una distribucién similar a la de los anticuerpos anti-VGKC. Los sintomas de
disminucién de la vigilancia, desorientacién y “psicosis” son similares a los de
una encefalitis limbica, aunque en el momento que se publico este articulo en el
2001, soOlo se habia publicado la observacibn hecha por Buckley vy

colaboradores?*.

La fisiopatologia del sindrome es desconocida. La mayoria de pacientes tienen

anticuerpos  anti-VGKC?*°. Tanto los sintomas centrales como los
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neuromusculares y autonomicos mejoran con tratamiento inmunomodulador,
incluyendo la plasmaféresis, sugiriendo que éste es también un trastorno
autoinmune mediado por anticuerpos®®. Esto se apoya por un estudio
experimental en el que al afadir la IgG de los anticuerpos anti-VGKC a una linea
celular NB-1, se redujeron las corrientes de potasio independientemente de la
adiciéon del complemento, sugiriendo que la unién cruzada del canal por el

anticuerpo puede ser un mecanismo fisiopatoldgico del sindrome.

c. Encefalitis limbica

La encefalitis limbica se caracteriza por un inicio subagudo (en dias o hasta 12
semanas) de agitacién, desorientacion, pérdida de memoria reciente,
alucinaciones y crisis epilépticas del I6bulo temporal. Puede ocurrir de forma
esporadica o como manifestacion paraneoplasica. Una de las presentaciones
clinicas mas habituales es la encefalomielitis paraneoplasica®®', es decir, un
efecto de un cancer posiblemente asociado con anticuerpos anti-neuronales

(especialmente los anti-Hu).

El diagndstico definitivo de una encefalitis limbica debe incluir evidencia neuro-
radiolégica (RM en secuencias T2 o FLAIR, SPECT, PET en la que se observa
la zona temporal hipermetabdlica) o neuropatologica de afectacién del sistema
limbico (I6bulos temporales medios). El liquido cefalorraquideo (LCR) esta
afectado en un 80% de los casos, y se utiliza para reforzar el diagndstico. El
electroencefalograma (EEG) suele demostrar descargas epilépticas uni o
bilaterales en los I6bulos temporales o la presencia de una actividad de reposo
mas lenta. La combinacion de estas técnicas diagndsticas, asociada a la
deteccion de anticuerpos antineuronales debe ayudar en el diagndstico de este
sindrome. Sin duda, debe descartarse la encefalitis virica. En el afio 2001, se
describieron 5 pacientes trasplantados de médula 6sea, que desarrollaron

sintomas compatibles con una encefalitis limbica. Los estudios de LCR revelaron
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la existencia del virus del herpes humano tipo 6, variante B, en los 3 pacientes a
los que se les practicd la puncidn lumbar®?. Esto empezaba a abrir el abanico
etioldgico de una manifestaciéon que se creia relacionada con neoplasias hacia
posibles causas secundarias a una infeccion por un virus, con clara implicacién
del I16bulo temporal y esclerosis del hipocampo. Es decir, que quiza la encefalitis
limbica podia tener un origen paraneoplasico pero también infeccioso,

autoinmune o idiopatico. Esto debe incluirse en el diagndstico diferencial.

La encefalitis limbica se asocia con una serie de anticuerpos antineuronales.
Aunque, aproximadamente un 40% de Ilos pacientes con encefalitis
paraneoplasica son seronegativos o tienen anticuerpos que no se pueden
caracterizar. En un principio, se asocio al cancer de pulmon de célula pequeia
(CPCP). En 1997, Alamovitch y colaboradores publicaron una serie en la que se
estudiaban las diferencias entre los pacientes con o sin anticuerpos anti- Hu y la

P25 En este estudio se

presencia de encefalitis limbica asociada a CPC
concluyd que la ausencia de anticuerpos anti-Hu no descartaba la presencia de
un CPCP, en los pacientes que tienen un diagnodstico de encefalitis limbica.
Ademas, aquellos pacientes sin anticuerpos antineuronales, parecian mejorar

mas con el tratamiento oncolégico y tenian menos sintomas paraneoplasicos.

En 1999, Voltz y colaboradores publicaron un estudio en el que observaron en
pacientes que presentaban una encefalitis limbica, con o sin disfuncién del
tronco del encéfalo, y un cancer testicular, la presencia de un nuevo anticuerpo

225 Posteriormente, se describié la

antineuronal que denominaron anti-Ma
presencia del anticuerpo onconeuronal anti-Ma2, en pacientes con encefalitis
limbica y cancer de mama®®°. Ademas, el grupo de Lennon, describié un nuevo
anticuerpo antineuronal nuclear, el ANNA 3 (variacién del anti-Hu), como
marcador de sindromes autoinmunes y cancer de pulmon®®. Entre los
sindromes paraneoplasicos descritos destacaba también un paciente con

encefalitis limbica.
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Gultekin y colaboradores, revisaron su serie y la publicada en la literatura
anglosajona de todos los sindromes paraneoplasicos que cursaban con una
encefalitis limbica®®’. Asi se hizo una relacién de los tumores que causaban una
encefalitis limbica y los sintomas mas asociados a este trastorno. Revisando la
serie publicada por Gultekin y otra revisién de la literatura médica hasta el afo
2000, las neoplasias asociadas a una encefalitis limbica son: cancer de pulmon
de célula pequena (50%-59%), cancer de pulmén sin célula pequena (40%-
54%), tumores testiculares de linea germinal (20%-6%), cancer de mama (8%-
3%), linfoma de Hodgkin (4%-7%), teratoma inmaduro de ovario (4%-3%),
timoma (2%-7%), otros (8%-15%) entre los que se incluian; adenocarcinoma de
colon, adenocarcinoma de ovario, leucemia mieloide croénica, una discrasia de
células plasmasticas, carcinomas de esodfago, cancer de prostata de célula
pequefa, cancer vesical, cancer renal, neuroblastoma, tumor mediastinico de

célula germinal.

Finalmente, en el afio 2002 se describieron varios anticuerpos nuevos asociados
a la encefalitis limbica. El grupo de Dalmau presenté un caso de encefalitis de
tronco con anticuerpos anti-Ri**®, y el grupo de Dorresteijn publicd un caso en el
que los sintomas de encefalitis limbica estaban asociados a anticuerpos anti-
anfifisina (normalmente presentes en el sindrome de “stif-man” asociado al
cancer de mama)259. Es decir, que hay multiples anticuerpos antineuronales que
estan implicados en el desarrollo o sirven como marcador en la encefalitis

limbica paraneoplasica.

Dada la similitud de algunos de los sintomas que presentan el sindrome de
Morvan y el timoma/miastenia gravis, Buckley y colaboradores buscaron la
presencia de anticuerpos séricos contra VGKC en dos pacientes con encefalitis
limbica, uno de los cuales tenia una miastenia gravis y un timoma recurrente. En

el paciente con miastenia gravis y timoma, demostraron la existencia de
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anticuerpos contra VGKC. Los niveles de anticuerpos anti-VGKC aumentaron
espectacularmente durante la recurrencia de su timoma, algo que no habia
podido detectarse en los primeros 10 afos de su enfermedad (suero guardado).
Tras una plasmaféresis, no sdélo mejoraron los sintomas, sino que ademas
disminuyeron los niveles de anticuerpos contra la acetilcolina y contra los VGKC.
En el segundo paciente, también se encontraron niveles de anticuerpos contra
los VGKC muy elevados. Técnicas inmunohistoquimicas mostraron una tincién
de la capa molecular del giro dentado, con suero tomado durante la primera
etapa de su enfermedad, no ocurriendo lo mismo durante la etapa de
convalescencia. Por lo tanto, en este primer trabajo donde se observaron estos
hallazgos, se concluyd que la encefalitis limbica podia estar causada por los
elevados niveles de anticuerpos contra los VGKC. Los 2 pacientes mencionados
no tenian sintomas periféricos como neuromiotonia o neuromioquimia, pero no
se practicaron estudios electromiograficos. Aunque no se conoce la accion
patdgena de estos anticuerpos en el SNC, se ha demostrado “in vitro” que estos
anticuerpos se asocian al hipocampo, aunque queda por determinar su accion

“in ViVO” 260.
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Tabla 14. Anticuerpos y tumores asociados con la encefalitis limbica

(segUin Bataller y Dalmau, 2004 2°)

Anticuerpo

Tumor Asociado

Comentarios

Anti-Hu (ANNA-1)

Cancer pulmén células
pequefas (CPCP)

Encefalitis limbica, de
tronco, encefalomielitis
paraneoplasica,
DCP,disfuncion
autonodmica

Anti-Ri (ANNA-2)

Cc. Mama, ginecoldgico, CPCP

Encefalitis limbica y de
tronco, opsoclonus-
mioclonus

Anti-CV2/CRMPS

CPCP, timoma

Encefalomielitis
paraneoplasica, corea,
neuropatia periférica, DCP

Anti-Ma2

Cc. Germinal de testiculos,
otros tumores solidos

Encefalitis limbica,
hipotalamica y de tronco

Anti-anfifisina

CPCP

Encefalomielitis
paraneoplasica, sindrome
“stiff-man”

Anti-VGKC

Timoma, otros

Anticuerpo con o0 sin
asociacion paraneoplasica
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Estos mismos canales que hemos estudiado por causar enfermedades
autoinmunes pueden dejar de funcionar por causas genéticas lo que da lugar a
otro tipo de enfermedades. La tabla a continuacion compara de manera sencilla,
cdmo el mismo canal puede estar afectado por una etiologia genética, o por una

etiologia autoinmune, dando lugar a diferentes tipos de enfermedades.

Tabla 15. Comparacion entre canalopatias genéticas y autoinmunes
(modificada segun Graves y Hanna, 2005 262)

Canal iénico Enfermedad Caracteristicas Enfermedad Caracteristicas
genética clinicas autoinmune clinicas
Canal de calcio | Migrafia Migrafa, ataxia | SMEL Debilidad, a
dependiente de | hemipléjica paroxistica, a (Sindrome veces asociado
voltaje tipo P/Q | familiar (MHF) veces progresiva | miastenico con ataxia (DCP)
Eaton-Lambert)
Ataxia Ataxia DCP Ataxia
espinocerebelosa | cerebelosa (Degeneracion cerebelosa
tipo 6 (AEG6) progresiva cerebelosa progresiva
paraneoplasica)
Canal de Ataxia episddica | Ataxia Sindrome Isaac, | Neuromiotonia,
potasio tipo 1 (AE1) paroxistica, sindrome Morvan | hiperhidrosis.
Kv 1.1 (AE1) mioquimias, Sintomas
crisis. psiquiatricos y
crisis
Kv1.2 Encefalitis
(autoinmune) limbica?
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B. HIPOTESIS DE TRABAJO

Al inicio del planteamiento de esta tesis en el afio 2001, se conocia la existencia
de autoanticuerpos contra canales ionicos dependientes de voltaje en sindromes
neurologicos periféricos. Dada la asociacion entre sindromes que afectan al SNP
y sindromes neuroloégicos centrales, se quiso estudiar si los autoanticuerpos
contra canales i6nicos dependientes de voltaje presentes en los sindromes
neurologicos periféricos, podian estar presentes en sindromes neurolégicos
centrales. Esto permitiria ayudar a explicar la inmunopatogenia de dichos
sindromes, elucidar como se comporta el sistema inmune en el SNC y descubrir
estrategias para poder manipularlo, facilitando el desarrollo de estrategias de

inmunidad terapéutica.

Esto se quiso estudiar en los anticuerpos contra canales de calcio dependientes
de voltaje (VGCC) presentes en el sindrome miasténico de Eaton-Lambert
(SMEL). Dada la conocida asociacion entre el SMEL y la degeneracién
cerebelosa paraneoplasica subaguda (DCP), quedaba por determinar si la DCP
podia estar asociada o no los anticuerpos anti-VGCC. Con esta premisa, se
inicié el primer trabajo de esta tesis, para poder averiguar, si en la DCP habia o

no la presencia de anticuerpos anti-VGCC.

En el afio 2002, se amplio el estudio de los anticuerpos antineuronales contra
canales ionicos en asociacidon con sindromes neuroldgicos del SNC, a los
canales de potasio dependientes de voltaje (VGKC). Se conocia la presencia de
anticuerpos anti-VGKC en la neuromiotonia (afectacion del SNP) y también
asociados a la presencia de una miastenia gravis con timoma. Al empezar a
publicarse en la literatura estudios de casos en los que se asociaban los
sintomas de una encefalitis limbica a diferentes neoplasias y en algun caso

anticuerpos antineuronales (anti-Hu, anti-Ma, anti-Ri), surgié la posibilidad de
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una asociacién entre la encefalitis limbica y otros anticuerpos o trastornos.
Ademas, un 40% de los pacientes con encefalitis limbica quedaban por
determinar séricamente, por la ausencia de anticuerpos (seronegativos) o la
presencia de anticuerpos no caracterizados. Por lo tanto, se planted el estudio
de la presencia de anticuerpos anti-VGKC en pacientes con una encefalitis

limbica, de origen paraneoplasico o idiopatico.

Este tipo de estudios intentaron confirmar si anticuerpos contra canales de calcio
o potasio dependientes de voltaje que, a priori se conocia que afectaban al SNP,
podian asociarse a sindromes del SNC. Esto abria las puertas hacia una mejor
comprension de los trastornos autoinmunes adquiridos mediados por canales
ionicos en el sistema nervioso central, que pueden ser de origen puramente
autoinmune o ser consecuencia de un trastorno inmunitario asociado a la

presencia de una neoplasia.
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OBJETIVOS

Evaluar la frecuencia de los anticuerpos contra los canales de calcio tipo
P/Q dependientes de voltaje en pacientes con degeneracion

paraneoplasica cerebelosa y cancer de pulmén.

Realizar una correlacion clinico-inmunoldgica de los pacientes con y sin
anticuerpos contra canales de calcio tipo P/Q dependientes de voltaje y un
sindrome cerebeloso paraneoplasico asociado a un cancer de pulmon de

célula pequena.

Analizar la presencia de anticuerpos contra los canales de potasio

dependientes de voltaje en pacientes con encefalitis limbica.

Realizar una correlacién clinico-inmunoldgica entre la presencia de
anticuerpos contra los canales de potasio dependientes de voltaje y la

encefalitis limbica.

Caracterizar un nuevo anticuerpo, observado durante la elaboracion del
trabajo sobre la encefalitis limbica. Describir las caracteristicas
inmunoldgicas del anticuerpo, realizando una correlacion clinica entre la
presencia de dicho anticuerpo y la presencia de un tumor especifico y/o

presencia de sindrome paraneoplasico.

133



Pozo Rosich, P

134



Pozo Rosich, P

D. METODOS DE ESTUDIO

Durante el tiempo de estudio se han publicado unos trabajos que se adjuntan

(ver Anexos).

I.  PACIENTES

En los trabajos 1y 2 se realiz6 una seleccidon de pacientes con un diagndstico de
degeneracion cerebelosa paraneoplasica o de encefalitis limbica, a partir de la
base de datos del Dr. Graus en el Hospital Clinic, Barcelona. Tras la revision de
historias clinicas con el contacto puntual telefénico de aquellos pacientes o
médicos que habian diagnosticado al paciente, donde no quedaba claro el
diagndstico realizado, se pudo completar toda la informacion clinica necesaria
para poder asegurarnos de que el diagndstico clinico (tanto de sindrome
miasténico de Eaton-Lambert, como de degeneracion cerebelosa o encefalitis

limbica) era correcto.

Trabajo 1: Estudio de la incidencia de los canales de calcio tipo P/Q en la

degeneracién cerebelosa paraneoplasica asociada al cancer de pulmon

A partir de la base de datos, se seleccionaron 39 pacientes con el diagndstico
final de DCP y cancer de pulmén (31 pacientes tenian un CPCP, 5 tenian otros
tipos de cancer de pulmén, un paciente presentaba imagenes de radiografia de
torax sugestiva de cancer de pulmon sin histologia confirmativa y dos no tenian
evidencia de tumor, aunque eran fumadores y tenian anticuerpos anti-Hu
positivos). Estos pacientes presentaban un sindrome cerebeloso aislado o
claramente predominante de causa desconocida y tenian anticuerpos anti-Hu o

habian desarrollado un cancer de pulmén. Se excluyeron especificamente los
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pacientes con anticuerpos anti-Hu positivos que presentaban ataxia pero que
rapidamente presentaban sintomas que no se limitaban al cerebelo, con la idea
de no incluir a los pacientes con encefalomielitis paraneoplasica, que en
comparacion con la DCP, casi siempre cursa con anticuerpos anti-Hu?®®. Todos
los pacientes fueron estudiados retrospectivamente para la presencia de
anticuerpos contra los VGCC, y las caracteristicas clinicas se compararon entre
pacientes con anticuerpos positivos y negativos. El suero y LCR, cuando estaba
disponible, se evaluaron para la presencia de anticuerpos antineuronales por
inmunohistoquimica en secciones congeladas de cerebelo de rata segun las

técnicas estandarizadas ya descritas®*.

Trabajo 2: Estudio de los anticuerpos contra canales de potasio presentes

en pacientes con una encefalitis limbica

Se seleccionaron 15 pacientes entre aquellos cuyo suero habia sido enviado
para analizar al Dr. Graus para la detecciéon de anticuerpos onconeuronales, y
que cumplian los siguientes criterios diagnosticos: inicio subagudo, en dias o
semanas, de pérdida de memoria de corto plazo, crisis comiciales o0 cambios en
el comportamiento, una RM craneal anormal con lesiones bilaterales,
habitualmente asimétricas, sin potenciarse con contraste, hiperintensas en T2
localizadas en el hipocampo, la amigdala, u otras areas del sistema limbico,
excluyéndose otras posibles causas y diagndsticos. La encefalitis limbica se
consideré como paraneoplasica si se diagnosticé un tumor en el periodo de
seguimiento o si los anticuerpos onconeuronales eran positivos. La encefalitis
limbica idiopatica, se definié como la ausencia de anticuerpos onconeuronales y

la no evidencia de un tumor después de tres afios de seguimiento.
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Trabajo 3. El uso de un anticuerpo nuclear anti-glial como probable
marcador del cancer de pulmén y como ayuda para el diagnéstico de los

sindromes neuroldgicos paraneoplasicos

Tras haber observado la presencia en algunas secciones de inmunohistoquimica
en los trabajos previos, la presencia de una tincion concreta que se repetia
frecuentemente en los nucleos de la glia de Bergmann en el cerebelo, un
anticuerpo no conocido, se decidio intentar identificar dicho anticuerpo. La glia
de Bergmann esta compuesta de astrocitos protoplasmicos unipolares en el
cértex cerebeloso. Las células de la glia de Bergmann rodean las sinapsis de las
células de Purkinje y se extienden de forma radial o rodeando a las dendritas de
las células de Purkinje; estan asociadas a las células granulares en la glia en
desarrollo y a las células de Purkinje en el cerebro adulto. Fueron seleccionadas
de los archivos del Dr. Graus de forma retrospectiva, aquellas muestras en las
que se habia demostrado una inmunoreactividad restringida a los nucleos de la
glia de Bergmann?®®® de la capa de células de Purkinje y de las subpoblaciones
de los nucleos celulares de la glia en la sustancia blanca durante la
inmunohistoquimica de rutina del cerebelo de rata para detectar anticuerpos
onconeuronales, como se ha descrito previamente (ver Figura 10). La reactividad

se definid como un anticuerpo nuclear anti-glial (AGNA).

Para definir las asociaciones clinicas con AGNA, se estudi6é el suero de 113
pacientes sin SPN (sindrome paraneoplasico) y cancer de pulmén de célula
pequefa (CPCP), 122 pacientes con otros tipos de cancer, y 19 pacientes con
un SMEL idiopatico, definido por la ausencia de cancer tras, al menos, 3 afos de
seguimiento?®®. Para averiguar la frecuencia de AGNA entre los diferentes SPNs
asociados a CPCP, se revis6 la presencia de la inmunoreactividad de AGNA en
30 pacientes con un SMEL paraneoplasico, 27 con una degeneracion
cerebelosa paraneoplasica (DCP), 10 con una neuropatia sensitiva, 10 con un

opsoclonus y 8 con una encefalitis limbica. Todos estos pacientes tenian un
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CPCP definitivo, exceptuando seis que solo tenian evidencia radiologica de un
cancer de pulmén. Ninguno de los sueros tenia anti-Hu, anti-Ri, anti-Zic4 u otros
anticuerpos asociados que pudiesen oscurecer la presencia de la

inmunoreactividad AGNA.

. METODOS

Trabajo 1: Estudio de la incidencia de los canales de calcio tipo P/Q en la

degeneracién cerebelosa paraneoplasica asociada al cancer de pulmoén

El sindrome miasténico de Eaton-Lambert es un trastorno en el que la debilidad
muscular es debida a una reduccion en la cantidad de acetilcolina liberada desde
las terminaciones motoras nerviosas. Esta asociado a la presencia de canales
de calcio dependientes de voltaje (VGCC) localizados en la membrana de la
union neuromuscular. Aproximadamente un 50 % de los pacientes con SMEL
tiene un cancer de pulmén de célula pequefia (CPCP), y las lineas celulares del
CPCP expresan los VGCC. Asi pues, el SMEL es un trastorno en el que la
respuesta inmunologica da lugar a un sindrome neuroldgico. La cantidad de
anticuerpos contra los VGCC séricos puede medirse por inmunoprecipitacion
usando un subtipo concreto de toxina (conotoxina MVII C) del Conus magnus
para marcar el VGCC. Los VGCC se extraen de tejidos humanos o cerebelosos
usando digitonina como detergente. La '*°I-conotoxina, que esta comercialmente
disponible, se afiade a los anticuerpos séricos que precipitan con un antisuero
contra la 1IgG humana. Un control no radioactivo con conotoxina deberia
realizarse paralelamente para valorar la precipitacion no especifica.
Determinaciones positivas de >90% no son frecuentes, exceptuando pacientes
con una ataxia cerebelosa y un porcentaje bajo de pacientes con CPCP sin una

enfermedad neuroldgica. Las pruebas de laboratorio con conotoxina radioactiva
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se realizaron en el laboratorio de la Dra. Vincent de Weatherall Institute of
Molecular Medicine, John Radcliffe Hospital, Universidad de Oxford. Los
anticuerpos contra los VGCC se analizaron utilizando una dilucion del suero
1:10, y utilizando 2,5 pL de suero, disminuyendo la dilucion en todas aquellas
muestras positivas para obtener una determinacion mas precisa. Las muestras
de LCR se evaluaron utilizando 50 uL no diluidos (con 2,5 yL de suero humano
normal como un transportador) y se diluyeron cuando fue necesario. Los
resultados del LCR se consideraron positivos si eran mayores que la media de
13 DS de 14 LCRs de pacientes con ataxias degenerativas. La sintesis intratecal
de LCR se calcul6 en forma de parejas emparejadas de suero y LCR utilizando

la formula:

Niveles de LCR (pM/mg IgG LCR): Niveles de Suero (pM/mg IgG sérica)
IgG total LCR: IgG total sérica

Se utilizé un valor mayor de 1 como indicativo de sintesis intratecal.

Trabajo 2: Estudio de los anticuerpos contra canales de potasio presentes

en pacientes con una encefalitis limbica

Se analizé el suero y LCR (cuando estaba disponible) de los pacientes con
clinica de encefalitis limbica, para evaluar la presencia de anticuerpos
onconeuronales por técnicas de inmunohistoquimica en secciones congeladas

de cerebelo de rata segun las técnicas estandarizadas ya descritas.

Se analizaron los anticuerpos contra canales de potasio dependientes de voltaje
(VGKC) tal y como se ha descrito previamente usando
'2%|_a-dendrotoxina-VGKC extraida del cortex del conejo (se han intentado

utilizar otras toxinas, sin éxito, porque la dendrotoxina se une solamente a tres
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de los ocho isotipos conocidos de VGKC' ?"). Se analizaron las muestras de
suero y LCR, de forma ciega a la informacién clinica, y todas las muestras con
resultados positivos se diluyeron para obtener un valor mas ajustado en la

determinacion.

La deteccion de anticuerpos se realizdé con suero y LCR de pacientes espafioles
en el laboratorio Weatherall Institute of Molecular Medicine de la Dra. Vincent por
la Dra. Pozo-Rosich. Posteriormente, los sueros o muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR) se estudiaron para determinar correctamente los niveles
de anticuerpos. Los resultados son el valor medio de dos medidas. Se tomd

como valor de corte sérico 100pM y 10pM para LCR.

Trabajo 3: El uso de un anticuerpo nuclear anti-glial como probable
marcador del cancer de pulmén y como ayuda para el diagnoéstico de los

sindromes neuroldgicos paraneoplasicos.

En este trabajo se intentd definir la presencia de un nuevo anticuerpo, que por su
localizacion se denomind AGNA (anticuerpo nuclear anti-glial) y, que se habia

observado en tinciones de pacientes con CPCP.

La inmunoreactividad del AGNA se analizé con técnicas de inmunohistoquimica
(dilucion del suero 1:500; IgG biotinilada del suero AGNA+ a 50 ug/ml) usando
una técnica de avidina-biotina en cortes de tejido cerebral de rata prefijado con
paraformaldehido, congelados y cortes de tejido cerebral humano prefijados con
acetona. Para demostrar si el AGNA de diferentes pacientes reconocia epitopos
similares, se pre-incubaron las secciones con suero normal no diluido o suero
positivo para AGNA durante 3 horas, seguido de una IgG biotinilada obtenida de
un suero positivo para AGNA y desarrollado con una técnica estandar avidina-
biotina. Para valorar si existia una inmunoreactividad contra AGNA en las

muestras de CPCP, las secciones con parafina, se deparafinaron en xileno,
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rehidrataron con alcohol, lavaron con agua del grifo y calentaron durante dos
minutos en un horno con un tampon de citrato sédico a 0.1 M (pH 6.0). Tras la
inhibicién de la peroxidasa enddgena con agua oxigenada a 0.3%, las secciones
se incubaron secuencialmente con suero humano normal no diluido, AGNA
biotinilado o IgG control en un 10% de suero humano normal durante una noche

a 4°C y desarrollados con la técnica de la inmunoperoxidasa avidina-biotina.

Para los experimentos de doble marcaje, se incubaron de forma simultanea
secciones congeladas de cerebro de rata en una combinacion de NeuN (dilucion
1:200) monoclonal de raton (Chemicon, Alemania), que es un marcador
especifico de nucleos neuronales, y biotinilado con AGNA IgG (1:50) a 4°C
durante una noche?®®. A partir de aqui, las secciones se incubaron con una
combinacion de anticuerpo anti-raton caballo conjugado con fluoresceina (1:200)
(Vector, Burlingame, CA) y avidina conjugada con istiocianato (1:1000) (Sigma,
St Louis, MO) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se obtuvieron secciones
Opticas y pares de las mismas generadas digitalmente usando un microscopio

confocal con laser Leica TCS 4D.

El analisis Western blot se realizé con proteinas extraidas de homogenizados de
tejido nervioso humano (cribaje cerebelo) y cerebelo de rata, y se separaron las
lineas celulares HeLA y LAN-1 de neuroblastoma por electroforesis en un gel de
poliacrilamida, transferido a papel de nitrocelulosa en el que se practicaron

técnicas de Western blot usando las técnicas de avidina-biotina®®°.

Se realizé un inmunoscreening de una libreria Uni-ZAP (Stratagene, La Jolla,
CA) de cerebelo humano con un grupo de cinco sueros con AGNA (cada uno
diluido 1:1000) tal como se ha descrito previamente®’°. Se realizaron varios
ciclos de screening de anticuerpos para llegar a un 100% de placas positivas.
Los clones de fagos se subclonaron usando el protocolo de rescate de fagos in

vivo y secuenciados (Strategene, La Jolla, Ca). Para estudiar si los clones
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positivos eran reconocidos por los 5 sueros con AGNA, se prepararon filtros de
nitrocelulosa y se mezclaron con las placas de fagos (50% de placas de clones
positivos y un 50% de clones irrelevantes). Los filtros se cortaron en tiras y se
incubaron con cada uno de los sueros AGNA+ o el suero de control y
posteriormente se revelaron con la técnica de inmunoperoxidasa con avidina-

biotina (descrita previamente).

Estas técnicas se realizaron en el laboratorio del Dr. Graus en el Hospital Clinic
de Barcelona.
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E. RESULTADOS /DISCUSION

Trabajo 1: Estudio de la incidencia de los canales de calcio tipo P/Q en la

degeneracién cerebelosa paraneoplasica asociada al cancer de pulmén

Se estudiaron 39 pacientes (37 hombres y 2 mujeres) que cumplian los criterios
de DCP y que tenian una edad media de 63 anos. El cancer de pulmén de célula
pequefia (CPCP) se diagnosticd en 31 pacientes y otros tipos de canceres de
pulmon en otros 5 pacientes. Un paciente tenia caracteristicas radiologicas de
cancer de pulmoén, pero no se pudo obtener ninguna histologia. Dos pacientes
que no tenian evidencia de un tumor se incluyeron porque eran fumadores y

tenian anticuerpos anti-Hu.

De estos pacientes seleccionados, solo ocho (20,5%) de los pacientes tenian
caracteristicas clinicas consistentes con un SMEL (ver Tabla 16). Un paciente
que no tenia anticuerpos contra los VGCC en el momento del diagndstico de la
ataxia, dos afos después desarrollé caracteristicas electromiograficas de SMEL
(no estaba el suero disponible en este momento). En los otros siete pacientes, el
SMEL estaba presente en el momento de la evaluacién neuroldgica inicial. Se
practicO también un electromiograma (EMG) en los nueve pacientes con
anticuerpos positivos VGCC que no tenian evidencia clinica de SMEL y fue
negativo en todos ellos. EI EMG se realizé especificamente para descartar un
SMEL en cinco de los nueve pacientes. En los otros cuatro, el EMG con
estimulacién repetitiva no se realizd, pero el potencial de accidon compuesto se

describid como normal.
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Tabla 16. Asociacion entre las caracteristicas clinicas y la presencia de anticuerpos anti-
VGCC en los 39 pacientes con DCP

Caracteristicas clinicas Anti VGCC Anti VGCC p
positivo+ negativo -
(n=16) (n=16)
Sexo
Masculino 20 17 NS
Femenino 0 2
Edad 63 63 NS
Anticuerpos Hu
Positivo (+) 2 7 NS
Negativo (-) 14 16
Evidencia Clinica de SMEL
Si 7 1* 0.044
No 9 22
Rankin en el diagnoéstico
1-3 7 9 NS
4-6 8 13
Desconocido 1 1
Tiempo medio desde sintomas DCP hasta 3 3 NS
diagndstico (meses)
Tipo Tumor
CPCP** 13 18 NS
No - CPCP** 2 3
Evidencia radiologica** 1 0
Sin cancer** 0 2
Tipo tratamiento de la DCP
Oncoldgico + inmunoterapia 9 9 NS
Inmunoterapia 4 2
Ninguno 3 11
Desconocido 0 1
Respuesta al tratamiento de la DCP
Mejoria (de =1 punto escala Rankin) 1 3** NS
Estable (Rankin <3, 6 meses seguimiento) 5 3
Otra (empeoramiento o estable Rankin >3) 5 3
Desconocido / No applicable 5 14
Media supervivencia (meses) 12 10 NS

*Suero evaluado cuando el paciente no tenia evidencia clinica de SMEL.

**Dos de los tres pacientes eran anti-Hu positivos

VGCC = canales de calcio dependientes de voltaje; DCP = degeneracion cerebelosa paraneoplasica; SMEL
= sindrome miasténico de Eaton-Lambert; CPCP = cancer de pulmon de célula pequefia.
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Se identificaron anticuerpos contra VGCC en 16 (41%) de los pacientes (media
de los titulos positivos 648 pM/L; ver Figura 9). No se observaron diferencias
mayores entre pacientes con y sin anticuerpos contra-VGCC excepto una mayor
incidencia de SMEL en el grupo positivo (ver Tabla 16). En tres de los pacientes
con DCP y SMEL a los que se les administré6 inmunoterapia, hubo una mejoria
en el SMEL sin cambios en la clinica de la DCP. Se consiguieron en 15

pacientes muestras pareadas de suero y LCR.

Se encontraron anticuerpos positivos VGCC en el LCR de 7 pacientes (47%),
con un titulo medio de 81 pM/L (ver Figura 9). Los indices de medida de la IgG
del anticuerpo VGCC en LCR: suero se pudieron realizar en 7 pacientes, de los
cuales; cuatro tenian valores >1 (rango entre 1,5 y 4,8) compatibles con sintesis

intratecal del anticuerpo.

Figura 9. Niveles de anticuerpos contra canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC) en
pacientes con degeneracion cerebelosa paraneoplasica y cancer de pulmon

...........

(INd) 4271 229/ sodiananuy

Anticuerpos VGCC suero (pM)

Sueros pareados LCR pareados :

Todos sueros

Los valores del suero se refieren al eje vertical izquierdo y los valores de LCR se refieren al eje vertical
derecho. La linea horizontal diferencia en su parte superior las muestras que han sido positivas para
anticuerpos anti-VGCC del resto de muestras de pacientes que no son positivas, en la zona inferior.
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Este trabajo, se inicié para evaluar la importancia de los anticuerpos contra
canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC) tipo P/Q en un grupo de
pacientes con degeneracién cerebelosa paraneoplasica (DCP) y cancer de
pulmon, intentando:
- comparar la presencia clinica o electrofisiolégica de sindrome de Eaton-
Lambert (SMEL),
- conocer las diferencias en el pronéstico clinico de pacientes con o sin
anticuerpos contra VGCC, y
- evaluar la posibilidad de una sintesis intratecal de anticuerpos contra
VGCC.

El estudio de estos anticuerpos contra VGCC se realizo tras la evidencia de que
en casos con DCP y cancer de pulmén no siempre se detectan los anticuerpos
antineuronales tipo Hu, u otros. Periféricamente, los anticuerpos contra VGCC se
encuentran en el SMEL, aunque si pudiesen acceder al SNC podrian estar

implicados en la fisiopatogenia de la DCP.

Tras evaluar los 39 pacientes con DCP y cancer de pulmén estudiando la
presencia de anticuerpos contra VGCC se pudo concluir que:

- los anticuerpos contra VGCC son un marcador importante para la DCP
asociada a cancer de pulmon, dado que los anticuerpos contra VGCC
estaban presentes en un 41% de pacientes, en una proporcion mayor que
los anticuerpos Hu.

- Los anticuerpos contra VGCC podrian tener un papel importante en el
desarrollo de una DCP, dado que en un 47% de pacientes habia evidencia
de una sintesis intratecal de anticuerpos contra VGCC.

- Se deberia buscar la presencia de anticuerpos contra VGCC en pacientes

con sospecha de DCP, aun y cuando no tengan un SMEL.
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Trabajo 2: Estudio de los anticuerpos contra canales de potasio presentes

en pacientes con una encefalitis limbica

Este trabajo fue pensado para comparar los casos de encefalitis limbica en los
que se conocia la presencia de una neoplasia, a la que se le atribuia ser la
causante de la encefalitis y aquellos casos en los que no se diagnosticaba un
cancer, incluso tras muchos afos de seguimiento. Hasta un 50% de los
pacientes con encefalitis limbica y cancer de pulmén de célula pequefa tienen
anticuerpos anti-Hu. El resto de pacientes, aquellos sin anticuerpos anti-Hu, no
desarrollan sintomas fuera del sistema limbico y mejoran con tratamiento contra

el cancer.

Apoyandonos ademas, en un par de publicaciones recientes en las que se
describié la presencia de anticuerpos contra canales de potasio dependientes de
voltaje (VGKC), en los que los pacientes mejoraban tras la reduccion en los
niveles de anticuerpos; se estudi6 la presencia en suero vy liquido

cefalorraquideo de anticuerpos contra VGKC.

Con esto los objetivos eran establecer si la presencia de anticuerpos contra
VGKC estaba asociada a:
- caracteristicas clinicas determinadas,

- una respuesta concreta al tratamiento con inmunosupresores.

Esto se analiz6 en 15 pacientes que se identificaron con sintomas y signos
clinicos compatibles con una encefalitis limbica: pérdida de memoria reciente y
otros sintomas cognitivos y psiquiatricos. Nueve pacientes presentaron también
crisis comiciales, y éstas fueron el unico sintoma de presentacion en un paciente

2" En uno de los

(paciente 13, ver Tabla 17), que se habia descrito previamente
pacientes anti-Ma2 positivo (paciente 14, ver Tabla 17) los sintomas clinicos
predominantes reflejaban la afectacion de la parte superior del tronco del

encéfalo y el diencéfalo?’?.
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Se detectaron anticuerpos contra VGKC en cuatro pacientes. Dos de estos
pacientes tenian una encefalitis limbica idiopatica sin un tumor diagnosticado
tras 5 y 3 afos de seguimiento, mostrando dichos pacientes los niveles mas
elevados de anticuerpos anti-VGKC (992 y 810 pM) con niveles de AC en LCR
de 69 y 52 pM, respectivamente. Tras tres ciclos mensuales de
inmunoglobulinas endovenosas (0,4mg/dia x 5 dias) y metilprednisolona (1g/dia
x 3 dias), ambos pacientes presentaron una resolucion clinica y de las imagenes
de RM craneal de la encefalitis limbica. Iniciada la mejoria, recibieron 5 ciclos
bimensuales de inmunoglobulinas endovenosas a un 50% de la dosis inicial. Al
final de estos tratamientos, los estudios neuropsicolégicos mostraron una
pérdida de memoria de corto plazo leve que no interferia con la vida normal. Los
pacientes no recayeron en la sintomatologia de la encefalitis limbica y las
determinaciones séricas del anticuerpo anti-VGKC fueron negativas en el primer
paciente y de 474 pM en el segundo paciente. No se obtuvieron muestras de

LCR de seguimiento para analizar.

Los otros dos pacientes con anticuerpos anti-VGKC positivos tenian una
encefalitis limbica paraneoplasica sin antigenos onconeuronales. Los niveles de
anticuerpos anti-VGKC eran de 170 y 300 pM, respectivamente (no estaba
disponible en estos pacientes una muestra de LCR). El primer paciente tenia un
cancer de pulmon de célula pequena que no respondid a quimioterapia, con una
respuesta parcial de la encefalitis limbica tras un ciclo unico de inmunoglobulinas
endovenosas y esteroides, pero 6 meses mas tarde tuvo una recaida de la
encefalitis limbica con aumento de las lesiones en RM craneal, a la vez que una
progresion del tumor. El paciente experimentd una recuperacion espectacular
tras pulsos de tratamiento con metilprednisolona (1g/dia x 5 dias) que
continuaba recibiendo. Los anticuerpos contra los VGKC fueron positivos en la
segunda recaida (118 pM), pero no se consiguieron muestras en el momento de

la remision. El segundo paciente tenia una encefalitis limbica probablemente
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paraneoplasica, puesto que en estudios con PET (tomografia por emision de

positrones) mostraba un aumento de la captacion del trazador en el mediastino,

aunque no se llegé a confirmar la histologia. Se le administré un tratamiento con

inmunoglobulinas endovenosas y esteroides sin éxito, continuando el paciente

con importantes déficits de memoria y niveles elevados de anticuerpos anti-

VGKC (539 pM) incluso 22 meses después. La progresion del tumor no se llegé

a confirmar.

Tabla 17. Caracteristicas clinicas e inmunoldgicas de 15 pacientes con encefalitis limbica

1

2

12

13
14

15

50/M
65/M
47/M
67/M
69/M
61/M
65/M
74IM
66/M
50/M
50/M
49/M

60/M
26/M

27IM

Paciente Edad/sexo Diagndstico

Idiopatica
Idiopatica
Paraneoplasica
Paraneoplasica*
Paraneoplasica
Paraneoplasica
Paraneoplasica *
Paraneoplasica
Paraneoplasica
Paraneoplasica
Paraneoplasica

Paraneoplasica

Paraneoplésica
Paraneoplasica

Paraneoplasica

Cancer
No

No
CPCP
Pulmén**

CPCP
CPCP
Pulmon
Ninguno
CPCP
CPCP

kkk

CPCP

Prostata

CPCP
Seminoma

Seminoma

Anticuerpo Tratamiento

VGKC
(810 pM)
VGKC
(992 pM)
VGKC
(170 pM)
VGKC
(300pM)
Ninguno
Ninguno
Ninguno
Hu

Hu

Hu

Hu
Hu

Hu
Ma2

Ma2

IVIG+esteroides
IVIG+esteroides
IVIG+esteroides?
IVIG+esteroides

Ninguno
Ninguno

IVIG

Ninguno
Ninguno
Esteroides+
ciclofosfamida
Ninguno

Ninguno

Quimioterapia
Quimioterapia +
VIG
IVIG+esteroides

Respuesta
Remision completa
Remision completa

Remitente-
recurrente
No mejoria

No evaluable

No mejoria

No mejoria

Falta seguimiento
No mejoria

No mejoria

Progresion a EMP
Progresion a EMP

EL estable
Remision completa

Remision parcial

Supervivencia
(meses)
+60

+36

+10

+22

3

9

+15

10

5

9

4

2

31
+36

+15

*Probablemente paraneoplasica. ** Sélo evidencia con PET, *** Tumor no-CPCP diagnosticado 5 afios antes de la EL.
2 Sélo esteroides en la segunda recaida.
CPCP: cancer de pulmén de célula pequefia; VGKC: canal de potasio dependiente de voltaje; IVIG: inmunoglobulina
endovenosa; EMP: encefalomielitis paraneoplasica; EL: encefalitis limbica.
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Los otros 11 pacientes, que no tenian niveles detectables de anticuerpos anti-
VGKC, tenian una encefalitis limbica paraneoplasica definida por la presencia de
anticuerpos anti-Hu y cancer en 5 pacientes, anticuerpos anti-Hu sin cancer en
un paciente, y anticuerpos anti-Ma2 y cancer testicular en otros dos pacientes.
Tres pacientes tenian un cancer de pulmon sin anticuerpos onconeuronales. No
se observd una mejoria clinica en aquellos pacientes con encefaltis limbica sin
anticuerpos anti-VGKC excepto en dos pacientes con anticuerpos anti-Ma2 que
respondieron al tratamiento con inmunoglobulina endovenosa, como se ha
descrito previamente. En ambos pacientes, los niveles de anti-Ma2 se

mantuvieron elevados a pesar de la mejoria clinica.

Las conclusiones del estudio fueron que la presencia de anticuerpos contra
VGKC:

- no podia predecir la presencia de una neoplasia,

- mejoraba la respuesta al tratamiento inmunosupresor, y

- daba lugar a una encefalitis limbica potencialmente reversible y con mejor

pronostico.

150



Pozo Rosich, P

Trabajo 3. El uso de un anticuerpo nuclear anti-glial como probable
marcador del cancer de pulmén y como ayuda para el diagnéstico de los

sindromes neuroldgicos paraneoplasicos

Este trabajo, se inicid tras observar durante el estudio de los anticuerpos contra
VGKC la presencia de unos anticuerpos nucleares anti-gliales (AGNA). Tras una
estancia en el Weatherall Institute of Molecular Medicine de la Universidad de
Oxford, le comenté esta apreciacion al Dr. Graus. El a su vez, ya habia
observado dicho fendmeno en multiples ocasiones, especialmente en aquellos
pacientes con una neoplasia de pulmén y sin otros anticuerpos evidentes. Por
este motivo se planted:

- caracterizar de forma inmunolégica este anticuerpo nuclear anti-glial, y

- correlacionar su presencia a una sintomatologia clinica (sindrome

paraneoplasico) o a la presencia de un tipo de tumor.

Se caracterizd el anticuerpo nuclear antiglial mediante inmunohistoquimica,
inmunoblots; y se utilizd una IgG biotinilada de AGNA para analizar la

inmunoreactividad del tumor y realizar un analisis de epitopos.

Se analiz6 la reactividad contra AGNA en pacientes con cancer de pulmén de
célula pequena, pacientes con otros tipos de neoplasias, pacientes con

esclerosis multiple y pacientes control.

Por definicidn, el AGNA se caracterizo por la reducida, y facilmente reconocible,
restriccion de la reactividad a los nucleos de la glia de Bergmann del cerebelo de
rata (ver Figura 10). En otras células del cerebelo no se observé esta reactividad
exceptuando nucleos celulares gliales aislados en la sustancia blanca. Los
experimentos con doble marcaje confirmaron que los nucleos tenidos alrededor
de las células de Purkinje eran aquellos de la glia (no de neuronas de la capa de

células granulares). El patrén de union del anticuerpo en el cerebelo de rata se

151



Pozo Rosich, P

aboli6 mediante la preincubacion con 16 (76,2%) de los 21 sueros utilizados
usando experimentos de inhibicion competitiva. La inmunoreactividad del AGNA

también se reprodujo en el cerebelo de raton y humano.

Figura 10. Nucleos de la glia de Bergmann en la capa de células de Purkinje

(A) Secciones congeladas de cerebelo de rata fijado con paraformaldehido que ha inmunoreaccionado con
suero AGNA+. Se aprecia un marcaje intenso de los nucleos de la glia de Bergmann en la capa de células
de Purkinje. (B) Imagen de la misma seccién a mayor aumento. (C) Estudio con doble marcaje mostrando
que el AGNA reacciona con los nucleos de la glia de Bergmann (rojo), que no estan marcados con
anticuerpo monoclonal NeuN que es especifico para nlcleos neuronales (verde). EI NeuN marca los
nucleos de las células granulares y otras neuronas cerebelosas excepto las células de Purkinje268. Bar=38
pm (A), 18 um (B) y 24 um (C). Las secciones (A) y (B) estan contratefiidas con hematoxilina-eosina.

Ademas de la inmunoreactividad en el cerebelo, el AGNA se encontrd que tefiia
nucleos gliales por todo el cerebro, células ependimarias y células satélites de
los ganglios del asta dorsal. No ocurrié esto en el plexo coroideo, las células
endoteliales y las meninges. Los nucleos aislados positivos para AGNA,
definidos por el tamafo nuclear y la forma de la célula y reacciéon inmune al
anticuerpo NeuN, se observaron en el cortex, hipocampo, ganglios basales,

hipotalamo y tronco del encéfalo superior.
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Figura 11. Seccion congelada de hipocampo de rata fijada con paraformaldehido, con doble
marcaje: IgG AGNA biotinilado (rojo) y anticuerpo NeuN (verde)

El nicleo de una neurona coexpresa con ambos antigenos (amarillo) mientras que el nucléolo sélo esta
marcado con AGNA. Bar=11 ym.

En algunos grupos neuronales en el I6bulo frontal y en el diencéfalo, todos los
nucleos eran AGNA positivos. A diferencia del cerebro adulto de la rata, AGNA
marcé la mayoria de nucleos neuronales en el cerebro de ratas postnatales
precoces (P1 a P3). Los tejidos sistémicos de la rata (timo, pulmén, corazén,
estdbmago, colon, higado, bazo, rifidn y testiculos) fueron negativos para AGNA
IgG biotinilada. El suero de un paciente, con CPCP sin un SPN, incubado con
este anticuerpo, mostré una fuerte inmunoreactividad que se aboli6 con una

preincubacién con suero positivo de AGNA (ver Figura 12).
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Figura 12. Secciones con parafina de cancer de pulmoén de célula pequena (CPCP) que han
inmunorreaccionado con IgG AGNA biotinilado

La importante reactividad de la IgG AGNA bictinilada (A) es abolida mediante la preincubacién con suero
positivo para AGNA (B). Las secciones estan contratefiidas con hematoxilina.

El analisis del antigeno se realiz6 con inmunoblots de diferentes homogenados
de tejidos con varios sueros positivos AGNA. Esto fracasé en producir una
banda comun para identificar el AGNA de forma mas precisa. El screening de la
libreria cerebelosa produjo 13 clones reactivos que codificaban 8 proteinas. Sélo
dos de ellos eran especificos para el cerebro y se localizaban en el nucleo

celular y ninguno fue reconocido por mas de un suero con AGNA.
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El anticuerpo AGNA fue identificado en 24 pacientes, 19 tenian un CPCP, tres
de ellos tenian evidencia radiolégica de un cancer de pulmén, y dos no tenian
cancer, pero uno de ellos tenia un SMEL diagnosticado durante el seguimiento
durante el primer afio. Por lo tanto, la deteccién de este anticuerpo fue altamente
predictiva de tener un CPCP. Nueve pacientes tenian un SMEL, cinco una DCP,
uno de ellos ademas con un SMEL, tres una neuronopatia sensitiva, dos una
encefalitis limbica, y uno una neuropatia sensitivomotora. Cuatro pacientes no
tenian un SPN, dos tenian un CPCP y uno de ellos una evidencia radiolégica de
cancer de pulmén. Los diagnosticos finales neurolégicos eran neuropatia
sensitiva relacionada con quimioterapia, neuropatia diabética, y una
encefalopatia no definida en un paciente con un CPCP progresivo y metastasico.
El cuarto paciente tenia una demencia lentamente progresiva y artritis

reumatoide sin evidencia de cancer tras 3 afios de seguimiento.

Para analizar la sintesis intratecal, se incubaron secciones cerebelosas de rata
con cantidades similares de IgG de LCR que estaban pareados con sueros de 5
pacientes AGNA+ en suero (DCP: 2, SMEL: 2, no SPN: 1). En cuatro pacientes,
la reactividad AGNA se perdi6é en el LCR a concentraciones de IgG mayores que
las encontradas en un suero pareado. En el quinto paciente, la reactividad AGNA
se perdié a concentraciones de IgG que eran la mitad de la concentracion del
suero pareado. Estos experimentos sugirieron que la sintesis intratecal de AGNA

no era una caracteristica comun de la poblacion estudiada.

Debido a la asociaciéon con el CPCP, se analizé la presencia de AGNA en el
suero de 113 pacientes sin enfermedad neurolégica y CPCP, y en 122 de otros
tipos de cancer. EI AGNA solo se detectd en 13 (11,5%) de los pacientes, todos
ellos tenian un CPCP (p<0.0001). Para estudiar si la frecuencia del AGNA en los
pacientes con CPCP con un SPN era mas alta que aquella observada en los
pacientes con CPCP sin trastornos neuroldgicos, se reviso la frecuencia del

AGNA en los pacientes con SPN y CPCP. El analisis se restringié a aquellos
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pacientes que no tenian ningun anticuerpo onconeuronal, puesto que su
presencia enmascara la inmunoreactividad AGNA. Los resultados se resumen
en la Tabla 18. En comparacion con la frecuencia de AGNA en los pacientes con
un CPCP aislado, 23 (27%) de los 85 pacientes que tenian un CPCP asociado a
una variedad de SPNs tenian AGNA+ (p=0.009). Sin embargo, la mayor
frecuencia del AGNA en los SPN fue en su mayor parte, debida a la frecuencia
relativa de la presencia de SMEL, mientras que otros pacientes con SPN
mostraron una frecuencia de AGNA que no era diferente de aquella en pacientes
con un CPCP aislado. Es interesante, como los pacientes con DCP y AGNA
tenian también anticuerpos contra canales de calcio dependientes de voltaje
(VGCC).

Tabla 18. Frecuencia de AGNA en los pacientes con sindromes neurologicos
paraneoplasicos (SPN) y un cancer de pulmén de célula pequefia (CPCP) sin anticuerpos
anti-Hu, Ri, o Zic4

Sindrome Numero pacientes | AGNA (%) Valor p?
con SPN

Sindrome Miasténico de | 30 13 (43.3) 0.0002

Eaton-Lambert°

Degeneracion cerebelosa | 27 5 (18.5) 0.34

Neuropatia sensitiva 10 3 (30.0) 0.12

Opsoclonus 10 0 (0.0 0.60

Encefalitis limbica 8 2 (25.0) 0.26

SPN Total 85 23 (27.1) 0.009

No SPN 113 13 (11.5)

2 Todos los sindromes comparados con la serie de CPCP sin enfermedad neuroldgica por la prueba exacta
Fisher.

° Pacientes con SMEL paraneoplasico que se recogieron en tres laboratorios (Dr. Graus, Dra. Vincent, Dr.
Dalmau); todo el resto de pacientes son de la base de datos del Dr. Graus. El analisis es estadisticamente
significativo (p=0.01) si sélo se analizan los 23 pacientes con SMEL paraneoplasico (ocho de 23 pacientes—
35%- eran AGNA+) del laboratorio del Dr. Graus.
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Para determinar si el AGNA estaba ligado al SMEL, se analizé la presencia de
AGNA en 49 pacientes con SMEL con o sin CPCP. Trece de los 30 (43%)
pacientes con SMEL y un CPCP dieron positivo para AGNA, mientras que
ninguno de los 19 pacientes con SMEL sin cancer tenian AGNA (p=0.0006).

Asi que, los resultados mostraron que sélo existia una reactividad contra AGNA
en aquellos sueros de pacientes con un CPCP. Aunque no se pudo encontrar

mediante técnicas de inmunoblot una banda especifica.

Por lo tanto, concluimos que:
- la frecuencia de AGNA no es mayor que la esperada en la presencia de
sindrome paraneoplasico asociado a cancer, excepto en el SMEL,;
- la inmunidad contra el antigeno del AGNA es probablemente irrelevante
en la patogenia de los sindromes paraneoplasicos;
- el AGNA es un buen marcador para sugerir la presencia de un tumor de

pulmoén de célula pequefia subyacente.

157



Pozo Rosich, P

158



Pozo Rosich, P

F. DISCUSION GENERAL

Esta tesis apoya la introduccion del concepto de la existencia de canalopatias

autoinmunes del SNC.

El mejor conocimiento de las patologias de los canales idnicos dependientes de
voltaje que afectan al sistema nervioso central y su posible etiologia autoinmune
es importante por varios motivos: (1) nos permite conocer mejor la regulacion y
funcionamiento de dichos canales en el SNC, (2) ayuda a comprender mejor los
mecanismos inmunitarios que estan presentes en el SNC vy, (3) facilita la
iniciaciéon de abordajes terapéuticos mas orientados a la fisiopatologia con el

objetivo de aliviar sintomas y quiza curar la enfermedad.

La degeneracion cerebelosa subaguda asociada a un CPCP es un sindrome
candidato a ser una canalopatia autoinmune del SNC. La evidencia para
plantearse esta hipotesis surgidé de la asociacion descrita entre el sindrome de
Eaton-Lambert y la DCP y la relacion entre el SMEL y los anticuerpos anti-
canales de calcio dependientes de voltaje. Para analizar esta hipétesis,
evaluamos la frecuencia de los anticuerpos anti-VGCC tipo P/Q en pacientes con
una DCP. Averiguamos que un 41% de pacientes con una DCP tenian
anticuerpos anti-VGCC. Observamos cémo los anticuerpos anti-VGCC estaban
presentes tanto en casos de un SMEL clinico como en casos subclinicos,
diagnosticados con electromiografia. EI SMEL no es lo que determina la
presencia de anticuerpos anti-VGCC, con lo que a pesar de que la hipotesis
inicial surgiese de la conocida asociacion entre el SMEL y los anticuerpos anti-
VGCC, luego se pudo demostrar que el SMEL no estaba siempre presente en
estos pacientes con DCP y anticuerpos anti-VGCC. Dada la presencia de

anticuerpos anti-VGCC en solo un 41% de los pacientes con DCP, segun lo
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demostrado en nuestro estudio, es posible que otros anticuerpos (tipo anti-

VGCC o no) puedan estar implicados en la génesis del sindrome.

Con el objetivo de estudiar la funcion de los anticuerpos anti-VGCC en los
diferentes tipos de VGCC en el SMEL, se ha estudiado la accién de la IgG
asociada al SMEL en VGCC humanos clonados transfectados a células
embrionarias humanas de rifidon (HEK293)?"®. Con esto, se ha demostrado que
las 1IgG-SMEL se unen mayoritariamente a los VGCC tipo P/Q reduciendo la
corriente de calcio en estas células. En un porcentaje menor, se unen a los
VGCC tipo N, sin ser capaces de reducir completamente la corriente de calcio.
Ademas, se ha estudiado si la accidén de las IgG-SMEL sobre los VGCC es
diferente segun el tipo de tejido. Primero en el SNC, donde provocaron una
reduccion de los VGCC tipo P/Q en neuronas de cerebelo de rata, asociado a un
aumento de los canales VGCC tipo R. Luego, en el SNP, donde también
provocaron una reducciéon de los canales tipo P/Q, seguido de un aumento de
los canales VGCC tipo L y R. Estos hallazgos permiten comprobar como a nivel
funcional, la plasticidad de la expresion de los VGCC contrarresta las
alteraciones producidas por las IgG-SMEL, reduciendo los efectos patogénicos.
Esto fue ampliado con otro estudio que demostré como las IgG-SMEL se podian
también unir al subtipo de VGCC tipo N, sin reducir la expresién global de los
canales VGCC?™.

Ahora bien, nos tenemos que preguntar si en la DCP asociada a un CPCP, los
anticuerpos anti-VGCC son patogénicos o sencillamente marcadores de lesion
neuronal. Esto es porque con tratamientos inmunomoduladores los pacientes
presentan una disminucion de los titulos de anticuerpos pero no siempre
mejoran clinicamente. Se han observado diferencias evidentes entre los
pacientes con SMEL y aquellos con una DCP. Los pacientes con un SMEL
responden bien a la inmunoterapia. En cambio, los pacientes con una DCP no.

Queda por determinar si la presencia de anticuerpos anti-VGCC en la DCP
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asociada a un CPCP es un signo de dafio neuronal irreversible o de muerte
celular por un mecanismo citotéxico en las células de Purkinje o, si es un
marcador de la ineficacia de los tratamientos inmunosupresores para eliminar
dichos anticuerpos del LCR, dificultando la mejoria clinica del paciente. Ademas,
en la DCP, la supervivencia no mejora si el paciente tiene otro anticuerpo
onconeuronal (anticuerpo anti-Hu u otros)?”®'; sin embargo, si el paciente
presenta ademas de una DCP con anticuerpos anti-VGCC, un SMEL clinico, si
que mejora la supervivencia®®. Esto podria explicarse si la respuesta inmunitaria
que provoca sintomas periféricos activase diferentes mecanismos del sistema
inmune que ayudasen a luchar contra el cancer. En este caso, los anticuerpos

anti-VGCC serian un marcador secundario.

Entre los sindromes paraneoplasicos, la etiologia autoinmune se ha demostrado
en el SMEL, donde los anticuerpos anti-VGCC son patogénicos, dado que
disminuyen los VGCC tipo P/Q en la terminacién nerviosa presinaptica®’” 2’®. En
la DCP, a pesar de la hipotesis de una sintesis intratecal, que apoyaria la funcién
patogénica de los anticuerpos, la unica evidencia, que no ha sido posteriormente
corroborada, es la que demuestra un estudio con autopsias de tres pacientes
con DCP y SMEL. En estos pacientes, el indice de complejos auto-anticuerpo
VGCC en relaciéon a los canales VGCC tipo P/Q estaba aumentado respecto al
control. En el cerebelo de estos pacientes con DCP-SMEL, los lugares de union
de la toxina a los VGCC tipo P/Q estaban francamente reducidos, especialmente
en la capa molecular que es donde habitualmente hay mas presencia de dichos
canales VGCC tipo P/Q. Dicho estudio sugiere que la capa molecular del
cerebelo es la diana inmunoldégica para el desarrollo de la DCP y el SMEL. Otros
estudios, no han podido demostrar, in vivo, una respuesta inmune celular con

degeneracion cerebelosa, a un antigeno de la célula de Purkinje®™.

En los pacientes con una DCP, con o sin presencia clinica o subclinica de

SMEL, se debe estudiar la presencia de anticuerpos anti-VGCC porque son el
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marcador mas importante de un CPCP asociado a una DCP. Sorprende sin
embargo, la ausencia de SMEL en algunos pacientes con DCP con titulos
elevados de anticuerpos anti-VGCC. Esta ausencia de SMEL puede que se deba
a la especificidad de los anticuerpos que sélo afectan al SNP o puede que la
terminacién nerviosa motora regule al alza otros tipos de VGCC para superar la

disfuncion periférica.

La encefalitis limbica es otro sindrome candidato a ser una canalopatia
autoinmune del SNC. Historicamente fue descrita por Corsellis y colaboradores
en 19682% en 3 pacientes que presentaron un cuadro subagudo de semanas de
duracion con confusién mental y crisis epilépticas, a los que se les diagnostico
un CPCP en el mediastino. La causa exacta de la relacién entre el cuadro
neurologico y el cancer pudo explicarse posteriormente tras la identificaron en
suero de un anticuerpo (anti-Hu) en pacientes afectos con una encefalomielitis

281,282

paraneoplasica . Esto abri6é la posibilidad a la existencia de sindromes

neuroldgicos que tenian una etiologia inmune mediada por un tumor.

Sin embargo, actualmente hay evidencias que permiten plantear la hipétesis de
que la EL sea una canalopatia autoinmune. Por un lado, la conocida existencia
de EL idiopaticas donde los pacientes tras afos de seguimiento no desarrollan
una neoplasia; y por otro lado, la presencia de anticuerpos anti-VGKC en
enfermedades autoinmunes, tanto del SNP (neuromiotonia) como del SNC
(sindrome de Morvan), que cursan con sintomas centrales similares a los de una

EL (crisis epilépticas, psicosis).

Los anticuerpos anti-VGKC (de la familia del canal Kv1) son detectables en
sueros de pacientes con neuromiotonia, en aproximadamente un 50% utilizando
la '*l-a-dendrotoxina que reconoce especialmente los canales Kv1.1, Kv1.2,

Kv1.6 y en >85% utilizando ensayos moleculares e inmunohistoquimicos (se
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utilizan genes conocidos de proteinas diana para detectar auto-anticuerpos

especificos en pacientes con neuromiotonia).

El estudio desarrollado a lo largo de este trabajo, demuestra que la EL puede
asociarse a anticuerpos anti-VGKC. Los anticuerpos anti-VGKC son
relativamente frecuentes en la EL, y en caso de tratarse de una EL
paraneoplasica éstos no se acompafan de otros anticuerpos onconeuronales.
Los titulos de anticuerpos varian segun la etiologia de la encefalitis, siendo mas
elevados en la EL idiopatica y menos en aquellas de origen paraneoplasico
conocido. Queda por determinar el porqué de esta diferencia en el nivel de los
titulos de anticuerpos. Sabemos que en la EL paraneoplasica, el anticuerpo
suele ser un marcador tumoral, no patogénico, que no se modifica con la
inmunoterapia y donde los antigenos diana son intracelulares. Por este motivo,
se cree que la inmunidad implicada es celular tipo T. La respuesta antitumoral
tipo T puede que se active por células dendriticas que han internalizado células
tumorales apoptoéticas (presentacion cruzada). Como los linfocitos T citotdxicos
eliminan las dianas induciendo una muerte celular por apoptosis, este
mecanismo tiene el potencial de crear un circulo de retroalimentacion positiva
que permite la amplificacion de la respuesta inmune. En estos casos, el
tratamiento mas eficaz no es inmunolégico sino que es realizar un tratamiento
del cancer. Mientras que, en la EL idiopatica de probable origen autoinmune, el
titulo de anticuerpos suele ser mas elevado, variando en relacién directa con la
clinica y la respuesta al tratamiento inmunosupresor, actuando de marcador de

mejoria o empeoramiento clinico-inmunoldgico.

En los trastornos autoinmunes, los anticuerpos son patogénicos y median las
respuestas inmunes contra proteinas extracelulares, son estas proteinas de
membrana que actuan de antigenos. Aunque no hay evidencia comprobada, la
rapida modulacién de los titulos de anticuerpos al tratamiento inmunosupresor,

puede indicar que se trate de un trastorno monofasico (post-infeccioso) que
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permita una mayor permeabilidad de la BHE en zonas mas susceptibles como el
hipocampo. Aunque hay un grupo de pacientes que mejoran rapidamente con
tratamiento pero sufren recaidas periddicas. Asi pues, la presencia de titulos
elevados de anticuerpos anti-VGKC puede predecir la existencia de un sindrome
que responde bien a tratamientos con inmunoterapia, indicando indirectamente
que los anticuerpos puedan ser patogénicos y reflejando que la respuesta

inmune no ha provocado una lesién neuronal irreversible.

La presencia de titulos elevados de anticuerpos que se encuentra en pacientes
con una EL, en comparacion con aquellos con una neuromiotonia, puede
justificar el paso de estos anticuerpos por la barrera hematoencefalica llegando
hasta el hipocampo. Sin embargo, el titulo de anticuerpos de forma aislada es
poco probable que provoque un sindrome clinico. En un estudio reciente con
inmunofluorescencia tisular y células transfectadas, se ha observado que hay
diferencias en la afinidad por los VGKC entre el suero de pacientes con EL y
aquellos con neuromiotonia. Los pacientes con EL tienen un anticuerpo que se
une de forma preferente a los canales Kv1.1; sin embargo los pacientes con
neuromiotonia tienen uno que se une a los canales Kv1.2 o Kv1.6. Aunque esto
no acaba de explicar del todo el fenotipo de estos pacientes, si que aporta
informacion sobre la hipdtesis planteada en el momento de obtener los
resultados que se exponen en esta tesis, en relacion a cdmo la especificidad de
estos autoanticuerpos puede determinar las diferentes manifestaciones clinicas

de estos sindromes.

En el caso de los sueros de pacientes con neuromiotonia, se ha demostrado la
union entre los anticuerpos y las &reas yuxtaparanodales de axones
mielinizados. Dado que estas zonas estan llenas de canales Kv1.1 y Kv1.2?% y
pueden contribuir a la repolarizacion de los axones®**, una funcion disminuida de
estas areas daria lugar a una hiperexcitabilidad. A pesar de todo, no todos los

sueros con neuromiotonia mostraban una unién especifica a los nddulos
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yuxtaparanodales, también se ha observado en pacientes que no tienen
sintomas de neuromiotonia y con una EL, por lo que habria que determinar que
caracteristica es especifica. En el caso de los sueros de pacientes con una EL,
se obtuvieron zonas de inmunotincion en areas llenas de canales Kv1.1 como la
capa granular cerebelosa, el tercio interior de la capa molecular del hipocampo y
la zona CA3 de fibras musgosas. Asi pues, en la EL los anticuerpos anti-VGKC
reconocen los Kv1.1 que, al estar localizados en el hipocampo, se han implicado

funcionalmente en la excitabilidad y en la memoria®®.

Aunque, es importante destacar que la relacién de los canales Kv1.1 con la
encefalitis limbica y la de los canales Kv1.2 con la neuromiotonia, no son el
unico factor que debe existir para predisponer a la presencia de manifestaciones
periféricas o centrales. Es intrigante preguntarse porqué ciertos pacientes con
anticuerpos anti-VGCC tienen una DCP y otros tienen un SMEL; al igual que
porqué ciertos pacientes con anticuerpos anti-VGKC tienen una EL y no una
neuromiotonia. La diferente afectacion del SNP o SNC en pacientes con
aparentemente los mismos anticuerpos invita a reflexionar sobre diferencias
interindividuales entre pacientes en relacion a la etiologia del trastorno, la
permeabilidad de la BHE, la heterogeneidad de la composicién de los canales
idnicos segun el tejido (SNP o SNC), la diferente especificidad de los anticuerpos
y su reactividad en las diferentes subunidades de los canales, la afinidad de los
receptores a ciertas concentraciones de anticuerpo, la técnica utilizada para la
detecciéon de anticuerpos o la plasticidad tisular especifica en la expresion de

receptores de forma compensatoria.

Aunque algunos sueros de pacientes con neuromiotonia y la mayoria de los
sueros de pacientes con una EL se asocien a la presencia de bandas
oligoclonales en el LCR, demostrandose quiza una sintesis intratecal, en general
las bandas oligoclonales en LCR se emparejan con bandas oligoclonales

séricas. Esto indica que los anticuerpos anti-VGKC probablemente pasen la BHE
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hacia el SNC por la elevada concentracion de anticuerpos séricos en
comparacion con los niveles en LCR. Esto se ha demostrado en anticuerpos
contra los receptores del glutamato en la encefalitis de Rasmussen®®. Por otro
lado, en unos estudios previos, se observdé como con suero de pacientes con
una EL, se marcaba no sélo el hipocampo sino también areas cerebelosas, que
clinicamente no tienen significado®®’. Esto ademas podria sugerir que algunas
areas del SNC pueden ser mas accesibles a la presencia de anticuerpos Kv1.1
circulantes, o que estas areas tengan mas tendencia a aumentar su excitabilidad
una vez se ha comprometido la funcion del canal Kv1. Es decir, que existan
diferentes sensibilidades de la funcién neuronal a la pérdida de los VGKC,
probablemente por la presencia de diferentes tipos de canales de K* en cada
zona cerebral, regulando cada uno diferentes umbrales de excitabilidad y
funciones. En la practica, algo que puede tener un significado fisiopatologico es
que la presencia de estos anticuerpos anti-VGKC en una EL idiopatica, predice
una buena respuesta al tratamiento inmunomodulador, y una recuperacion del

paciente dada la ausencia de lesion neuronal.

Aportaciones posteriores: otras canalopatias autoinmunes del SNC.

Posteriormente a nuestro estudio, se han asociado otros anticuerpos a la
encefalitis  limbica®®. Se identific6 mediante inmunohistoquimica con
inmunomarcaje un anticuerpo que, a diferencia de los anticuerpos
antineuronales clasicos, no reaccionaba con el nucleo o citoplasma de las
neuronas, sino que lo hacia con el neuropilo del hipocampo o cerebelo, en un
grupo de pacientes, clinicamente heterogéneo, con encefalitis limbica. La
caracterizacion preliminar de estos antigenos neuropilo indicé que son diversos y
se expresan en la membrana neuronal y las dendritas en regiones ricas en
sinapsis; ademas no se colocalizan, segun los autores, con los VGKC, sino que
lo hacen parcialmente con la espinofilina, una proteina post-sinaptica dendritica.

Clinicamente, se consider6 como un sindrome paraneoplasico tras
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diagnosticarse un tumor. En todos los LCR, existia una pleocitosis con sintesis
intratecal del anticuerpo. Todos los pacientes se recuperaron con tratamiento
antitumoral, inmunosupresor o ambos. En definitiva, en este estudio inicial en un
grupo de pacientes con una encefalitis limbica, se encontro la presencia de un
anticuerpo antineuropilo que no se pudo caracterizar dado que la muestra clinica

era heterogénea y variable.

Tras el hallazgo de este antigeno de membrana y dendritico antineuropilo, se
identificaron unas pacientes con un sindrome clinico mas homogéneo
correspondiente a una encefalitis que podria ser candidata a ser una canalopatia
autoinmune del SNC. En una serie de mujeres que presentaron sintomas
compatibles con una encefalitis, se les diagnosticé un anticuerpo tanto en LCR
como en suero que marcaba también el neuropilo del hipocampo. Se oriento
como una encefalitis paraneoplasica hallandose un teratoma de ovario (maduro
0 inmaduro), o en un caso un teratoma maduro en el mediastino. En estas
pacientes los anticuerpos reaccionaron con antigenos de la membrana neuronal,
sobretodo en la capa molecular del hipocampo; demostrandose que los
anticuerpos reaccionaban contra epitopos de la superficie celular.
Concretamente, se marcaban anticuerpos de las neuronas del hipocampo que
reaccionaban con los receptores del N-metil-D-aspartato (rNMDA), sobretodo

con la subunidad NR2B, y en menor medida con la subunidad NR2A?%.

El receptor del NMDA esta formado por heterémeros de la subunidad NR1 (que
se une a la glicina) y de la subunidad NR2 (que se une al glutamato). Ambas
subunidades son necesarias para crear un receptor funcional que contiene dos
subunidades NR1 y dos subunidades NR2. Hay cuatro subunidades NR2 que
tienen de un 50% a un 70% de identidad de secuencia en el dominio extracelular
compartida (ej. la subunidad NR2B es en un 70% idéntica a la subunidad NR2A).
Estas subunidades NR2 estan codificadas por 4 genes diferentes y muestran

variabilidad regional y durante el desarrollo. La subunidad NR2B se expresa
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mucho en el periodo prenatal y disminuye en el periodo post-natal. Durante la
disminucién del NR2B aumentan el NR2A y el NR2C. Con la madurez, muchos
de los receptores NR1/NR2B se convierten en extrasinapticos en las neuronas
del hipocampo y el NR1/NR2A/NR2B se convierte en el mayor receptor sinaptico
del hipocampo y la zona frontal del cerebro. La subunidad NR2B se une al
glutamato y forma heterémeros (NR1/NR2B o NR1/NR2A/NR2B) que se
expresan en el cerebro frontal e hipocampo. Dicha asociacién permite sugerir
que los epitopos son conformacionales. El hallazgo de los anticuerpos
relacionados con la subunidad NR2B del rNMDA en suero y LCR de los
pacientes estudiados nos aporta una posible prueba diagndstica sugiriendo que
la disfunciéon del receptor es inmunomediada. El rNMDA esta implicado en la
transmision y remodelacién sinaptica, el crecimiento dendritico y la potenciacion
de la funcion del hipocampo, directamente relacionada con la formacion de
memoria y el aprendizaje. Ademas, los rINMDA median la excitotoxicidad, y su
disfuncion se ha asociado con trastornos clinicos como la esquizofrenia, la
epilepsia y algunos tipos de demencia. Estos pacientes suelen presentar
episodios paranoicos, alucinaciones y disquinesias. Dichos sintomas son
frecuentes en el lupus neuropsiquiatrico. En algunos pacientes con lupus
neuropsiquiatrico, se han identificado anticuerpos contra las subunidades NR2
del receptor del NMDA?®°. En este trastorno, los epitopos diana son diferentes.
Dichos anticuerpos son anticuerpos anti-ADN de doble cadena que reaccionan
con un unico epitopo presente en las subunidades NR2A y NR2B, causando
muerte neuronal por apoptosis®®'. En estas pacientes con encefalitis, los
sintomas clinicos eran muy diferentes a los tipicamente asociados al lupus

neuropsiquiatrico y no tenian anticuerpos anti-ADN de doble hélice.

Aunque los mecanismos patogénicos no son conocidos, se puede pensar que la
expresion ectopica de las subunidades NR2 por tejido nervioso que contienen
los teratomas, pueda ser lo que rompa la tolerancia inmunolégica; considerando

que quiza una predisposicion genética o los cambios inmunoldgicos tras una
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infeccién virica puedan ayudar. El papel patogénico de los anticuerpos anti-NR2-
rNMDA se puede sugerir por: (1) la existencia de modelos animales en el caso
del lupus neuropsiquiatrico (aunque los epitopos son diferentes); (2) la
correlacion entre los sintomas de los pacientes y los titulos de anticuerpos; y (3)
la demostracion de la presencia de depdsitos de IgG en el hipocampo y la
amigdala del paciente autopsiado siguiendo un patrén similar al marcaje con

suero de pacientes visto en las secciones de cerebro de rata.

Hasta ahora, la mayoria de las encefalitis paraneoplasicas se han asociado a
anticuerpos contra proteinas onconeuronales intracelulares mediante un
mecanismo citotdoxico mediado por células T contra esas mismas proteinas.
Estos trastornos se asocian habitualmente a tumores malignos y no responden
bien a tratamientos con inmunosupresores o incluso tratamientos contra el
cancer. Sin embargo, esta nueva encefalitis mediada por anticuerpos anti-
rNMDA/NR2B responde bien al tratamiento quirdrgico con reseccion tumoral
asociado a inmunoterapia, por lo tanto a nivel terapéutico es importante tenerlo
en cuenta para poder identificar, diagnosticar y tratar a estas pacientes de forma
precoz. Finalmente, es interesante también empezar a conocer mejor la funcién
de ciertas subunidades de los receptores NMDA, concretamente la NR2B,
mediante la existencia de dichos anticuerpos, dado que nos ayudan a
comprender la funcion fisioldgica de dichos receptores, puesto que parecen estar

implicados en la memoria, la conciencia y en las emociones.

Actualmente, dado el aumento y diferencias de todos los nuevos anticuerpos,
aquellos asociados con una encefalitis limbica deben cumplir estos requisitos
para ser incluidos en la nueva categoria de antigenos neuronales propuestos por
Ances y colaboradores: la reactividad tiene que estar reducida al hipocampo, la
reactividad se pierde en el inmunoblot o se fija con acetona o acetona+metanol,

los antigenos deben estar en la superficie celular y los niveles de anticuerpos
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deben desaparecer al mejorar los sintomas neurologicos. Aun hay autoantigenos

por caracterizar pero todos tienen una expresiéon importante en el hipocampo.

La neuromielitis 6ptica (NMO) es un sindrome clinico caracterizado por una
mielitis transversa aguda asociada a una neuritis éptica aguda o subaguda, con
0 sin recuperacion, que suele cursar con brotes de ceguera y paralisis. Tras la
descripcion inicial de Devic y Gault, se consider6 la NMO como un tipo de
esclerosis multiple. Ultimamente, se han revisado los criterios diagnésticos, a
raiz de una serie de resultados, que la han situado como una entidad
diferente®®2. No se ha encontrado una etiologia especifica para el sindrome,

aunqgue se han propuesto varias.
Los criterios diagnosticos revisados propuestos por Wingerchuk son:

Tabla 19. Criterios diagnésticos de la neuromielitis éptica (segun Wingerchuk et al., 2005 )

Criterios Absolutos o Neuritis dptica.

o Mielitis aguda

¢ Sin evidencia de enfermedad fuera del nervio dptico o médula
espinal

Criterios de Soporte | Mayores | a) lesion medular continua en RM extendiéndose sobre
=3 segmentos vertebrales.

b) RM cerebral que no cumpla criterios de esclerosis
multiple.

c) Presencia de IgG-NMO positiva.

menores | a) Neuritis optica bilateral
b) Neuritis dptica grave con agudeza visual fija peor que
20/200 en al menos un ojo.

c) Debilidad grave en una o mas extremidades (MRC <2)

El diagnéstico requiere de la presencia de todos los criterios absolutos y un

criterio de soporte mayor o dos criterios de soporte menores.
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Se ha observado que los anticuerpos séricos IgG-NMO que se encuentran en la
NMO, se unen selectivamente al canal proteico de agua no sensible al mercurio,
acuaporina 4 (AQP4), que se localiza en las proyecciones de los pies de los
astrocitos en la barrera hematoencefalica (BHE)?*®. La acuaporina 4 es el canal
predominante en el cerebro que permite el flujo de agua, teniendo una
importante funciéon en la homeostasis del agua cerebral. Las acuaporinas
regulan el flujo de agua a través de la membrana de la célula, que es
impermeable al agua. También se expresan en otros tejidos (estdmago, riidn,
pulmén, musculo esquelético y oido interno). En el cerebro, la AQP4 esta
implicada en el desarrollo, funcion e integridad de la interfase entre cerebro y
sangre y entre cerebro y LCR. Aunque originalmente se habia restringido la
afectacion de la NMO a los nervios Opticos y la médula espinal, hay estudios
recientes que muestran como un 60% de estos pacientes tienen lesiones
cerebrales y cumplen los criterios de NMO (a excepcion, claro de estas

lesiones)?*.

Si se estudia la localizacion y caracteristicas de las lesiones
cerebrales, se observa que estan alrededor del tercer y cuarto ventriculo, que
son las zonas donde se sabe que se localizan los canales que permiten el flujo
de agua dependientes de la AQP4%*°. Se sabe que la NMO cumple criterios de
ser una enfermedad mediada por anticuerpos (efectos beneficiosos de la
plasmaféresis y del tratamiento anti-células B). La presencia de esto apoya la
hipétesis de que la zona de mas afectacion por los anticuerpos, es aquella
cercana a la BHE. Se podria considerar la neuromielitis optica como otro

sindrome candidato a ser una canalopatia autoinmune del SNC.
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Tras analizar los sindromes clinicos que podrian ser canalopatias autoinmunes,
tanto a raiz de los resultados de esta tesis como de las aportaciones posteriores
a la misma, se pueden considerar como posibles canalopatias autoinmunes del
SNC aquellas que se desglosan en la Tabla 20. Sigue sin dilucidarse la relacion
entre el sistema inmune y el SNC, es decir, si los anticuerpos pueden acceder al
SNC y causar una disfuncién del canal directamente o si se sintetizan en el SNC,
aunque parece que se trata de anticuerpos con una funcién patogénica y con
dianas inmunoldgicas extracelulares. A nivel practico, dichos anticuerpos pueden
ser importantes marcadores diagnosticos para identificar a pacientes con un
trastorno autoinmune que es potencialmente tratable. Por lo tanto, aunque aun
no se comprenda completamemente la funcion de los anticuerpos en dichos
trastornos, se deben tener en cuenta en el momento de diagnosticar a un
paciente con un sindrome que se parezca a las cuatro canalopatias
mencionadas dada la mejoria clinica que se puede conseguir con el tratamiento

sintomatico e inmunosupresor.

Tabla 20. Posibles canalopatias autoinmunes del SNC

Canalopatias Anti-anticuerpo Diana inmunolégica Respuesta
Autoinmunes del SNC | asociado Inmunoterapia
Degeneracion Anti-VGCC tipo P/Q | Capa Molecular - NO

cerebelosa Neurona Purkinje en el

subaguda cerebelo

(DCP)

Encefalitis limbica (EL) | Anti-VGKC (Kv1.1) Capa granular cerebelo, | SI
capa molecular hipocampo.

Encefalitis Anti-rNMDA Hipocampo, amigdala Sl
(NR2B)

Neuromielitis ~ dptica | Anti-AQP4 Astrocitos, médula, nervio | Sl

(NMO) ptico (BHE)
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Anticuerpos como marcadores diagnosticos: anticuerpo nuclear antiglial
(AGNA) y el antigeno SOX1

Al estudiar la inmunidad y el cancer podemos encontrar dos tipos de
anticuerpos. Los patogenos son aquellos que definen un sindrome neurolégico y
suelen estar localizados en la membrana celular. Los no patégenos son aquellos
que no se asocian a un sindrome neurolégico especificamente y suelen ser
intracelulares. Ambos tipos de anticuerpos son importantes dado que los
anticuerpos no patdégenos pueden ser posibles dianas inmunoldgicas y servir
como marcador diagnéstico. Este es el caso del anticuerpo nuclear anti-glial
(AGNA). La distribucién de los SPN asociados con AGNA es variable segun el
anticuerpo onconeuronal asociado (anti-Hu, anti-CV2/CRMPS5). Hay una mayor
asociacion del AGNA al SMEL. Aunque algunos pacientes con un CPCP y un
SMEL puedan tener anticuerpos anti-Hu?%® 2’ anti-Ri, anti-CV2/CRMP5 o anti-
Zic4, AGNA se detectd en un 43% de nuestra serie de SMEL y CPCP. Ademas,
en estos pacientes se detectaron también anti-VGCC. Esto podria indicar que la
respuesta inmune a los diferentes antigenos tumorales pueda estar ligada de
alguna manera. Sin embargo, la ausencia de AGNA en el suero de pacientes
con un SMEL no paraneoplasico, sugiere que el AGNA esta inducido por el
CPCP independientemente de los anticuerpos anti-VGCC. Esto se ha
corroborado con la identificacién del antigeno, SOX1, que reconoce el AGNA en
la glia de Bergmann en el cerebelo, y que se encuentra elevado en pacientes
con SMEL?%. Los anticuerpos contra SOX1 son muy especificos para predecir la
presencia de un cancer de pulmén de célula pequena subyacente. SOX1
pertenece a una familia de genes que se clasifican de los grupos A ala H, y
dentro de estos al grupo B1. SOXB1 codifica proteinas de unién al ADN que
regulan la transcripcion de genes diana y estan expresados en el sistema
nervioso en desarrollo y neuroectodermo. Asi pues, la inmunidad contra SOX1
en pacientes con SMEL paraneoplasico es mayor que la esperada por la simple
presencia de un CPCP a pesar de que el tumor es fundamental en el desarrollo

de la respuesta inmune, como se habia observado en el estudio presentado en
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esta tesis. Curiosamente, a diferencia de los pacientes con anticuerpos anti-
VGCC, no hay una mayor frecuencia de anticuerpos SOX1 en pacientes con
sindromes neurolégicos paraneoplasicos asociados a Hu y CPCP, por lo que
deben existir diferencias interindividuales que determinan el tipo de respuesta
inmune asociada a un CPCP. Este hallazgo permitira controlar la evolucion de
pacientes con SMEL sin un cancer diagnosticado, confirmandose un CPCP en

caso de presencia de anticuerpos SOX1.
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CONCLUSIONES

Los anticuerpos contra canales de calcio tipo P/Q dependientes de
voltaje son un marcador util para el diagnéstico de pacientes con
degeneracién cerebelosa paraneoplasica asociada a neoplasia de
pulmoén de célula pequefia, estando presentes en un 41% de los

pacientes.

Se deberia investigar la presencia de anticuerpos contra canales de
calcio tipo P/Q dependientes de voltaje en pacientes con una
sospecha de degeneracion cerebelosa paraneoplasica aun y cuando
no esté presente un sindrome miasténico de Eaton-Lambert, dado que
no hay un fenotipo clinico caracteristico que identifique a dichos

pacientes.

Los anticuerpos contra canales de potasio dependientes de voltaje a
titulos altos en pacientes con encefalitis limbica, no predicen la
presencia de una neoplasia, puede tratarse de un trastorno idiopatico

autoinmune.

La presencia de anticuerpos contra canales de potasio dependientes
de voltaje en pacientes con encefalitis [imbica, donde no se encuentra
la presencia de un cancer, implica una mejor respuesta a la

inmunoterapiay un mejor prondstico.
La presencia del anticuerpo nuclear anti-glial (AGNA) es un buen

marcador para sugerir la presencia de una neoplasia de pulmoén en

pacientes con un sindrome miasténico de Eaton-Lambert.
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|l. Anexos

Trabajo 1: Estudio de la incidencia de los canales de calcio tipo P/Q en la
degeneracidn cerebelosa paraneoplasica asociada al cancer de pulmon.

Trabajo 2: Estudio de los anticuerpos contra canales de potasio
presentes en pacientes con una encefalitis limbica.

Trabajo 3: El uso de un anticuerpo nuclear anti-glial como probable
marcador del cancer de pulmdn y como ayuda para el diagnéstico de los
sindromes neurolégicos paraneoplasicos.
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Trabajo 1: Estudio de la incidencia de los canales de calcio tipo P/Q en la
degeneracion cerebelosa paraneoplasica asociada al cancer de pulmon.

Este trabajo, se inici6 para evaluar la importancia de los anticuerpos contra
canales de calcio dependientes de voltaje (VGCC) tipo P/Q en un grupo de
pacientes con degeneracion cerebelosa paraneoplasica (DCP) con cancer de
pulmén, intentando:
- comparar la presencia clinica o electrofisiolégica de sindrome de
Eaton-Lambert (SMEL),
- las diferencias en el pronéstico clinico de pacientes con o sin
anticuerpos contra VGCC vy,
- evaluando la posibilidad de una sintesis intratecal de anticuerpos
contra VGCC
El estudio de estos anticuerpos contra VGCC se realizé tras la evidencia de que
en casos con DCP y cancer de pulmén no siempre se detectan los anticuerpos
antineuronales tipo Hu, u otros. Periféricamente, los anticuerpos contra VGCC
se encuentran en el SMEL, aunque si pudiesen acceder al SNC podrian estar
implicados en la fisiopatogenia de la DCP.
La participacion de este doctorando en este estudio fue de revisar las historias
clinicas recogidas a lo largo de afnos en el Hospital Clinic, controlando si se tenia
toda la informacion necesaria. En caso contrario, nos poniamos en contacto con
los médicos responsables del paciente o incluso con el propio paciente y/o
familiares para evaluar el prondstico clinico del mismo. Luego participe en la
escritura y revisiéon del articulo publicado.
Fue presentado como péster en la 127° Reunién de la Academia Americana de
Neurologia (ANA) en Nueva York, NY, U.S.A, en Octubre 2002. Fui premiada
con una de las 3 becas otorgadas para atender al congreso de entre mas de 300
abstracts seleccionados.
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but has been estimated to oceur 1 1:60,000 to
100,000 patients with cancer and has been found
most frequently in renal carcinema, neurchlastoma,
and malignant melanoma.'

Patients presenting with a regressing cerebral
mass lesion are diverse with ages ranging between 8
and 78, both sohtary and multiple lesions, and local-
1zation throughout the brain. Within this population
the differential diagnosis 12 broad. However, patients
with PCNL tend to be older, and recurrence 12 most
likely within 18 months: median duration of remis-
sion 18 7 months with a range of 1 to 54 months.
Chmieal and radiclogic features cannot defimtively
distingmsh PCNL from non-PCNL patients. Even
CR of the enhancing lesion does not confer diagnostic
certainty, because one of =i patients with a CR
proved to harbor a PCNL. However, prognosis is gen-
erally better in patients showing CR than in those
with PR, regardless of the ultimate diagnosis.
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P/Q type calcium-
channel antibodies in
paraneoplastic
cerebellar
degeneration with
lung cancer

Abstract—Raised levels of F/Q) type voltagegated calcium-channel (VGCC)
antibodies were found in 16 (41%) of 39 patients with paraneoplastic cerebel-
lar degeneration (PCD) and Hu antibodies were found in nine (23% ). Seven of
the 16 VGCC antibody-positive patients had Lambert—Eaton myasthenic ayn-
drome (LEMS). Seven of 15 C8F samples had VGECC antibodies, with evi-
dence of intrathecal synthesis in four, VGCC antibodies should be looked for
in PCT, even if there are no symptoms of LEMS, and may be related to the
cerebellar drefunction.
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The pathologic hallmark of paranecplastic cerebellar
degeneration (PCD) 15 subacute loss of Purkinje cells
of the cerebellum.! In this and other paraneoplastic
conditions, there are often serum and CSF antibod-
1es to antigens that are expressed by the tumor and
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also by the nervous eystem.* Patients with PCD and
amall cell lung carcinoma (SCLC) may have Hu anti-
bodies 1in serum and CSF, particularly if there 1s
clinieal evidence of neurclogie symptoms bevond the
cerebellum.® However, in a substantial number of
patients with PCD and SCLC, Hu or other antineu-
ronal antibodies are not detected, but antibodies to
P/Q type voltage-gated calcium channels (VGCC)
have been reported in some cases.2# VGOC antibod-
tes are typically associated with the Lambert—Eaton
myasthene syndrome (LEMS), but not all patients
with PCD and VGCC antibodies had clinieal evi-
dence of LEMS. VIZCC antibodies, in contrast to Hu
antihodies, bind to extracellular determinants and
alter VGCC expreasion, and 1if they are able to acceas
the CNS they could theoretically be directly respon-
aible for the cerebellar dysfunction in PCD.#4
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To clarify the chnical and pathologic relevance of
P/q type VGOC antibodies, we reviewed 39 patients
with PCD and lung cancer and locked for clinical and
electrophysiological evidence of LEMS. We compared
the pregnosis in VGCC  antibody-pesitive and
-negative cases and assessed mtrathecal synthesis of

VGCC antibodies.

Patients and methods. From our database, we selected
patients with the final diagnosis of PCD with lung cancer.
These patients presented with an isolated or clearly pre-
dominant cerebellar syndrome of unknown cause and had
either Hu antibodies or developed lung cancer. TTnlike pre-
vious worl,® we specifically excluded Hu-positive patients
who presented with ataxia but guickly developed symp-
torms beyond the cerebellum; the purpose was to exclude
casea of paraneoplastic encephalomyelitis that, in contrast
to PCD, almost always have Hu antibodies ! All patienta
were tested retrospectively for VGCU antibodies, and the
clinical features were compared between antibody-positive
and -negative patients (tahle).

Serum and CSF, when available, were evaluated for the
presance of antineurcnal antibodies by immunohistechermis-
try on frozen sections of rat cerebellum according to stan-
dardized techniques previously reported in  detail®
Antibodies to PAQ type VGCOC were analvzed in the Oxford
lahoratory, as previously described® using **l-w-CmTx-
VGCC extracted from human cerebellum. Sera, diluted 1:10,
were acreened using 25 pl, and all positive samples ware
titrated for accurate determination, CSF samples were
screened using 50 pL of undiluted CSF (with 2.5 pL normal
human serum as carrier) and diluted further if necessary.
C8F resulta were considered positive if preater than the
mean + 3 8D from 14 CSF from patients with degenerative
ataxias. Intrathecal synthesis of VGCC antibodies was caleu-
lated in paired samples of sernm and CSF by the formula:

CSF titer (pMimg CSF Ig(3:Serum titer (ph/mg serum 1gG)
CSF total IgG:SBeram total Ipgh

A walue higher than 1 was considered indicative of intra-
thecal synthesia,

Results, Thirty-nine patients (37 men, 2 women) ful-
filled the eriterin of PCD and had a median age of 63 years.
SCLC was diagnozed in 31 patients and other types of lung
cancer in five. One patient had x-ray features suggestive of
lung cancer, but histology could not be obtained. Two pa-
tients with no evidence of tumor were mcluded because
they were smokers and had Hu antibodies.

Only eight (20.56% ) patients had clinical featurea consis-
tent with LEMS isee table). One patient was VGCC
antibodv-negative at the time of diagnosis of ataxa, and 2
vears later he developed electromyographic (EMG) foa-
tures of LEMS (gerum waz not available at this time). In
the other seven patients, LEMS was present at the first
neurologic evaluation. An EMG was also performed in the
nine patients with pesitive VOGCOC antibodies without clin-
ical evidence of LEMS and was negative in all of them.
EMG was done specifically to rule out LEMS in five of the
nine patients. In the other four, the EMG repetitive stim-
ulation was not done, but the compound muscle action
potential was reported to be of normal amplitude.

Serum VGOC antibodiez were identified in 16 (41%)

Table Association between clinical characteristics and the
pressnce of anti-VGOC antibodies in 30 patisnts unth PCD

Anti-VGOC  Anti-VGCO

positive negative r
Characteristic (no= 16 in = 231 Walue
Median age, ¥ a3 &3 NS
Sex
Male 14 21 NS
Femala [u] 2
Hu antibodies
Positive a2 7 NS
Neagative 14 16
Cliniecal evidence of LEMS
Yes T £t 0,004
No <] 22
Rankin score at diagnosis
1-3 T o N
4-5 & 13
Unknown 1 1
Median time between 3 3 NS
PCD and tumor
diagnosis, mo
Tumor type
BCLCt 13 18 N8
non-SCLCT @ 3
X-rayt 1 o
No cancert a 2
Treatment of PCD
Tumor treatment * a o NS
immunotherapy
Immunotherapy 4 2
Nons 3 11
Unknown a I
PCD oubcome
Beatter (improvement =1 1 at N
point in Rankin score)
Btable (Rankin =3, 5 3
fallow-up = 6 mao)
Other iworse or stable 5 a
with Rankin =31
Unknown/not applicable 5 14
Madian survival, mo 12 10 NS

* Serum tested when patient did not have clinical svidence of
LEME.
t Tswo of the three patients were anti-Hu—positive,

VGOC = voltage-gated calcium channel: PCD = paraneoplastic
cerebellar degeneration; LEMS = Lambert—Eaton myasthenic
syndrome; SCLC = small cell lung carcinoma.

patients (median of positive titers 648 pbl/L; fipure). No
major differences were observed between patients with
and without VOCC antibodies excapt for the higher oceur-
rence of LEMS in the positive group (see table). In the
three patients with both PCD and LEMS who underwent
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Figure. Voltage-poted calcium channel (VGCC) antibody

levels in patients with paraneoplastic cerebellar degenera-
tion and lung cancer. The serum velues relate to the left
verticel axis and the CSF values o the right vertical axis.

immunotherapy, there was improvement in the LEMS
without anv apparent beneficial effect on PCD,

Paired serum/CSF samples were available in 15 pa-
tients. Pogitive CSF VGCC antibodies were found in seven
(47%) of these, with a median titer of 81 pM/L (see figure).
Meoasurement of CSFserum VGCC antibodwIpG ratios
wag performed in these seven patienta; four had values =1
(range, 1.5 to 4.8), compatibla with intrathecal symthesis of
the antibody.

Discussion. VGCC antibodies were present i 41%
of patients tested, including those without clinieal or
EMG features of LEMS, and were more frequent than
Hu antibodiea. This indicates that VGCOC antibodies
provide a more useful marker for PCD associated with
lung cancer than Hu antibodies. Mereover, VGCC anti-
bodies were found in the CSF and there was some
evidence of intrathecal synthesis; thus they could well
play a pathogenic role in the evolution of the disease.

The frequency of P/Q type VGCC antibodies in
patients with particular paraneoplastic neurologic
disorderzs 12 not clear. An 1mitial study found low
titers of VGCC antibodies in 40% of 70 patients with
different types of paraneoplastic neurclogie disor-
ders.” By contrast, other studiea suggest that VGCC
antibodies are found only 1 patients with either
LEMS or PCD with BCLC and in some of those with
paraneoplastic encephalomyelitis and Hu antibod-
1es.28 In the latter group, the ineidence of VGCC
antibodies 1s less than 13%,2* whereas in patients
with PCD and lung cancer without Hu antibodies,
the frequency of VGCC antibodies in the current and
previous study® was higher than 36%. Therefore,
VGOC antibodies represent the mesat useful antibody
as a marker of lung cancer asscciated with PCD.
Because some of the patients with VGCC antibodies
did not have either chinical or EMG evidence of
LEMS, this antiboedy should be locked for regardless
of the presence of LEMS.

VGCC antibodiea are known to be pathogemie in
LEMS® The absence of LEMS in some PCD patients
with high titers of VGCC antibodies 1a, therefore,

768 NEURCLOGY 50 September (1 of ) 2002

surprising. [t may be that the speaficity of the anti-
bodies differs from those in patients with typical
LEMS; for instance, it 1= possible that the antibodies
bind to intracellular epitopes that are not expressed
on the cell surface. This will require further investi-
gation. Alternatively, the motor nerve terminal may
be able to upregulate other subtypes of VGCC to
overcome the peripheral dyafunction Some evidence
of modulation of VGCC expression has already been
demonstrated in model systems.®

Finally, our results suggest that the VGCC antibod-
1es can gain access to the CNS and could, therefore,
bind to the P type VGCOC on Purkinje cells* Con-
veraely, we failled to show a better responsze to treat-
ment 1n antibody-positive patients, and, as described mn
a previous report,” PCD did not improve in our pa-
tients whose LEMS got hetter after treatment. It may
be that the Purlame cells have already been irrevers-
ibly damaged by the VGCC antibodies or that the im-
munotherapies used were unable to remove the
antibodies from the CSF. We cannot exclude the pres-
ence of other coexdsting immune mechamsams, eg.. cy-

totoxic T cells, that are responsible for the cerebellar
dysfunction and that the VGCC antibodies, like Hu

antibodies, are a secondary marker.

Acknowledgment

The authors thank all the neurnlogists whe provided clinieal infor-
mation of their patients,

Heferences

1. Dalmau J, Gultekin HS, Posner JB. Paraneoplastic neurolagic
syndmm.es ps.thogenasls and physiopathelogy, Brain Pathol
100000: 276254,

2, Mason WP, Graus F, Lang B, et al. Small-cell lung cancer,
paransoplastic carebe]la.r degeneration and the Lambert—
Eaton myasthenic s . Brain 1907;120:1279-1300.

3. Voltz RA, Carpentier AF, Rosenfald MR, Pazner JB, Dalman
J. Pi) type voltage-gated ealeium channel antibodies in para-
necplastic disorders of the contral nervous system, Muesels
MNerve 1900,22:110-122,

4 Hillman D, Chen 5, Aung TT, Cherksey B, Sugimori M,
Llinds RR. Localization of P-type caleium channels in the
central nervous system. Proc Natl Acad Sei USA 1991:88:
TOTG-TOa0.

5. Graus F, Dalman J, Valldericla F. et al. Immunelogical char-
acterization of a neural antibody lanti-Tr) asecciated with
paranecplastic cerebellar degeneration and Hodglin's disease,
J Neuroimmunol 1907;74:55-61.

@, Motomura M, Johnston I, Lang B, Vincent A, Newsom-Davis
J. An improved diagnestic assay for Lambert—-Eaton myas-
thenmie syndrome, J Neurol Meurcsurg Psychiatry 1905,58:
H5-—87.

7. Lennon VA, Eryzer TJd, Griesmann GE, et al. Caleium-channel
antibodies in the Lambert-Eaton syndrome and other paraneo-
plastic syndromes. N Engl J Med 1995:332:1487-1474.

8 Lang B, Newsom-Davie J. Immunopathology of the Lambert—
Eaton myasthenic syndrome. Springer Semin Immunepathol
1996;17T:3-16.

o, Pints A, Gillard S, Masz F, et al Human autoantibodies spe-
cific for the alphalA caldum channel subunit reduce both
P-type and G-type caleium currents in cerebellar neurons.
Proc Matl Acad Sc UUSA 1998:95:8328-8333,

10. Blumenfeld AM, Recht LD, Chad DA, De(iorlami U, Griffin
T, Jeackle EA. Coexistence of Lambert-Eaton myasthenic
syndrome and subaoute cersbellar degeneration: differential
effects of treatment. Neurology 1991:41:1822- 1885,

219



Pozo Rosich, P

220



Pozo Rosich, P

Anexo Il

Trabajo 2: Estudio de los anticuerpos contra canales de potasio presentes
en pacientes con una encefalitis limbica.

Este trabajo, fue pensado para comparar los casos de encefalitis limbica en los
que se conocia la presencia de una neoplasia, a la que se le atribuia ser la
causante de la encefalitis y, aquellos casos idiopaticos. Hasta un 50% de los
pacientes con encefalitis limbica y cancer de pulmdn de célula pequena tienen
anticuerpos anti-Hu. El resto de pacientes, aquellos sin anticuerpos anti-Hu no
desarrollan sintomas fuera del sistema limbico y mejoran con tratamiento contra
el cancer. Estudiamos la presencia en suero y liquido cefalorraquideo de
anticuerpos contra VGKC.
Con esto los objetivos eran de establecer si la presencia de anticuerpos contra
VGKC estaba asociada a:

- caracteristicas clinicas determinadas

- una respuesta concreta al tratamiento con inmunosupresores.
La participacion de este doctorando en este estudio fue de revisar las historias
clinicas recogidas a lo largo de afnos en el Hospital Clinic, asegurandose que se
tuviese toda la informacion necesaria. En caso contrario, nos poniamos en
contacto con los médicos responsables del paciente o incluso con el propio
paciente y/o familiares para evaluar el prondstico clinico del mismo. Participando
mas tarde, en el andlisis de los anticuerpos contra VGKC. Aprendiendo y
realizando la técnica en el laboratorio de la Dra. Vincent en la Universidad de
Oxford, con la ayuda de Linda Clover. Escribiendo, finalmente, el articulo de
forma conjunta, utilizando los datos clinicos y hallazgos basicos.
Fue presentado como comunicacién oral en la 13° Reunién de la Sociedad
Europea de Neurologia en Istanbul, Turquia, en Junio 2003. Recibi una beca de
viaje para atender el Congreso de la Sociedad Europea de Neurologia (ENS).
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. M63V is completely conserved among mammals,
and it can be found down the evolution scale
until invertebrates such as Drosophita melano-
gaster, although it is not conserved among lower
eukaryotes and prokaryotes. This significant de-
gree of conservation of M63 sugpests thar ics
substitution by valine may lead to impairment of
complex I activiry.

. The mumtion was not present in a larpe series of
150 individuals from the same genetic back-
ground.

. Biochemical studies in muscle and in a transmi-
tochondrial cell line harboring homoplasmic lev-
els of mutant miDMNA showed a specific alter-
ation of complex [ activity establishing a link
between the murtation and the biochemical phe-
notype.

These findings suggest that mitochondrial ND genes
should be studied in patients with marernally inherited
or sporadic BSM and dystonia, particularly if complex I
deficiency is demonstrated.
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Voltage-Gated Potassium
Channel Antibodies in
Limbic Encephalitis

Patricia Pozo-Resich, MD,'* Linda Clover, BSe,!

Alben Saiz, MD,* Angela Vincenr, FRCPath,'
and Francesc Graus, MD?

We found voltage-gated potassium channel (VGKC) an-
tibodies in 4 of 15 patients with limbic fn(tpl’laliti& {LE).
Two patients with idiopathic LE had high VGKC anti-
body levels (>8(0phl; controls <100ph), that fell in
parallel with a clinical response to immunotherapy. Two
patients with lower VGKC antibodies (170pM, 300pM)
had lung cancer iradiological evidence only in one) and
the LE improved with immunotherapy in one. The other
11 patients without VGKC antibodies had parancoplastic
LE and eight onconeural antibodies (Hu in 6; Ma2 in 2.
VGKC antibodics do not unambigueusly discriminate be-
tween idiopathic or parancoplastic LE but probably indi-
catc a good responsc to immunotherapy.

Ann Meurol 2003;54:530-533

Limbic encephalitis (LE) is a paraneoplastic neurologi-
cal svndrome often associated with small cell lung car-
cinoma (SCLC) and more rarely with testicular, breast,
and other tumors (reviewed by Gultekin and col-
leagues'). LE causes short-term memory loss, seizures,
confusion, and behavioral changes. The magnetic reso-
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nance imaging (MRI) scan usually shows hyperintense
T2 lesions that involve both hippocampus and amyg-
dala and reflect the pathological changes of inflamma-
tory infiltrates and neuronal loss found at postmor-
tem.'? As in other paraneoplastic neurological
syndromes, LE occasionally has been observed in pa-
n'enacs without cancer even after many yvears of follow-
up.™?

Up to 50% of patients with LE and SCLC have Hu
antibodies.” Hu antibady—negarive LE parients usually
do not develop symproms beyond the limbic system
and appear to improve more often after treatment of
the cancer than those who have Hu antibodies,” sug-
gesting thar the pathopenesis of the LE in both groups
could be different. Recently, anribodies to voltage-
gated potassium channels (VGKCs), thar probably play
a pathogenic role in neuromyoronia,”” were described
in three patients with LE, two of them without tumor
and one assoclated with thymoma. MNeurological symp-
toms improved contemporaneous with a reduction in
the VGKC antibody levels.®®

This cbservation lead us to analyze the presence of
VGEC antibodies in a series of paraneoplastic and id-
iopathic LE patients to determine whether thess anti-
bodies are frequent, and associated with particular clin-
ical fearures or response o immunosuppressive
treatment.

Patients and Methods

We selecred parients from those whose seum was senr w
one of us (F.G.) for the detection of onconeural antibodies,
and who mer the following diagnastc criteria: subacute on-
set, in days or weeks, of severe short-term memory loss, sei-
zures or hehavioral changes, abnormal MRI with bilateral,
usually asymmetric, noncontrast enhancing, hyperintense T2
lesions in the hippm:am.pu.s, mnjrgda.lu.. or other areas of the
limbic sVELEm, and exclusion of other porcn[ia“}' |:Drll'-usin.1_:_T
diagnosis. LE was considered parancoplastic if 2 tumor was
diagnosed in the follow-up period or if the onconcural anti-
bodies were positive. Idiopathic LE was defined as the ab-
sence of onconeural anribodies and no evidence of tumer
after at least 3 years.

Serum and ocrcbrospjnal fuid (CSF), when available, were
evaluated for the presence of onconeural antibodies by im-
munehistochemistry on frozen sections of rat cerehellum ac-
cording to standardized techniques previously reporeed.'®
Antibodies o VGKC were analyzed as previously de-
scribed®” using "*'l--dendrooxin-VGKC excracted from
rabbit cortex. Serum or CSF samples were screened, blind o
the clinical derails, and all positive samples were titrated for
accurate determination. The results were the mean values of
v independent determinations, Curoff values were 100ph
for serum and 10pM for CSE.

Results

We identified 15 patients with LE (Table). Patients
usually presented short-term memory loss and other
cognitive or psychiatric symproms. Seizures occurred in

nine and was the only symptom in one (Patient 13, see
Table, previously reported™). In one of the anti-Ma2—
positive patients (Patient 14, see Table), the predomi-
nant clinical symptoms retlected the involvement of
upper brainstem and diencephalon. !’

VGKC antibodies were derected in four parients.
Two patients had idiopathic LE with no tumor diag-
nosed after 5 and 3 years and showed the highest levels
of VGKC antibodies (992 and 810pM) with CSF
WGHKC antibody values of 6% and 52pM, respectively.
Both patients had clinical and MRI resolution of the
LE after three monthly cycles of intravenous immuno-
globulin (IVIG) (0.4gmfday > 5 days and methylpred-
nisolone (lgm/day »3 days). After initial improve-
ment, they received five bimonthly cycles of TVIG at
50% of the initial dose. At the end of these trearments,
neuropsychological studies showed mild shor-term
memory loss that did not interfers with normal life. LE
did not relapse and serum VGKC antibody determina-
tion was negative in the first patient and 474pM in the
second. CSF follow-up samples were not obtained.

The other twe VGKC-positive patients had paraneo-
plastic LE without onconeural antibodies. WVGKC an-
tibody levels were 170 and 300pM, respectively (CSF
samples were not available). The first patient had
SCLC that did not respond to chemotherapy. He had
a partial response of the LE after a single cycle of TVIG
and steroids, but 6 months later he had a clinical re-
lapse of the LE with enlargement of the MRI lesions at
the time of cancer progression. He made a remarkable
improvement again after treatment with pulses of
methylprednisolone (lgmiday > 5 days) which he
continues to receive. The VGEC antibodies were pos-
itive at the second relapse (118pM), bur no samples
were available at the time of the remission. The second
patient had a probable paraneoplastic LE. He showed
an increased tracer uptake in the mediastinum in the
positron emission tomography scan that was not histo-
logically confirmed. He was rreated with IVIG and ste-
roids without benefic, and he remained with severe
memory deficits and high VGKC antibody levels
(539pM) 22 months later. Tumor progression has not
been confirmed.

The other 11 patients, who were all negative for
WVGHKC antibodies, had paraneoplastic LE defined by
the presence of Hu antibodies and cancer in five pa-
tients, Hu antibodies withour cancer in one, and Ma2
antibodies and testicular cancer in two. Three patients
had lung cancer without onconeural antibodies (see
Table). Clinical improvement was not observed in
paraneoplastic LE patients without VGKC antibodies
except in the two patients with anti-MaZ2 antibodies
who responded to IVIG as reported in previous se-
ries.'! In both patients, the anti-bMa2 riters remained
elevated despice clinical improvement.
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Table, Clinical and Immunclogical Characteristics of 15 Patients with LE

Survival
Taciene  Agel/Sex Dhagncsis Chnizal Features Cancer  Ancibody Treatment Chuccoms (o)
1 S Idispathic Shert-term memory loss, confusion, Mo WVGEC  IVIG + steroids Complees remission + &0
pq'\:hamol:ol: =EUNES eSleMJ
2 658 Idiopathic Shore-term memory loss, confusion, Mo VGKC  IVIG + sewids  Complere remission + 36
Pﬁy\:horuom: sEures [gggpfdl
3 4TI I"amn.mpJastic Short-term wiemory loss, confusion,  SCLC VGKC  IVIG + seeroids” Rx_*JaP;in.g-remitti ng +10n
generﬂiud sEUres {1708
4 ariM '|'fa|:am:'-c-l:!-l::|sn.<I> Shere-term memory loss, psychomo-  Lung® WG IVIG + seeraids Mo improvement +212
tor seinires (300pM)
i 608 Pamneoplstc  Short-term memory loss, generalized  SCLC Mome  Mane Mo evaluable 3
ssizures
& 6148 Paraneoplastic  Shore-term memory loss, confusion  SCLC Mone  Mone Mo improvement
7 A I".1raun.u:‘:-l:ﬂ.'lsri.cl> OEE-ETM Wemary loss, confusion ]_l:m.g‘:I Meome VTG Ma impr\:n.-cmenr +15
a T4 I’a:ﬂneopl:sric Shert-term miemary loss, confusion  Mone Hu Mane Losc te .Fol]mv-up 1
9 G/ Parancoplastic  Shere-term memory loss, confusicn,  SCLC Hu  Mane Mo improvement 5
focal status epilepricus
10 5M  Parancoplstc  Conbusion,” focal and generalized SCLC Hu Steroids + oyelo- Mo improvement a
seatus epilepticus phesphamide
11 BILNT | Pﬂr:neopJasric Shart-term miemory loss, confusion,  SCLC Hu Mane Ptogn-_-uicm to PEM 4
focal status epilepricus
12 4%M  Taraneoplasts Ceonfusion” Prostate Hu Mane Progression o PEM 2
13 G0 Parancoplastic  [solased Focal and generalived sci- SCLC Hu  Chemotherapy LE srable 3l
Tures
14 26/6 Parneoplastic  Confusion, supranuclear vertical gare Seminoma MaZ Ch[g‘?[gdwrapy +  Complets remission + 36
resis
15 i I"al:anmphstic Shfr:-mrm memary loss, confusion Seminoma Ma2 IVIG + seeroids Parcial remission +15%5

:Swmi.ds alone at second relapse.

Probably paraneoplastic.

“Positron emission tomography endence anly.
IMNon-SCLC diagnosed 5 pears before LE.
“The presence ;%110 1

admission and autopsy confirmed the LE and tumer.

status epilepricus or severe confusion prevented a formal evaluanon of shore-term memory. Both patients died shordy after

SCLC = small cell lung cancer; LE = limbic encephalins; VGEC = voltage-gated pomssium channel; IVIG = intravenous immune globuling

PEM = paraneoplistc encephalomyelios.

Discussion
In this study, VGKC antibodies were observed in four
patients with idiopathic or paraneoplastic LE. None of
the paraneoplastic LE with onconeural antibodies had
concomitant VGKC antibodies. Cur data suggest thar
WVGKC antibodies are relatively common in LE, are
not always associated with cancer, and may predict a
particular syndrome that responds to immunosuppres-
sor therapies. Improvement after immunotherapy wich-
out meatment of the underlying tumor is rare in para-
neophstic LE associated with onconeural antibodies.'
In the LE with VGKC antibodies, the clinical im-
provement appears to be associated with a substantial
decrease in the antibody level, suggesting this type of
LE may be antibody mediated.” The remission of clin-
ical symptoms after treatment implies that VGKC an-
tibodies, if pathogenic, do not cause irreversible neuro-
nal damage. In concrast, other probable antibody-
mediated central nervous system disorders such as the
paraneoplastic cerebellar depeneration associated with
antibodies to VGCC!'* " or to the metabotropic glu-
tamate receptor type 1'® cause substantial neuronal
loss.

Whether the antibody level predicts the response of
the LE o the treatment is currenily unclear. The high
levels of VGKC antibodies found in LE patients com-

532 Anpals of Nearology Vol 54 Mo 4 Owcrober 2003

pared with those with neuromyotonia™ may be why
these antibodies cross the blood—brain barrier, reach
the hippocampus, and cause the LE. A wvalue of
4,005pM was found in a recent patient who also re-
sponded to immunotcherapy.” Similarly, in stiff-person
syndrome, a disorder caused by dysfunction of spinal
GABAergic circuits that respond to IVIG, very high
levels of glummic acid decarboxylase (GAD) antibodies
are present.® However, the antibady level alone is un-
likely to be sufficient 1o account for the clinical syn-
drome. Patients with polyendocrine syndromes may
also have high titers of GAD antibodies and never de-
velop a stiff-person syndrome,” and VGCC antibody
levels in patients with paraneoplastic cerebellar degen-
eration are similar o those wich LEMS.

The two patients with less high VGKC antibodies
had paraneoplastic LE and did not respond so well to
the immunotherapy. It appears that presumed
immune-mediated syndromes such as opsoclonus my-
oclonus'® or Lamber—Faton myasthenic syndrome'®
usually respond less well to immunological therapies
when the syndrome is associated with cancer. In both
climical settings, effective treatment of the cancer is
important to improve the neurological disorder. In
our two patients, the treatment of the rumor failed in
one case and was not given in the other, and chis
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therapeuric aspect may explin the worse response to
the immunotherapy compared with patients with id-
iopathic LE.

An intriguing aspect is why patients with LE and
VGEKC anribodies do not present clinical fearures of
neuromyotonia or involvement of other areas of the
central nervous system where VGKCs are also ex-
pressed. VGECs are formed of different subunits that
are distributed in different proportions in the nervous
systemn.”® The antibodies bind strongly o Kv 1.1 and
1.2 subtypes of VGKC, which are expressed widely in
the brain, particularly in the hippocampus® It may be
that neurons of the hippocampus are more sensitive to
effects of these antibodies or that the antibodies had an
easier access to this area because the blood—brain bar-
rier is more leaky thers. Future postmortem studies
and experimental models should clarify these issues.

In conclusion, our study supports the need to detect
VGKC antibodies, along with onconeural antibodies,
in patients with a clinical picture suggestive of LE. The
presence of VGKC antibodies does not unambiguously
discriminate between paraneoplastic or idiopathic LE
but probably predicts a good response to immunother-
apy. Currenty, plasmapheresis, [VIG, steroids, or a
combination of these treatments have proved effective.
Larger studies are required to determine the frequency
of these antibodies in idiopathic and paraneoplastic LE
and the optimal treatment regimens.

This study was supported by a prant from Generalitar de Catalunya,
Spain (20015GE 00387, F.G)

We thank all the neurologists who provided clinical information
about their patients.
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Anexo lll

Trabajo 3: El uso de un anticuerpo nuclear anti-glial como probable
marcador del cancer de pulmén y como ayuda para el diagndstico de los

sindromes neurolégicos paraneoplasicos.

La participacién de este doctorando en este estudio fue la de ayudar a analizar,
junto a Mercé Bonastre, los AGNA mediante técnicas de inmunohistoquimica,
sin tomar parte en la realizacion de los inmunoblots, participando en la revision
de estos posteriormente. Asi mismo, revisando las historias clinicas recogidas a
lo largo de anos en el Hospital Clinic, controlando si se tenia toda la informacion
necesaria; participando mas tarde en la revision del articulo publicado.

Fue presentado como comunicacién oral en la 142 Reunion de la Sociedad
Europea de Neurologia en Barcelona, Espania, en Junio 2004. Recibi6 el Premio
de la Sociedad Europea de Neurologia (ENS); ademas de una beca de viaje

para atender el 15° Congreso de la ENS en Viena, Austria en Junio 2005.
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Abstract

We deseribe a new antibody, called anti-ghial nuclear antibody (AGNA), m patients with paransoplastic nsumlogical syndromes
(PNS) and smallcell lung caminoma (SCLC), AGMA was initally identified in 24 sem of owr archives by immunohistochemistry
on rat cerebellum. AGMA positive sem showed a characteristic nuclear staining of the Berpmmn glia i the Purkinje cell layer
Immumohlots and probing a cerebellar expression libmry with AGNA sera did not identify the antigen. Twenty of the 24 patients
with AGMA had PNS and all bt vwo had lung cancer. AGNA was identified in 13/113 (11.5%) patients with SCLC compared
with 07122 with other types of cancer (p<0.0001), The frequency of AGNA was not higher than expected for the prsence of
SCLC in the different PNS sublypes except in LEMS (p=00002), AGNA was present in 13/30 @3%) of LEMS patients with
SCLC, compared with 0719 of LEMS patients withouwt cancer (p=0.0006) We condude that the recognition of AGNA is
helpful since this amtibody s found in PNS associated with SCLC, particularly LEMS, in which other oncmneural antibodiss are
absent,

0 2005 Elsevier BV, All rights reserved,

Keywords: Parneoplasfic noumlogical syndromes; Lung cancer; Autoantibody

1. Introduction neoplastic neurclogical syndromes (PNS), sometimes
harbor antibodies against neural antigens that have not
The detection of onconeural antibodies has been previously been recognized as associated with PNS (Gure

wvery useful in helping to define the paraneoplastic et al, 2000). When this happens, it is imporant first o
eticlogy of a given newological syndrome, Onconeural esmblish whether the antibody s related o the presence
antibodies are detected in many lsboratories by screen- of a specific type of cancer. and second to investigate
ing of sera on frozen sections of rat or mouse whether the antibody is associated with a particular PNS,
cerebellum (Moll et al, 1995, Vincent et al, 1998). Even if the antibody is not directly related o the immune

Positive immunoreactivities are usually confirmed by response that causes a PNS, it may indicate the presence
immunoblot of recombinant proteins or neuronal of an underlying cancer undiagnosed at the time of the
homogenates. antibody determination.
Sers from patients with small-cell lung ecarcinoma Here we describe a new antibody specificity, and
(SCLC), the most common mmor gssociated with para- show that it is a marker for SCLC. This mntibody
may  help in the dizgnosis of SCLCrelated PNS,
"+ Comesponding author, Tel: +34 932275414; fax: +34 932275783, particularly the Lambert- Eaton myasthenic syndrome
Emnil aelidrens: ferausficlinic.ub.es (F. Graus), (LEMS).

0165-5728/% - see front mater © 2005 Elsevier BV, All right reserved.
dai: 0. 1016 newroim 2005 03,020
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2. Methods
2.1 Patients

We retrieved from the archives of one of the
investigators (F() those samples which had shown
immunoreactivity restricted to the nuclei of the Berp-
manmn glia (Yamada and Watanabe, 2002} of the Purkinje
cell laver and to subpopulations of glial cell nuclei m
the white matter during routine immunehistochemistry of
rat cerebellum to detect onconeural antibodies, as
previously described (Fig. 1) (Graus et zl., 1997), The
reactivity was defined as anti-plial nuclear antibody
(AGNA),

To define the clinical associations with AGMNA, we
sudied the serum of 113 patients without PNS and
SCLC, 122 with other cancer types, and 19 with
idiopathic LEMS, defined by the absence of cancer after
at least 3 years of follow-up (O'Neill et al, 1988). To
ascertain the frequency of AGNA among different PNS
associated with SCLC, we reviewed the presence of
AGNA  immunoreactivity in 30 patients with paraneo-
plastic LEMS, 27 with paraneoplastic cerebellar depener-
ation (PCD), 10 with sensory neuropathy, 10 with
opsoclonus, and B with limbic encephalitis. All these
patients had definite SCLC, except six who had X-ray
evidence only of fung cancer. None of the sera harbor
anti-Hu, anti-Ri, anti-Zic4 (Bataller t al., 2004b) or other
associated antibodies that could obscure the presence of
AGNA immunoreactivity.
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Fig. 1. {A) Frozen soction of parsformaldehyde-fixed rat cenebelliom
immunoncacted with AGMNA positive serum. There is intense laheling of the
el of Bargmans glia in fe Purdkinge cell layer. {B) Higher ragnifics-
tions of e sane section incubated with AGNA. () Double beling study
showing that AGNA reacts with the noclei {rod) of Bergmann glia, which
are not lsbeled with NeuN a neuronal nucleus-specific momoelonal stibody
{green). Mote fhat NexMN labels the nuclei of granuler cells snd other
cerehellar neurens axcept Purkinje cells, a5 previously deseribed (Mullen et
al, 1992 Bar=38 pmn {A), 18 pm (B), and 24 pm (O) Sections
opunterataingd with hematoxylin in {A) and (B).
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2.2 AGNA immunahisiochen sty

AGN A immunorsactrvity was analyvzed by immunolis-
tochemistry (serum screening dilution 1:500; biotinylated
lgG from AGNA positive serum at 50 pg/ml) using an
avidin ~biotin technique on paraformaldehyde-fixed frozen
rat tissues or acetone-fixed human cerebellum as described
previously (Graus et al, 1997), To show if AGNA of
different patients recognized similar epitopes, rat cerebellar
sections were pre-incubated with undifuted normal serum,
an anti-Hu-positive serum, or AGNA-positive serum for 3 h
followed by a biotinvlated gl obtained from a positive
AGNA serum and developed with a standard avidin ~biotin
technique as described (Bernal et al,, 2003). To sudy if
there was AGNA mmunoresctivity in semples of SCLC,
paraffin sections were deparaffinised in xylene, rehvdrated
in alcohol, washed in tap water and heated for 2 min in a
pressure cooking oven in 0.1 M sodium citrate buffer (pH
6.0). After inhibition of endogenous peroxidase with 0.3%
Hs0y, sections were sequentially incubated with undiluted
normil human serum, biotimylated AGNA or control 1gG oin
10% normal human serum overnight at 4 *C, and developed
with the avidin-biotn immunoperoxidase technique (Ber-
nal et al., 2003),

For double-labeling experiments, frozen sections of rat
brain were simultaneously mcubated with a combination of
MeuM (dilution 1:200) mouse monoclonal (Chemicon,
Germany), a specific marker of neuronal nuclei (Mullen et
al., 1992), and biotmylated AGNA 1gG (1 :50) overnight at
4 °C. Thereafter, sections were incubated with & combina-
fion of fluorescein-conjugated horse anti-mouse antibody
(1:200) (Vector, Burlingame, CA) and rhodamine isothio-
cyvanate-conjugated avidin (1: 1000) (Sigma, St. Louis, MO)
for 2 h at room temperature, Optical sections and digitally
generated stereopairs were obtained using a Leica TCS 4D
confocel laser-scanning microscope.

2.3 Western blot analysis

Proteins extracted from tissue homogenates of human
cerebellar granule cells, frontal cortical neurons and white
matter, rat cerebelhim, and Hela and LAN-1 neuroblastoma
cell lines were separated by electrophoresis on a 4-12%
polvacrylamide gel, transferred to nitrocellulose paper and
subjected to standard Western blot procedures using an
avidin—-biotin method as described (Cunningham et al,
1986 Saiz et al, 1997),

2.4 Sereening of a cerebellar cDONA expression [ihrary

A Uni-ZAP XR Library (Stratagene, La Jolla, CA) from
human cerebellum was immunoscreenad with a pool of five
AUGMNA sera (each diluted 1:1000) as previously reported
(Bataller et al,, 20042), Several rounds of antibody screen-
ing were performed t© reach a vyield of 100% positive
plagues. Phage clones were subcloned using the in vivo
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Fig. 2. Frozen section paraformaldehyde-fined rat hippocampus double
lsheled with biotinylated AGNA IgG {red) and MeuN antibody (green). The
nucleus of one mouron coopress both antigens (yellow) whereas dw
nucleclus is enly labeled with AGNA. Bar=11 pm

phage rescue protocol (Stratagene, La Jolla, CA) and
sequenced.

To ascertain if positive clones were recognized by all five
AGNA sera of the pool, we prepared nitrocellulose filiers
with mixed phage plaques (30% of plaques from positive
clones and 50% from irrelevant clones). Filters were cut into
strips and incubated with each of the five AGNA sera or
control serum and developed by an avidin-biotin immunao-
peroxidase technique as described (Bataller et al, 2003).

3. Results
1. Diagnostic criteria of AGNA

By definition, AGNA was characterized by a highly
restricted, and easily recognized, reactivity against the
nuclei of Bergpmann plia of the rat cerebellum (Fig. 1).
Other cells of the cerebellum were negative except for
isolated glial nucler i the white matter. Double labeling
expeniments confirmed that the nuclei stained around the
Purkinje cells were those of glial rather than neurons of the
granular cell kayer (Fig. 1), The antibody-binding pattern in
rat cerebellum was abolished by preincubation with 16
(76:2%) of the 21 sera used in competitive nhibition
experiments. AGNA immunoreactivity was also reproduced
in mouse and human cerebellum.

3.2 Reactivity af AGNA in rar tissuwes and SCLC

In addition to the cerebellum immunoresctivity, AGNA
labeled a subgroup of glial muclei throughout the brain,
ependymal cells, and satellite cells of dorsal root ganglia.
Choroid plexus, endothelial cells and meninges were
negative. AGNA positive isolated newronal nuclei, defined
by the nuclear size and shape of the cell and immune
reaction with MNeuM antibody, were observed i corfex,
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hippocampus, basal ganglia, hypothalamus and upper
bramstem (Fig. 2} In some neuronal groups in the basal
forebrain and diencephalon, all nuclei were AGNA positive.
Unlike adult rat brain, AGMA lkbeled the majority of
neuronal noclei in the brain of early (P1 to P3) postnatal
rats. Systemic rat tssues (thymus, hmp, heart, stomach,
colon, liver, spleen, kidnev, and testis) probed with
biotinylated AGNA lgli were negative (data not shown).
A SCLC from a patient without PNS incubated with the
same antibody showed a strong immunoreactivity that was
abolished with preincubation with an AGNA positive serum
{Fig. 3).

3.3 Anvigen analysis

Immumoblots of different tissue homogenates probed
with several AGNA positive sera failed to produce a
common band to identify AGNA more precisely. Screening
of the cerebellar library produced 13 resctive clones coding
for eight proteins, Only two of them were brain specific and
Iocalize in the nucleus and none was recognized by more
than one AGNA serum,

34 Clinical and immunological associations of AGNA

AGNA was identified in 24 patients, 19 had SCLC, three
had radiological evidence of lung cancer, and two had no
cancer but one of them had LEMS with a follow-up of less
than a vear Thus, detection of this antibody was highly
predictive of a SCLC. Nine patients had LEMS, five PCD,
one of them also with LEMS (Mason et al,, 1997), three
sensory neuronopathy, two limbic encephalitis, and one

Fig. 3. Paraffin embeddad soctions of amalleell lmg carcinoma (SCLC)
immunoreactod with hiotinylated AGNA Igl The robust resctivity of the
hictinylated AGMA IgG (A) is abolished by preincubation with an AGNA
poaitive senun (B). Sections counerstined with hematoxylin
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sensorimotor neurcpathy. Four patients did not have a PNS.
Two of them had SCLC and one X-ray evidence of lung
cancer; the final neurological diapnoses were chemother-
apy-related sensory -neuropathy, disbetic neuropathy, and
undefined encephalopathy in the setting of widespread,
progressive, metastatic SCLC. The fourth patient had a
slowly progressive dementia and rheumatoid arthritis with
no evidence of cancer after 3 wears of follow-up,

To analyze the presence of intrathecal synthesis, rat
cerehellar sections were incubated with similar smounts of
g from paired serum and CSF of five AGNA-positive
patients (PCD: 2, LEMS: 2: non-PNS: 1). In four patients,
AGNA resctivity was lost in the CSF at 1gG concentrations
higher than that of the paired serum. In the fifth patient,
AGNA reactivity was fost at [p(i concentrations that were
half of the paired serum lgl concentration. These experi-
ments suggested that intrathecal synthesis of AGNA was not
a common feature in the population smdied.

Due to the observed assoctation with SCLC, we analyzed
the presence of AGNA in sera from 113 patients without
neurological disease and SCLC, and in 122 with other cancer
types. AGNA was only detected in 13 {11.5%) patients all of
them with SCLC (p <0,0001). To ascertain if the frequency
of AGNA in SCLC patients with PNS was higher than that
observed in SCLC patients without neurslogical disorders,
we reviewed the frequency of AGNA m patients with PNS
and SCLC. The analysis was restricted to those who did not
harbor other onconeural antibodies (Hu, Ri, Zicd) since their
presence conceals AGNA immunoreactivity, The results are
sumnuarized in the tble, Compared with the frequency of
AGNA in patients with isolated SCLC, 23 (27%) of 85
patients who had SCLC associated with a variety of PNS had
AGNA (p=0.009). However, the higher frequency of
AGNA in PNS was mainly due to the relative frequency of
LEMS patients (see below), while other PNS patients
showed a frequency of AGNA not different from that in
patients with SCLC alone (see Table 1), Interestingly, all five

Table 1

Froquemey of AGNA in patients with paraneoplastic newrological syn-
dromes {FNS) and small-cell hmg carcinoma (SCLC) without anti-Hu, Ri
ot Ficd mtibodics

Symdrome Number of patiens. AGNA (%) p value®
with P&
LEMS® 30 13 {433 0.0002
Cerebellar depeneraion 27 5 {185 034
Sensory neuropathy 10 3300 02
Opeeclonus it 0 00y 06D
Limbic encephalitis ] 1 (B4 026
Total PNS #5 13N
Mo FHS 113 13 {115

* Al syndromes compared with the series of SCLC without newselogical
diseane by the Fisher's exact test,

® Pamneoplastic LEMS patients wene eollected from theee laboratories
{JD, FG, AV); all fie other patients ane from the Barorlona datshase only.
Analyzis remains statistically significant {p =0.01) if enly the 23 parasan-
plastic LEMS patients (eight (35%) were AGNA positive) from e
Barcclons database are snalyzed.

patients with PCD and AGNA also had voltage-gated
calcium chamnel (VGOC) antibodies (Graus et al., 2002),

To ascertain if AGNA was linked to LEMS, rather than to
an associated SCLC, we analyzed the presence of AGNA in
49 patients with LEMS with or without SCLC. Thirteen of
the 30 (43%) LEMS patients with SCLC were positive for
AGNA, wheress none of the 19 LEMS patients without
cancer had AGNA {p=00006).

4, Discussion

This study describes a new antibody, designated as
AGNA, that may be helpful in the dinpnosis of PNS
msociated with SCLC, Some PMNS, like LEMS, are not
associated with onconeural antibodies and may also ocour in
the absence of cancer We show that AGNA is a pood
marker for the presence of an underlying SCLC and may
help to identify which patients with clinical features of
classical PNS (Graus et al, 2004), such as LEMS or PCD,
without anti-Hu or other wellcharacterized onconeural
antibodies, are at risk for the presence of a SCLC. However,
the presence of AGNA alone cannot be considered as
indication that the neurclogicel syndrome under study is
paraneoplastic becanse four (16.7%) of the 24 patients with
AGMNA had neurological dizgnoses other than well-defined
PNS (Graus et al,, 2004),

AGNA produces a characteristic immunoreactivity in
paraformaltdehy de-fixed rat cerebellum but it was not
detected by immunoblot The negative immunoblot and
unsuccessful attempt to define trget antigen(s) using a
cerebellar expression library suggest that the epitopes
recognized by AGNA may be conformational, a finding
also observed in anti-Tr antibodies of patients with PCD and
Hodgkin disease (Grous etal, 1997}, Until the identification
of the AGNA antipen(s), which will allow the unambiguous
dizgnosis of this antibody, the very characteristic immmuno-
histochemical patern shown in Fig. 1 mav be used o
identify AGNA.

In order to determine that the mmumohistochemical
pattern defined by AGNA represented immune reaction with
the same antigens we did an immunohistochemical com-
petition assay in which 76.2% of AGMNA sera completely
abrogeted the binding of biotinvlated AGNA IpG to
cerebellar sections. This finding indicates (1) that AGNA
positive sera probably recognize the same antigens, but (2)
they recognize more than one epitope, and (3) not all
epitopes are recognized, at least with the same intensity,
with all the AGNA sera. These data agree with those found
in other onconeural antibodies such as anti-Hu (Manley et
al, 19935; Graus et al., 1998),

The pattern of mmunoreactivity of AGNA in newborn
and adult rat bram has similarities with that of anti-CWV2,
also called CRMPS, aniibodies observed in patients with
various PMNS and SCLC (Honnorat et al,, 1996, Yu et al,
2001). Both antibodies recognize antigens which are widely

232



Pozo Rosich, P

170 E Grous of al f Jowrnal of Newrsiminolegy 165 (2005) 166 - 171

expressed in the developing nervous system and then down
regulated and expressed in the adult brain only in a
subpopulation of glial cells, oligodendrocytes in the case
of CV2 antibodies, and neurons, Other antigens that are
preferentiatly expressed at developmental stages have been
identified by serological analysis of expression cDNA
libraries derived from SCLC, using sera of SCLC patients
without PNS (CGure et al, 2000). Therefore, these devel-
opmentally regulated antigens seem highly immunogenic
when expressed in SCLC and the wigpered imnmne
regponse may associate with PNS in some cases.

We could not ascertain the coincident expression of
AGNA in SCLC patients with PNS and anti-Hu, Ri or
Zicd antibodies. This data will remain unknown until we
can determine AGNA by more specific methods. Even if
anti-Hu immunoreactivity, the most common antibody, is
elimimated from the immunchistochemistry assay with
preabsorption of sera with HuD), the high titers of anti-
Hu mitibodies usually required to absorb the sera at high
dilutions where AGMNA immunoveactivity may be lost,
Despite this drawback, our data suggest that immunity
against the AGNA antigen expressed in SCLC may not be
relevant in the pathogenesis of the associated PNS
because, except for patients with LEMS, the frequency
of AGNA in PNS is not higher than that in SCLC without
PNS.

The distribution of PNS associated with AGNA differs
from that seen with anti-Hu, anti-CV2CRMPS, or other
onconeural antibodies associated with SCLC and PNS in
that AGNA is overrepresented in LEMS {Yu et al, 2001;
Graus et zl., 2001). Alhough a few SCLC patients with
LEMS may harbor anti-Hu (Dropcho et al., 1989, Lucchi-
netti et al, 1998}, Ri (Pittock et al, 2004), CVZ/CRMPS
(Yu etal, 2001), or Zicd (Bataller et al., 2003) antibodies,
AGNA was detected in 43% of our series of LEMS and
SCLC. We do not think this figure was biased because
patients were selected by the presence of AGN A immunor-
eactivity without previous knowledge of the clinical
fezmires, Interestingly, all five patients with PCD, SCLC,
and AGNA also had anti- VGCC antibodies suggesting that
the immune responses to the mor antigens might be linked
in some way. However, the sbsence of AGNA in the serum
of patients with non-paraneoplastic LEMS sugpests that
AGNA is induced by the SCLC independently of WGCC
antibodies.
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