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2. Segundo estudio. Estudio longitudinal a cinco afios de una cohorte de
EMPP de poco tiempo de evolucién (EMPP temprana)

2.1. Resultados

Las caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes se muestran en la
TABLA VI-8.

TABLA VI-8. Caracteristicas clinicas y demogréaficas de los sujetos en
momento de iniciarse el estudio (en el momento basal)®

Caracteristicas clinicas y demogréaficas Pacientes N = 47 Controles N = 18
Edad (afios) 45,13 (10,66) 34,56 (5,79)
Sexo (humero de mujeres (%)) 19 (40,4%) 10 (55,6%)
Duracion de la enfermedad (afios) 3,38 (0,87) -
Pun'guaci()n ent!a escala del EDSS (puntuacion 4,5 (1,5:7,0) i
mediana (rango"))

z-TWT (z-score) -0,099 (1,22) -
z-NHPT (z-score) -2,25x107 (1,00) -
z-PASAT (z-score) 2,51x10° (1,00) -

a: Los resultados se expresan como media (desviacion estandar), a no ser que se especifique lo contrario; b: rango
expresado como: (minimo; maximo). Abreviaturas: EDSS: Expanded Disability Status Scale; z-NHPT: z-score del 9-
Hole Peg Test; z-PASAT: z-score del Paced Auditory Serial Addition Test, z-TWT: z-score correspondiente al Timed 25-
foot Walk Test.

Prediccién de la progresion clinica a los cinco anos

Durante el seguimiento, los pacientes mostraron un aumento significativo en su
discapacidad medida por el EDSS, el z-TWT y el z-NHPT (FIGURA VI-3,
TABLA VI-9).

La progresion en el EDSS se pudo predecir por los valores basales de
VLT2 (FIGURA VI-4), moda de MTR en SBAN y volumen porcentual de la
SBAN (TABLA VI-9). Sin embargo, cuando estas variables fueron incluidas de
forma conjunta en el mismo modelo de regresion, ninguna de ellas resulto ser

significativa.
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FIGURA VI-3. Evolucion del EDSS en el grupo de pacientes. Esta figura muestra los cambios en el EDSS en el
grupo de pacientes, desde el momento basal (mes 0) hasta el momento final del estudio (mes 60), a los 5 afos del
seguimiento. Los cambios fueron muy significativos (p<0,00005).

Los empeoramientos en el z-TWT se pudieron predecir por los valores
en el momento basal de VLT2, todos los parametros de MTR de la SG, media y
moda de MTR de la SBAN y los volumenes porcentuales de SG y SBAN
(p<0,001) (TABLA VI-10). Cuando estas variables se incluyeron juntas en el
mismo modelo, el VLT2, la moda de MTR en SG y el pico maximo asociado a
la moda de MTR en SG se asociaron significativamente con la progresion
(TABLA VI-11). El modelo final resultante, que también incluia el z-TWT en el
momento basal y la edad, explico el 91% de la varianza de la variable
dependiente (z-TWT a los cinco afios de seguimiento) (FIGURA VI-5). Este
porcentaje fue significativamente mayor que los porcentajes obtenidos en los
modelos en los que las variables de la RM habian sido incluidas

individualmente (desde el 68%, para el pico maximo asociado a la moda de
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MTR en SG, hasta el 80%, para el VLT2).

Ninguna de las medidas de resonancia magnética a nivel basal fue
capaz de predecir los cambios observados en z-NHPT y el z-PASAT a lo largo

de los cinco anos del estudio.
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TABLA VI-9. Datos clinicos de los pacientes, en el momento basal y a los
cinco afios de seguimiento

Momentos del estudio

Basal 5 afios

Cambio desde el momento basal

hasta los 5 aflos de seguimiento
a

Mediana (rango) Mediana (rango) p
Medidas
clinicas
EDSS 4,5 (1,5;7,0) 6,5 (1,5; 8,5) <0,00005
Momentos del estudio Cambio anual, desde el momento
N basal hasta los 5 afios de
Basal S afios seguimiento
Media (DE) Media (DE) CR (95%IC) pP
-0,215
z-TWT 7,71x10°7 (1,00) -1,451 (2,725) (:0,284: -0.022) 0,007
-0,096
z-NHPT -2,25x10°7 (1,00) 0,051 (1,145) (-0,132: -0,054) <0,0005
0,013
z-PASAT 2,51x1076 (1,00) 0,414 (1,159) 0,615

(-0,037; 0,064)

a: Test de Wilcoxon para datos apareados (Wilcoxon matched-pairs signed rank test); b: Modelo longitudinal.
Abreviaturas: CR (95%IC): coeficiente de regresion (expresado en unidades de z-score (de cambio)/afio) (95%
Intervalo de confianza), que representa el cambio anual de cada z-score; DE: desviacion estandar; EDSS: Expanded
Disability Status Scale; p: p valor; z-NHPT: z-score (valor normalizado) del Nine Hole Peg Test; z-PASAT: z-score
(valor normalizado) del Paced Auditory Serial Addition Test; z-TWT: z-score (valor normalizado) del Timed 25-foot Walk

Test.

Cambios en el EDSS (*)

I
20 40 60

Volumen de lesiones en T2 en el momento basal (mL)

{*) Los cambios en el EDSS estan medidos en ‘pasos’, desde el momento
basal hasta los 5 afios de seguimiento

|
80 100

FIGURA VI-4. Prediccién de los cambios en el EDSS a lo largo del estudio por el volumen de lesiones en T2 en
el momento basal. Esta figura muestra como el volumen de lesiones en T2 en el momento basal predice los cambios
en el EDSS (p=0,015). Este es un modelo inicial, en el que se incluye cada variable de RM de forma individual.
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TABLA VI-10. Resultados de los modelos de regresion iniciales, usados para
predecir la progresion en las variables clinicas -durante los cinco afios del
estudio- en un primer paso, incluyendo las variables de RM en el momento basal

de forma individual en cada modelo (hay un modelo para cada variable clinica)

MODELOS INICIALES (un modelo para cada variable clinica)

Parametros Variables clinicas (variable dependiente)®
de RM EDSS z-TWT z-NHPT z-PASAT
obtenidos
en el
OR b 2 CR c 2 CR c 2 CR c 2
momento | (gs0sic) P R™  (@swicy P R™ @swicy P R @swicy P R
1,03 -0,09 (- -0,01 (-
VLT2 (1,01; 0015 0,09 0,12; 00001 080 0,03; 0,080 0,77 - 0,131
0,05) -0,06) 0,002) )
: 0,61 1,52
M‘?'cli?lir?ese (0,36; 0,57 008 (090; 00001 076 - 0450 - - 0120 -
1,02) 2,14)
3,29
Moda de Yo
TR e e ) 0,255 - (1,81;  0,0001 0,74 - 0,293 - - 0,705 -
4,77)
Pico
maximo 858,12
asociado a - 0,154 - (381,44; 0,001 0,68 - 0,447 - - 0,263 -
la moda de 1334,81)
MTR en SG
Media de 0,58 2,15
MTR en (0,30; 0,093 0,07 (1,2; 0,0001 0,74 - 0371 - - 0,270 -
SBAN 1,1) 3,09)
Moda de 0,44 2,11
MTR en (0,21; 0,029 0,08 (1,13; 0,0001 0,73 - 0,407 - - 0,249 -
SBAN 0,92) 3,1)
Pico
;nsa;xclirggo a 266,4 (-
- 0,324 - 1,93; 0,052 0,56 - 0,952 - - 0,444 -
la moda de 534,72)
MTR en ’
SBAN
- 0,63
/LTI - 0,165 (0,28; 0,001 0,69 0,116 0,138 -
de SG - - - -
0,97)
. 0,78 0,70
gg'gg:,r\‘l (0,61; 0,037 0,08 (0,35 0,0001 0,71 - 0,183 - - 0,278
0,99) 1,05) -

a: Los modelos se crearon utilizando, como variable dependiente (una variable para cada modelo), los valores de la
variable clinica a los cinco afos de seguimiento, en el caso de los z-scores de TWT, NHPT y PASAT (z-TWT, z-NHPT
y z-PASAT), o bien los cambios en el EDSS medidos en ‘pasos’; b: Regresion logistica ordinal multiple (resultados
ajustados por edad y sexo); c: Regresién lineal multiple (resultados ajustados por edad, sexo y valores basales del z-
score que corresponda segln el modelo); d: Las unidades de las variables de RM son: ml, para VLT2; unidades
porcentuales, para media y moda de MTR; volimenes porcentuales (x1000) para el pico maximo asociado a la moda
de MTR; unidades porcentuales de volumen (%) para el volumen de SG y el volumen de SBAN; e: Los pardmetros
relacionados con el volumen tisular de SG o SBAN que se usaron para todos los modelos fueron las fracciones (%) de
volumen de SG y de SBAN. Abreviaturas: CR (95%IC): coeficiente de regresion (95% intervalo de confianza), que
indica la cantidad de cambio en la variable clinica (en unidades de z-score) por cada unidad de cambio en la variable
de RM (ver mas abajo); EDSS: Expanded Disability Status Scale; MTR: ratio de transferencia de magnetizacion, del
inglés Magnetization Transfer Ratio; OR (95%IC): Odds Ratio (95% intervalo de confianza); R®: cuadrado de R, que
indica la proporcion de la varianza de la variable dependiente que puede explicarse por el modelo; SBAN: sustancia
blanca de apariencia normal; SG: sustancia gris; VLT2: volumen de lesiones en T2; z-NHPT: valor normalizado (z-
score) del Nine Hole Peg Test; z-PASAT: valor normalizado (z-score) del Paced Auditory Serial Addition Test, z-TWT:
valor normalizado (z-score) del Timed 25-foot Walk Test.
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Valores predichos de z-TWT a los § afios

Valores observados de z-TWT a los § afos de seguimiento

FIGURA VI-5. Valores predichos versus valores observados del z-TWT a los 5 afios de seguimiento. Esta figura
representa la relacion entre los valores observados (eje de abscisas) y los valores predichos (eje de ordenadas) del z-
TWT, segun el modelo de regresion final de prediccion. Este modelo incluia pardmetros de RM (medidos en el
momento basal), como volumen de lesiones en T2 y dos parametros de MTR de la SG (moda de MTR y pico méaximo
asociado a la moda de MTR), asi como el valor de z-TWT en el momento basal y edad. El modelo explicaba en un 91%
la varianza de la variable dependiente (z-TWT a los 5 afios). Ver texto para méas detalles. Abreviaturas: MTR: ratio de
transferencia de magnetizacion, del inglés Magnetization Transfer Ratio; SG: sustancia gris; z-TWT: valor normalizado
del TWT, del inglés Timed 25-foot Walk Test.

Cambios concurrentes en la BM v en la clinica durante el periodo de estudio

En los pacientes, el VLT2 aumenté significativamente durante los cinco afos
del estudio. Todos los parametros de MTR (excepto el pico maximo asociado a
la moda de MTR, para la SG y para la SBAN) y los volumenes de SG y SBAN
(volumenes porcentuales) disminuyeron significativamente a lo largo del
seguimiento (TABLA VI-12). El VLT2 aument6 alrededor de 3 ml (IC [95%]: de
2,1 a 3,9; p <0,0001) cada afio. De las medidas de MTR, la media y la moda de
MTR en la SG experimentaron la mayor tasa de reduccién (RC: -0,384 y -0,235
por ano, respectivamente). De las medidas volumétricas, el volumen porcentual
de SG disminuyé mas que el volumen de SBAN (RC: -0,686 y -0,415 por ano,
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respectivamente). En los controles, ninguna de las medidas de RM cambi6 a lo
largo del seguimiento.

TABLA VI-11. Variables de RM que conforman el modelo final de
prediccidon del aumento de la discapacidad segun el TWT

) Parametros que reflejan la relacién entre las variables de RM y la
Variables de variable clinica TWT?
RM incluidas N

| del ici : nidades de
ene .mo elo Coef|C|er_1,tebde Intervalo de confianza coeficiente de o valor

final regresion al 95% L

regresion
unidades de

VLT2 -0,04 de -0,08 a -0,01 S TWT/ml p=0,007
Moda de MTR unidades de
en SG 1,73 de 0,53 a 2,93 2 TWT/pu p=0,007
Pico maximo
asociado ala unidades de
moda en SG 527,40 de 227,09 a 827,73 2 TWT/pv p=0,002
de MTR

Esta tabla muestra las variables de RM que conforman el modelo final de prediccion del aumento de la discapacidad
segun el TWT, a: La variable TWT (o z-TWT) que actiia como variable dependiente en el modelo final estd medida a
los cinco afos de seguimiento (ver texto para mas detalles); b: Coeficiente de regresion de cada variable de RM dentro
del modelo. Abreviaturas: ml: mililitros; MTR: ratio de transferencia de magnetizacion, del inglés Magnetization Transfer
Ratio; pu: unidad porcentual; pv: volumen porcentual; TWT: Timed 25-foot Walk Test; VLT2: volumen de lesiones en
T2; SG: sustancia gris; z-TWT: valor normalizado (z-score) del TWT original (en segundos).

En los pacientes, se hallaron las siguientes correlaciones:

a) Una mayor tasa de progresion, medida por el EDSS, el z-TWT, el z-
NHPT y el z-PASAT, se correlacioné significativamente con un aumento mas
pronunciado en el VLT2 (p<0,0005, p=0,001, p=0,009 y p=0,017,
respectivamente) (FIGURA VI-6).

b) Mayores deterioros en el z-TWT y el z-NHPT se correlacionaron con
mayores disminuciones en la media de MTR en SG (p=0,008 y p=0,043,

respectivamente).

c) Tasas mayores de deterioro en el z-NHPT y el z-PASAT se
correlacionaron con un ritmo mas rapido de reduccion de la moda de MTR en

SG (p=0,045 y p=0,016, respectivamente).
d) Un mayor empeoramiento en el z-NHPT se correlacioné con una
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reduccion mas pronunciada en la moda de MTR de la SBAN (p=0,025) (TABLA

VI-13).

TABLA VI-12. Cambios en las medias de RM a lo largo del periodo de

estudio
Pacientes Controles Pacientes
Parametros Tasa anual de Tasa anual de VS.
de RM* cambio p° cambio p° Controles
(95%IC) (95%IC) p
3,02
VLT2 (2,11;394) 20001 - ; -
Media de MTR -0,38 0,02
e 052-025) %" (004008 0% 0000
Moda de MTR -0,24 0,02
en SG (041:006 %% (005,009  *581 0015
Pico méaximo
asociado ala -0,0002 -0,0001
moda de MTR | (-0,0005;0,00002) °%®  (:0,0002;0,00004) %2+ 0820
en SG
Media de MTR -0,11 0,007
en SBAN (0,20;-001) %028 (-0,03; 0,05) 0,695 0,042
Moda de MTR -0,14 0,002
en SBAN (026,003 %1 (004005 093 0056
Pico maximo
asociado ala -0,0004 0,00006
modade MTR | (:0,001;00001) '3 (00003;00002) 70 000
en SBAN
Volumen® de -0,69 0,01
SG (0,96;-041) %000 (-0,1;0,12) 0834 00001
Volumen® de -0,42 0,08
SBAN (g2 -021)  °%%"  (oot;018 0086 00001

Esta tabla muestra los cambios en los parametros de RM a lo largo del periodo de estudio, en pacientes y controles, a:
Las unidades de las variables de RM son: ml, para VLT2; unidades porcentuales, para media y moda de MTR,;
volumenes porcentuales (x1000) para el pico maximo asociado a la moda de MTR; unidades porcentuales de volumen
(%) para el volumen de SG y el volumen de SBAN; b: Modelos longitudinales: andlisis de regresiéon de modelo mixto
(ver texto para mas detalles); c: Los parametros relacionados con el volumen tisular de SG o SBAN que se usaron para
todos los modelos fueron las fracciones (%) de volumen de SG y de SBAN. Abreviaturas: 95%IC: intervalo de confianza
al 95%; MTR: ratio de transferencia de magnetizacion, del inglés, Magnetization Transfer Ratio (ver texto para mas
detalles de los parametros de MTR); RM: resonancia magnética; SBAN: sustancia blanca de apariencia normal; SG:
sustancia gris; VLT2: volumen de lesiones en T2.
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Cambios predichos en el volumen de lesiones en T2, segln
los cambios en el EDSS
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FIGURA VI-6. Cambios predichos en el volumen de lesiones en T2 a lo largo del estudio, segun los cambios en
el EDSS en el mismo periodo de tiempo. Esta figura representa como se modificaria a lo largo del tiempo, segun el
modelo, el volumen de lesiones en T2 (en ml) en funcion de la evolucién clinica del paciente (medida por el EDSS).
Como puede observarse, aquellos pacientes con una peor evolucion clinica (linea en rojo) mostrarian un mayor
aumento de lesiones en T2 en el mismo periodo de tiempo (p<0,0005). Los valores de volumen de lesiones en T2 son
estimaciones hechas a partir del modelo estadistico longitudinal utilizado (analisis de regresion de modelo mixto, con el
parametro de RM como variable dependiente). Ver texto para mas detalles. Abreviaturas: EDSS: Expanded Disability
Status Scale.

Los resultados mas relevantes de este proyecto se exponen resumidos en la
TABLA VI-14.
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TABLA VI-13. Asociaciones entre los cambios en las variables de RM y los
cambios en las variables clinicas, a lo largo del periodo de estudio (cinco

afos)?
Variables clinicas
Variables de RM"
EDSS 2-TWT 2-NHPT 2-PASAT
Cl: 1,89 Cl: 0,48 Cl: 1,64 Cl: 1,41
(95%IC 0,91:  (95%IC-0,76;  (95%IC -2,87;  (95%IC -2,57;
VLT2 2,87) -0,19) -0,41) -0,26)
b <0,0005 p = 0,001 b = 0,009 b = 0,017
Cl:-0,05 CI:0,02 CI:0,06 CI: 0,04
. (95%IC -0,11;  (95%IC 0,004;  (95%IC 0,002;  (95%IC -0,02;
e dSeGMTR’ = 0,005) 0,03) 0,12) 0,09)
b 0,074 p = 0,008 b = 0,043 p=0,174
Cl:-0,06 CI: 0,02 C1:0,09 C1:0,09
(95%IC -0,12;  (95%IC -0,0004;  (95%IC 0,002;  (95%IC 0,02;
Hoes dg(g"TR' e 0,0004) 0,04) 0,18) 0,16)
p = 0,051 b = 0,055 b =0,045 b = 0,016
C1:0,02 CI: 0,01 CI:0,06 CI: 0,01
(95%IC -0,02;  (95%IC -0,0004;  (95%IC 0,007;  (95%IC -0,04;
MOdag; A en 0,06) 0,02) 0,11) 0,06)
p = 0,362 p = 0,058 p =0,025 b = 0,666

Esta tabla representa la asociacion entre los cambios anuales en los parametros de RM y los cambios en las variables
clinicas (EDSS o z-scores de los subtest del MSFC), a: Los resultados estan expresados en Cl (95%IC): coeficientes
de interaccion (95% intervalo de confianza); los coeficientes de interaccion son aquellos coeficientes obtenidos para
cada término de interaccion, a partir del modelo longitudinal empleado para cada variable de RM (andlisis de regresion
de modelo mixto — ver texto para mas detalles); cada Cl lleva asociado un p valor (p), que indica si la asociacion entre
los cambios en la variable de RM y los cambios clinicos son significativos (p<0,05) o no (p>0,05), Para mayor
comodidad, se han resaltado en negrita los valores de p que han resultado significativos; no mostramos los modelos en
los que la variable de RM no result6 estar significativamente asociada con ninguno de los cambios clinicos acontecidos
durante el mismo periodo de tiempo; b: Las unidades de las variables de RM son: ml, para VLT2; unidades
porcentuales, para media y moda de MTR. Abreviaturas: Cl: coeficiente de interaccion; EDSS: Expanded Disability
Status Scale; p: p valor; z-NHPT: valor normalizado (z-score) del Nine Hole Peg Test; z-PASAT: valor normalizado (z-
score) del Paced Auditory Serial Addition Test, z-TWT: valor normalizado (z-score) del Timed 25-foot Walk Test,
95%IC: Intervalo de Confianza al 95%.
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TABLA VI-14. Tabla resumen con los resultados mas relevantes del
segundo estudio

RESULTADOS MAS RELEVANTES

» EI'VLT2 y dos parametros de afectacion de la SBAN, la moda de
la MTR y el volumen de SBAN, obtenidos en el momento basal
predijeron por separado (mediante distintos modelos, uno para
cada variable de RM) el aumento de la discapacidad medida por
el EDSS a los cinco anos. Cuando los tres parametros se
pusieron juntos en el modelo estadistico, ninguno de los tres

predijo de forma independiente el aumento del EDSS.

» EI'VLT2 y dos parametros de MTR de la SG (moda y pico maximo
asociado a la moda) en el momento basal predijeron de forma
independiente (en el mismo modelo) el aumento de la
discapacidad medida por el TWT en los siguientes cinco afnos. Es
decir, una mayor carga lesional en el momento basal y unos
valores bajos de MTR de la SG (que traducen un mayor dano
tisular, una mayor desmielinizacion de la SG) también en el
momento basal predijeron de forma independiente el aumento de
la discapacidad medida por el TWT durante los cinco anos de
seguimiento. El modelo que combinaba estos tres parametros
explico el 91% de la varianza del aumento de discapacidad segun
el TWT, un porcentaje mucho mayor que ninguno de los
porcentajes obtenidos en los modelos que albergaban estos

parametros por separado.

> El ratio de progresion clinica a lo largo de los cinco afios se
correlacioné con el aumento del VLT2 y la disminucién (el
empeoramiento) de dos medidas de MTR de la SG (media y
moda) y una medida de MTR de la SBAN (moda) durante el
mismo periodo de tiempo.

Abreviaturas: EDSS: Expanded Disability Status Scale; MTR: ratio de transferencia de magnetizacion, del inglés
Magnetization Transfer Ratio; SBAN: sustancia blanca de apariencia normal; SG: sustancia gris; TWT: Timed 25-foot
walk test; VLT2: volumen de lesiones en T2.
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2.2. Relevancia de los resultados del segundo estudio

» Este trabajo representa el estudio de mayor seguimiento de una cohorte
de EMPP de diagnéstico precoz que ha sido estudiada de forma

integral, mediante técnicas convencionales de RM y mediante MTI.

» El abordaje global desde el punto de vista de la RM, en el que se
tengan en cuenta secuencias que estudien cada uno de los
compartimentos del SNC afectados en la enfermedad, parece ser
mucho mas eficaz que abordajes parciales, de cara a conocer el
sustrato anatomopatoldgico del aumento irreversible de la discapacidad
en la EMPP.

2.3. Limitaciones del segundo estudio

» Un relativamente bajo porcentaje (57%) de pacientes que habian
comenzado el estudio (47 pacientes) fue evaluado a los cinco afios (27
pacientes). Esto, sin embargo, no invalidaria necesariamente nuestros
resultados. Dado que es posible que los pacientes que no fueron
evaluados a los cinco anos fueran los mas discapacitados, si hubiesen
entrado en el estudio tal vez habrian ayudado a aumentar el rendimiento
de los modelos estadisticos que utilizamos para predecir el aumento de

la discapacidad.

» No estudiamos el dafio en la médula espinal, que, sin duda, contribuye
al aumento de la discapacidad en la EM en general y especialmente en
la EMPP.
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ABSTRACT

Objective To investigate whather T3 lesion losd and
magnetisation transfer ratie (MTR) in the narmal-
appearing white matter (NAWM| and grey matter (Gh)
at study entry are independent predictors of progréssion
and whether their changes corelate with the accmal of
disatiity, aver b years i early primary ogiessive
mublliple sclerosis. (PFPMS).

Methods Forty-seven patients with sarly PPMS and 18
healttry controls were recruited at basefine and invited 1o
attend clinical -monthly assessments for 3 years, and
after & years: Patients were scored on the Expanded
Disshility Status Scale and multiple sclenasis functional
composite sublests (75-foon tmed walk 1es1 (TWT),
ning-hole peq 1est and paced auditory serial addition
test), At each time pont, all sulbjects undarwent brain
MAI including T2-weighted. magnetisation transfer and
volumetnic sequences. T2 lesion load (TZLL), MTR
histogram parameters and volumes for MAWM and GM
were calculated. Statistical anafyses identifind pradictors
of progression and conelafions betwean MAI changes
and clinical changes over time.

Results Baselne T2LL and GM peak location and peak
height MTH were independent predictors of progressaon,
as measured by TWT; a modef including these three
pradictors explained 91% of the variance of the
progeession on TWT, a significantly higher percentage
than that obtained when the predictors weare modelied
individualy (B0%, 74% and GB%, respectively). A greater
progression rate correiated with a steepar increase in
TZLL and a faster dechne in GM mean and peak location
MTR.

Conclusions The combined assessment of both visible
white matter damage and GM involvement & usefl in
predicling progression in FPAMS.

INTRODUCTION

l‘rngrmmn in pdm:fy progressive mulnple scle-
1osis (FPMS5) varies widely among patients, but at
present, only a few tools provide modest prediction
of chinical outcome’ Among these toals, conven-
tional MRL including T2-weighted imaging, is
attractive, since it can be easily performal and
standardised across scanners, Although T2 lesion
load ar study entry did not pm:llcr. progression in
patients with established FPMS? ¥ ather features of
T2 lesions, such as their increase over a short period
of time, were reported to predict clinscal outcome
at a S-year follow-up,” sugpesting that T2 lesion
load may be relevant to determine disability, and,
therefore, progression. Whether T2 lesion load is
a predictor of disability ever a longer period in
patients with early FPMS has not been addressed.
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Another tool 15 magnetisation transber imagng
(MATT), which, although being dependent on the
charactenstics of scanmers and sequences, and
therefore lesc suitable for multicentre studies, has
a higher pathological specihcty than conventional
MRL The magnetisation transfer matio (MTR)
reflects demvelination and axonal loss, and can be
measured in normal-appearing  tiesue, that is
outside visible lesions.* We Found that In patients
with early PPMS, MTR of the normal-appearing
white matter (NAWM) and grev matter (GM) at
baseline were the best predictors of clinical
estcome at 1- and 3avear follow-up, mspectively”
Since MTR of GM predicred disability over a longsr
penod than that of MAWM and had, in addition,
a steeper rate of change over time” MTR of the
GM appears the more promising candidate for
predicting lonp-term progression in early FEMS.
Although not yet confirmed, it has been suggested
that GM  MTR abnormalities  meflect  axonal
damage” and, to a greater extent, demyelination,”
mainly within GM lesions,” ¥ since little is known
about pathological findings cutside GM lesions.”
Maoreover, GM lesions have been found o play an
important part in determining disability in other
farms of M5 Y These findings prompted inves-
tigation of the MTR of GM as a potential measure
to predice disability in PFMS.

We Inrpothesised that T2 lesion load and MTR of
the GM at study entry were independent predictors
of clinical progression over a S-vear follow-up in
carly FPBMS. We also assessed whether T2 lesion
load and MTR of the nomalappearing brain
carrelated with progression aver 5 years. We inves-
tigated the cahm uF patients with early FPMS
previously studied® © and in order to ensure that
the effect of the i |r.1:ba,g|n§ measures were indepen-
dent of brain atrophy, ™ ouer staristical anabyses
controlled for the HAWM and GM brain wolumes.
Clinical progression was measured by the expanded
dizablity status scale (ED553, " and since this
measurg is known to have limitations in eflecting
sccumulmion of disability over time,™ ** we also
vsed the subsets of the multiple sclerosis furctional
composite (MSFC)' which s potentially mere
sensitive to clinieal worsening, '

METHODS

Subjects

Fortysseven patiemts wath definite or probable
FEMSY within 5 years of symptom onset and 18
balthy contools (10 female, mean age 34,56 years,
range 37=52) were studied at baseline (see their
clinical and demographic charactenstics in table 1),
Al subjects were then invited for clinical and
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Tahle 1 Chncal and demographic charactenistics of subjects at the
study entry |masn (S0 unless cthanviza stated)

Clinieal and demegraghic

characinstice Patieats, N=47 Contrels, N=13
Ag 4513 [10.68) 3456 [5.79)
Gionder, fomale, N (&) 19 [4004%) 10 {55.8%)
Diseass dumbion 338 (0E738) -

Expander) Disabilty Stane Scale, 45 (1.5t T.0) -

misdian frngs]

Timud 5ot walk test razons 0o 1 2m -

Hina-hole pog et 1-stern 2wty -

Paced nudory sernl nddition test pacore  26110°% (1) -

radiological assesament at baselne and every 6 months Ffor
3 yeam, and again at 5 years. The mumber of individuals studied
at each time point is shown in supplementary table 1. Although
not all patients attended all time points, the use of linear mised
effect modeks allowed s 1o take into account all the clinical and
radiological data acquired at each time point for seatistical
analysis (see below), which comrected for the difference in age
between patients and controls.

Regarding the S-vear follow-up visit, 42 patients (16 female,
mean age 44,38 years, range 19—63) and 10 controls were
assessed. The reasons for not being assessed, in patients, wene:
death for causes unrelated to M5 (two cases) and withdrawal
Erom the study (three cases).

Mone of the patients was taking disease-modifying medica-
tion. Two patients had meceived a single course of intravenous
conticostemids for a deterioration of symptoms (twa males, who
received steroids ar three and bevween 3- and S-year follow-up,
respectively). Two patients were taking oral cotticosteroids
every 3 months (bwo males), One male patient took five courses
of mitoxantrone between the 3 and Sapear followup.

Clinical asseszments .

At every visit, patiénts were scored on the EDSS™ Where
possible, patients were also sconed on the MSFC subrests ['r-E. the
timed 25-foot walk test (TWT), the nine hole pcgu:sti
and the paced auditory serial addition test (FPASAT)) I At the
last foliow-up visit, the EDSS was obtained in person in 27
|.'|\at:|:|:1t9.i the EDES of the remaining 15 patients was assessed by
phane,™ since they were too disabled to undergo MRI and
declined the invitation to attend in person, The MSFC sooned
wete obtained in 26 patients (out of those 27 who artended their
last appointment).

Image acouisition and processing

At each time point, all subjects underwent the whaole brain

sequences described belowy, scquired veing & 15T CE Signa

scanner [General Electric Co, Miwaukee, Wisconsin). The
scanner was upgraded during the study, increasing the

maximum gradient strength from 22 mT o' 0 33 mT m!

and changing the imager software version from 53 1o 11,

1. Magnetisation teansfer (MT) dual echo spin-ccho sequence,
including D and T2-weighted images, acquired with and
without a MT Frmtuutkwn pulse 1o caleulate the MT ratio
(MTR) images, * T2 lesions were contoured, and T2 lesion
load (T2L1) and lesion masks weme obtained ™ GM and
HAWM MTR histograms were generated (bin wadth, 0.1
percentage unit (PUY); smoothing window, 0.3 PU), and the
histegram mean, peak location (PL) and peak height (FH)
were calculated ®

2. 3D wwersion prepared Fast spoiled gradient recall [FSPUR)
images. Segmentation was carried out using SPM2 (Statistical

LFL

Parametnc Mapping: Wellcome Depanment of Cognitive
Meurclogy), for consistency with previows studies n the same
patient cohort, For each tissue class, the output of the
alganthm is an image, whose voxel intensity represents the
probability (from 0 to 1} of belonging to that class. To obtain
binary masks for MAWM and GM, we et 4 threshold of 0.75
for the MAWM and CM map, meaning that only those vooels
with a 75% or higher llkelihood of being NAWM and GM,
respectively, were retained” ' In patients, binary lesion
masks were applied to the tissue probability maps 1o obtain
MAWM, lesions and GM maps. CM and NAWM valumes
were divided by the total intracranial volume (sum of GM,
MAWM, ledon and cerebrospinal fAuid wolumes), to obtain
normalsed volumes. These resulting volumes were mult-
plied by 100 to produce percentage CM and NAWM
Fractions.®

Statistical analysis
Analysiz was carned out using Stata %2 statistical software
{Stata-Comp),

Assassment of clinical progression over 5 years

T assess changes in EDSS over time, the EDGS scores at baseline
and at 5 years were compared using the Wilconon matched-pairs
signed rank test, given its non-normal distnbution. Changes in
EDISS scores from baseline to Sevear followsup were then
converted into stepe by considering | step change equal to 1
point increase for values of EDSS of 5.5 or lower, and o 0.5
increase for valves of E[DSS h.!gh:r than 5.5, as previously
described” ) this unequal step size helps to overcome the
intrinsic limitation of the EDSS in depicting real clinical changes
at different levels of the scale, To assess changes in z-scores over
time, scores of 180 and 300 & wene assigned to the TWT and
NHIT of patients who were unable to perform these tests ™
Then, all the MSFC subtests were transformed into 2-scares
{:-MHPT =TWT and z-PASAT), using our baseline sample as
reference, Finally, rather than perform paired t-tests which lose
data on patients not present at both baseline and fal follow-up,
changes over time wene assessed wsing linear mixed regression
models,? which maximise the efficient use of all available data.
In pam::ul:r each z-score recorded at each time poine and for
each subtest was used, in tuen, as the dependent variable, and
tirme was entered a3 the independent variable. ™

Prediction of clinical progression over § years
To identify predictors of progression, a multiple propomional
odds ordinal logistic regression was used for the EDSS, and
a multiple linear regression was used for the =TWT, z-NHFT
and =-PASAT The EDSS step changes and the =-score of each
MSFC subtest at 5 years were used as dependent vanables, and
age, gender, baseling z-sconss (where appropriate) and baseling
MRl measures were used as explanatory variables. To predict
progression on the z-TWT, data from those unable 1o walk at
baseline were excluded from the analysis, since their scoee ar
baseline would predict perfectly the score at 5 vears, as both
woitld be 1803

First, each MRI measure (le, MTR mean, FL and FH for CM
and MAWM, percentage of GM and NAWM fractions, T2 lesion
load) was entered smgly into the model. Second, to assess the
best MRI predictor of progression, the significant ML measires
were included together in a new regression model, and the
sipnificant variahles retained, although a comelation between the
MRI measures might contrbute to a possible loss of significant
association when they are put together into the model. Third, to
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assess the proportion of vanance of progression explitned by the
best MRI predictors {R*%100), Fnal models were created
considering only the MRI measures which were significant in
the previous step,

Concurrent MAI and clinical changes over & years

To make the most efficient use of the data points, and ta aveid
bias from ewluding subjects not present at both baseline and
Jyears, assoclations between clinical and MRI changes were
asseased using linear mixed longitudinal models,™ which esti-
mated rates of change using all of a subject’s available data
patnts, When the MRl measure was the response variable, and
‘group’ and time were the explinatory varlables, the group-
tune ntemction term cocfficient assessed the extent to which
the group variable was associated with rate of MRI change over
time, and estimated the difference in mtes between different
groups. ‘Croup’ vanables were both subject type and, within
patients only, clinical progression category. Additional explana-
tory variables wene age. pender and an additional indicator for
whether a data point was chserved before or after April 2004, 1o
adjust for a scanner upgrade at thar time.

T assess the correlations bevween MBI changes and clinical
changes over time, aimilar models were used in patients only,
but with clinical change and clinical % time interaction replacing
the subject terms. The EDSS clinical change variable had thres
categories: minimal progression (detetioration =05 steps, 13
patients), moderate progression (deterioration of 1-2.5 steps, 13
patients) and considerable progression {deterioration =3 steps,
165 patients). For MSEC components the continuous ¥ scores
wiere used.

Besiduals from the final models, in both prediction and
correlation analyses, were checked for normality and outliers,

RESULTS

Predictors of clinical progression over 5 years

Patients showed a significant increase in their disahility during the
follow-up, 3 measured by EDSS, =TWT and =-NHFT (rahle ).
Progression on the EDSS was predicred by TILL NAWM PL MTR
and percentage MAWM fraction measured at haseline (table 3).
However, when these variables were put topether into the same
regression mode] to assess the hest MRI predicor, none remained
significant,

Warsening on = TWT was predicted by T2LL all the G
MTR histogram parameters, NAWM mean and FL MTR, and
both percentages of GM and MAWM Factions (p<0001) (table
8). When these variables were modelled togecher, T20L OM FL
and FH MTR were significantly associated with progression
(T21L: Regression coefficient (RC, in = TWT unit/ml) ~(L.04,

95% Cl: =008 ro =0.00, p=0.007; FL: RC (z-TWT unit/pu) 1.73
=-TWT, 5% CL (.53 to .93, p=0.007; PH: RC (2-TWTumit/pv)
J37.4, 95% CI: 237.09 to 827,73, p=0002). The final resulting
madel, including, baseline T2LL GM FL and PH MTR, together
with z-TWT at baseline and age, explained 91% of the varance,
which was significantly higher than the percentages obtained
when the MR variables were modelled individually (from 65%
fior G4 PH MTR 1o B0 For T2LL) (Rigure 1),

Mone of the MRT measures predicred changes in the 2.MHET
and =-PASAT

Concurrent MR and clinical changes over 5 years
In patients, TILL significanthy increased over 5 years follow-up
and all the MTR histogram parameters (except G PH and
MAWSM I'H), and both percentages of G and NAWM fractions
significantly decreased (supplementary table 2). T2LL mcreased
by about 8 mi (95% C1 2.1 to 3.9, p=0.0001) every year. Of the
MTR measures, GM mean and PL MTR had the highest rate of
reduction (RC: — 00384 and —0 235 per year, respectively). OF the
volumetric measures, the percentage GM Fraction decreased
more than the percentage NAWM fraction (RC: 0,686 and
—0415 per year, respectively), In controls, none of the MRI
measures changed over time. The mies of changes in all MRIT
measures, except GM and MAWM FH and PL MTR, were
sipnificantly greater in patients than in controls (supplementary
table 2

[n patients, a greater progression tate, as measured by EDSS
z-TWT, =NHFT and z-PASAT, correlated significantly with
a steeper increase in T2LL (po0000S, p=0001, p=000% and
p=0.017, respectively). In addition, a greater decline in z-TWT and
z-MHFT comelated with a Faster rate of decline in GM mesn MTR
(p=0008 and p=00M43, respectively); a steeper reduction in
=-MNHFT and =-PASAT comrelated with a Faster rate of reduction in
GM PL MTR (p=0045 and p=0016, respectively). Finally,
a greater rate of decline in z-NHFT carrelated with a steeper
reduction in NAWM PL MTR (p=0035) (supplementary tahle 3),

DISCUSSION

In this study of early PEMS, we found evidence supporting the
hypothesis that T2LL and GM MTR were independent predic-
tors of the accumulation of disability, as measured by changes in
TWT, considered a more responsive clinical endpoint in FPMS
than the EDSS™ We found that T2LL and CM MTR had
complementary roles, since the model including them together
with age and TWT at haseline explained 91% of the vanance of
the progression (as measured by changes in TWT). This was
significantly higher than the percmtages obrained by TILL and
G MTR histogram pammeters alone. A possible explanation

Table 2 Cinxal data in patnts ot baselne and at & years’ follow-up, and climecal changes over time

Clinical me nsuras

Change fram baselise
Baseline median (rasge} Seyear median [rasge| o 5 years” follow-up, p*
Espandad Desabiity Smns Soxe 45 (15 m@ 70) E5 1.5 A5 0 00T
Yoaaly rate ol chasge, lno baseling to 5 yeors'
Tellaw-ap
Bassling mean (S0} Syear mean (50} RE [95% CI) pn Walue]
Timad 25-feot walk st -scom I BT ] -1.450 (2.725) —0.215 (- 0284 w —0.021) Qoa?
Mine-hoke peg test z-score 225107 {1l 0.O50 {1.745) 0L096 |-0L132 o - 0.054) <0.0005
Pacid audiedy sedal addion bl 2-6co0 25010°% (1) DL414 {1.159) 0013 (-0.037 1o 006 QE15
HE |95% C1), regression conlsent |gven as Facors ul changafysar) (95% Cl|, which repessnts the sawisl change o sach pscom.
*“Wilenon maichad-pairy signed rank. test
Tlivgtedng modd tton e lof futher dstnis).
J Newred Naumsurg Poyohatry 201 182423 —428. doutll. 1136 frnp 201 (UHKES0 Lrel
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for this Anding is that combining T2LL and G MTR provides
a comprehensive assessment of the visible damage occurring in
the white matter and of the becult' involvenent of the G
However, the nding of & significant role of T2LL in predicting
progression independently from the other MRI measures is in
contrast with the results of the MAGMIMS studies performed in
patients with well-established PPMS® * which reported that
baseline TILL did not predict progression after 5 and 10 years,
This may suggest the relevance of the T2LL to the accrual of
disability declines in the later stages of FPMS. A similar finding
has also been reparted in the 20-year follow-up study of patients
with relapes onset M5

With regard to the GM =, CM lesions are mostly
undetected on comventional images,” and so the damage in this
tissue compartment, which has been reported to be extensive,”
cannot be assessed with conventional scans. Lnstcadi MTI has
a higher histopathological specificity than T2 scans™ although
both nosmal-appearing GM  damage and CM lesions  may
contribute 1o the observed slmormal GM MTR. Our findings,
therefore, exvend the results of our Saéar follow-up study
performed in the same patlent cohom,” by highlighting the
relevance of G damage in determining disability, and therefore
long-term progression, in patients with eary FPMS. Due to the
method used ro segment the M rissue, both cortical CM MTR
and deep G MTR contributed to the final MTR values. Thus,
it iz plausible that structunes such as the thalamus, which is
known to be affected by atrophy in PEMS™ that correlates with
disability,™ play & role, in addition to the ¢ortical GM damage, in
contributing to progression, The prominent role of GM damage
in determining disability in FPMS has also been suggested by
other authars, who reported that GM damage quantified by
means of ditfusion tensor MR at study entry, was the best MR]
predictor of clinical progression over the following 5 vears.*

Angther important finding of our study was the strong
correlation between clinical progression and changes in T2 lesion
load and GM MTR over 5 vears, However, while T2 lesion load
changes correlated with clinical detedoration measured by all
the clinical scales, the GM MTR decline strongly correlated with
MSFC subtests decrease, and onby a trend was achieved for the
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comelation with EDSS changes. These findings highlight th:
higher sensitbvary of the MSFC in detecting clinical -:hingu
wiwen compared with the EDAS, and extend the results of the
10-vear MACNIMS study in patents wath FPMS, * which
showed that the TWT at baseline predicted clinical progression,
while EDSS did niot.

We also found that the T2 lesion load and CGM mean and FL
MTR showed dynamic changes over time in patients, and
distinguished berween patients and controls, in agreement with
previous reporta” * Also, rates of GM MTR changes over time
were higher than those of NAWM, suggesting that CM
pathology changed more rapidly than the HAWM. Snce
a similar result has been reported in patients with early
relapsing-remitting M5 one possible conclusion is that GM
abnormalities develop faster than NAWM changes in the early
stages of the discase.

We found that although NAWM MTR and percentage of
HAWM and GM Fractions predicted progression, especially I
this was measured by TWT, when they were entered individu-
ally into the model, they became non-significant when they
were modelled together and with the other MTR histogram
parameters, sugpesting that their rale is less imporant than that
of the T2 lesion load and the G damage. The presence of
strong comelations between the MR measures may well have
also contributed to the losz of cormelation when they were
comhined. However, a recent paper that brain and
spinal cord atrophy and GM MTR, when combined together,
correlated with EDSS in patients with PPMS, who had a mean
disease duration of 9.6 years™ suggesting thar the role of CNS
atrophy may be important if spinal cord atrophy is included,
especially when patients with well-established FPMS are studied.

From the clinical point of view, patients significanthy deteri-
arated over tire on all the EDSS, TWT and NHIT, sugpesting
that progression in this cohort of early PEMS mainly related 1o
the deterioration of maotar function. Interestingly; the two
MSFC subtests which reflected motor function (TWT and
MNHFT) showed stronger and more frequent correlations with
the MR measures than the EDSS. Despite the lack of progres-
gian on the PASAT over time in our cohort a5 a whaole, probahly
due to a leaming effect,” we found that people with a higher
cognitive decline over 5 years had a steeper decline of G MTR
and higher lesion load increase, sugpesting that these mdiological
measures | ha'-'r. an impact on cognition in PEMS, as previously
reparted * % However, this finding should be taken cautiously,
and further studies are needed to clarfy the relative contribution
of GM MTR changes to cognitive decline in FEMS,

Although a number of statistical tests are reported in this
paper, we did not feel it was appropriate to adjust for multiple
comparisons, as a number of separate null hypotheses were
examined, rather than one single null hﬂ:cducsi_f., whose emor
rate is abfected by every reported test.™

A possible limitation of this prospective, longitudinal study
is that the number of patients who underwent the MR scan
and were assessed on the MSFC subtests at 5 years was lower
than the number of patients studied at baseling, However, we
used mixed effects models™ which estimate the mean rate of
change of the response vartable over time esing information
from all available data points in cach subject, This minimises
the bias which can result from excluding patients with missing
data at the last time point (such patients may have higher or
loweer individual rates than other patients). Another limitation
is that we did not take into consideration the involvement of
the spinal cord, which may play a role in the development of
disability in PPM5™ ¥

of Meumd Neurnzarg Pryofustny 200 182428420, doc 11136 joop 201 000890

Finally, this study has the longest follow-up of a cohon of
carly FPMS comprehensively mvestigated by means of MTL We
showed that combining measures thae reflected both GM and
Wiv damage improved on the currently avadable tools to predict
the accrual of disability in FPMS. This combined assessment is
mre sccurate in predicting clinical progression than previous
approaches, which focused mainly on the WM damage and, in
particular, on the lesion load, Thus this approach may be of
benefit either to monitor treatment effectz or Lo identify
patients with a highes risk for developing irneversible disability,
for whom more aggressive cherapeutic approaches might he
affered.

In conclusion, a compiehensive assessment of the dumage
ccournng in the W and GM is an attractive approach that
offers insights into the pathological mechanisms onderlying
progression in M5 and may help to predict clinical progression.
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3. Tercer estudio. Estudio de seguimiento de una cohorte de EMPP cinco
afos después de su participacion en un ensayo clinico con interferon
beta -1b

3.1. Resultados

Sesenta y siete de los 73 pacientes randomizados inicialmente finalizaron el EC
(Montalban et al., 2009b). Cuatro de estos 67 no pudieron ser incluidos en el
estudio de seguimiento: dos pertenecientes al grupo que habia recibido IFNb-
1b (de uno se perdi6é el seguimiento y el otro fallecié después de finalizar en
EC) y dos del grupo placebo (de uno se perdi6 el seguimiento y el otro también

fallecié después de la finalizacion del EC).

Asi pues, la muestra del estudio de seguimiento consisti6 en 63
pacientes: 32 habian recibido IFNb-1b durante el EC y 31 habian recibido
placebo. En cuatro pacientes (dos de cada grupo de tratamiento) se obtuvo el
EDSS mediante conferencia telefonica (Lechner-Scott et al., 2003), por lo que
de estos pacientes no se pudo obtener informacién sobre los subtest del
MSFC. En los 59 pacientes restantes se obtuvo informacion acerca del EDSS,
de los subtest del MSFC e informacion neuropsicolégica. En 50 pacientes de
estos 59 (25 de cada grupo de tratamiento), se pudo realizar una RM cerebral.
La FIGURA VI-7 muestra la disposicion de los pacientes a lo largo del EC y del

seguimiento.

La TABLA VI-15 muestra las caracteristicas sociodemograficas de la

poblacion estudiada en este proyecto.

Andlisis a los cinco anos de sequimiento tras la finalizacion del ensayo clinico

Los pacientes que habian recibido IFNb-1b mostraron mejores puntuaciones en
el NHPT (p = 0,017) y en el test de fluencia verbal (WLG) (p <0,001) que
aquellos que habian recibido placebo durante el EC. No se observaron
diferencias significativas en ninguna otra variable clinica o neuropsicoldgica
(TABLA VI-15).
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En cuanto a las variables de RM, no se observaron diferencias en el
VLT1, el VLT2, la proporcién de pacientes con lesiones activas o el numero
promedio de lesiones activas por paciente. Los parametros de MTR en la
SBAN fueron significativamente mayores en los pacientes que habian recibido

IFNb-1b que en los pacientes del grupo placebo (TABLA VI-15).

| 73 pacientes iniciaron el EC |

Pérdidas en el

Pérdidas enel |
grupe IFNb-1b - grupe placebo
+ Desviacion de IFNb-Ah Plachu * Muerte, N=1
profocolo, MN=1 N=37 al inicio * Problamas
= Sensacion de N=36 al inicio logisticos, N=2
ineficacia del Y & Jo *+ Enfermedad
tratamianto da N=34 al I'nal del EC N=33 al final del EC intercurrente,

| estudio, M=1 S S i N=1

._E'Ec.l.ll:las en el 67 pacientes Pérdidas en el
grupa IFNb-1b finalizaron el EC grupo placeba
*Pérdida de ’f_,‘:l :r__ *Pérdida de
seguimiento, N=1 [ A ".' - seguimiento, N=1

= Fallecimiento tras 63 pacientes fueron invitados a * Fallecimiento tras
finalizar el EC, N=1 participar en este estudio de finalizar el EC, N=1

seguimiento, § afos después de
finalizar el EC

32 habian recibido H Los 63 aceptaron la H 31 habian recibido

IFNb-1b durante EC invitacion placebo durante EC
EDSS por EDSS en persona, EDSS en persona, EDSS por [
telefono, N=2 MSFC, evaluacion MSFC, evaluacion teléfono, N=2 |
neurcpsicolégica, N=30 neuropsicolégica, N=29

__.__
RM n:raneal MN=25 RM craneal, N=25

FIGURA VI-7. Esquema que muestra la disposicion de los pacientes desde el inicio del ensayo clinico hasta la
visita de seguimiento, cinco afios después de finalizar el ensayo. Como puede observarse, hubo muy pocas
pérdidas de pacientes a lo largo del estudio. Abreviaturas: EC: ensayo clinico; EDSS: Expanded Disability Status Scale;
MSFC: Multiple Sclerosis Functional Composite; RM: resonancia magnética; IFNb-1b: interferon beta 1b.

Cambios desde el final del ensayo clinico hasta el momento del seguimiento,

cinco anos después de finalizar el ensayo clinico

Ambos grupos empeoraron en cuanto al EDSS y al MSFC (p <0.010 para
ambos grupos y todas las medidas). No se observaron diferencias entre los dos
grupos en cuanto a este empeoramiento ni en cuanto a la proporcion de no-

respondedores (definidos segun tres criterios, expuestos en el capitulo de
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material y métodos) (TABLA VI-16).

En cuanto a las variables de RM, ambos grupos presentaron un
aumento significativo del VLT1 (p <0,001), pero solo el grupo que habia
recibido IFNb-1b presenté un aumento significativo en el VLT2 (p = 0,021). Sin
embargo, cuando se compararon ambos grupos de tratamiento, los cambios en
el VLT1 y en el VLT2 no fueron significativamente diferentes entre los grupos.
Ambos grupos empeoraron significativamente en cuanto a la FPC (p <0,001).
En el grupo que habia recibido IFNb-1b se observd una mejoria en dos de los
parametros de MTR de la SBAN: la media de MTR (p <0,001) y la moda de
MTR (p <0,001) (TABLA VI-186).
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TABLA VI-15. Datos sociodemograficos, clinicos, neuropsicologicos y de
RM a los cinco afios de seguimiento tras la finalizacion del ensayo clinico

| IFNb-1bN=30 | PlaceboN=29 | p°
Variables demogréficas y clinicas®
Edad (afios) 57 (40; 71) 55 (39; 71) 0,335
Sexo (num. de hombres (%)) 11 (36,7%) 18 (62,1%) 0,051°
Duracién de la enfermedad (afios) 16 (8; 39) 16 (8; 39) 0,733
EDSS! 6,5 (4;9,5) 6,5 (4;9,5) 0,841
NHPT (z-score) 0,32 (-3,29; 2,19) -0,90 (-3,29;1,93) | 0,017
PASAT (z-score) 0,48 (-2,19; 1,72) 0,55 (-2,19; 1,72) 0,657
MSFC (z-score) -0,53 (-3,07; 1,29) -0,49 (-3,07; 1,18) 0,455
indice de ambulacion 0,78 (-0,59; 13,7) -0,13 (-0,54; 13,7) 0,623
BDI® 8 (0; 34) 8,5 (1;31) >0,999
SIp® 20,23 (9,59; 36,7) 28,99 (0; 43,48) 0,189
FSS® (puntuacién media (DE)) 5,47 (1,07) 4,97 (1,31) 0,197
Variables neuropsicoldgicas (BNB)?

Test de at_enci(’)n/velo_cidad de_ L 37,5 (4: 72) 32 (10; 60) 0,318
procesamiento de la informacion
Test de memoria verbal® 87 (19; 145) 80 (4; 145) 0,219
Test de memoria visuoespacial™

inmediata” 18 (10; 27) 16,5 (8; 28) 0,728

diferida’ 6 (0; 10) 5(1; 10) 0,495

total 24 (13; 37) 22 (11; 38) 0,656
Test de fluencia verbal® 19 (9; 28) 11,5 (6; 22) <0,001

Variables de RM?
6071,09 10448,46
VLTI (mm’) (411,99: 29276.9) | (1161,58; 35599,5) | 0222
14502,53 25311,48
VLT2 (mm’) (1553,5: 74947.4) | (4594,8:827722) | 0162
Pacientes con lesiones activas' (N (%)) 9 (36%) 8 (32%) 0,765°
NUmero de lesiones activas 0(0;12) 0(0; 10) 0,827
72,86 70,71

FPC (%) (58,13; 79,13) (58,87; 75,75) 0,074
Media de MTR, en SBAN (pu) 39,54 (37,35; 40,82) | 38,64 (35,67;40,69) | 0,024
Moda de MTR, en SBAN (pu) 40 (38; 42) 39 (36; 41) 0,009
mg,”;f]‘xggms(gs;ado alamodade 0,09 (0,07;0,098) | 0,08 (0,06;0,096) | 0,029

a: Todos los datos sociodemogréagicos, clinicos y de RM se muestran como mediana (rango: minimo; maximo), excepto
sexo (%), puntuacion en la FSS (media (DE)) y porcentaje de pacientes con lesiones activas (%); b: Para todas las
comparaciones se utilizo la prueba de los rangos sumados de Wilcoxon (Wilcoxon rank sum Test) excepto para sexo
(c); c: Test del Chi-cuadrado; d: N=32 (IFNb-1b) y N=31 (placebo); e: Estas escalas estan relacionadas con la
seguridad del farmaco; f: Test de simbolos de digitos o SDMT, del inglés Symbol Digit Modalities Test; g: El test de
memoria verbal (Selective Reminding Test) mide la memoria verbal inmediata y la memoria verbal diferida; h, i, j: El test de
memoria visuoespacial (10136 Spatial Recall Test) tiene varias partes: (h) inmediata y (i) diferida; también se obtuvo la
puntuacion total (j); k: El test de fluencia verbal utilizado fue la prueba de evocacién categorial lexicosemantica (Word List
Generation Test) y mide un aspecto de la funcién ejecutiva; |: lesiones activas: lesiones nuevas o agrandadas en la RM
hecha para la visita de seguimiento, cinco afos después de finalizar el ensayo clinico, tomando como referencia la Gltima
RM del ensayo. Abreviaturas: BDI: escala de depresion, del inglés Beck Depression Inventory; BNB: bateria
neuropsicolégica breve (Rao et al., 1991); EDSS: Expanded Disability Status Scale; FPC: fraccion de parénquima
cerebral; FSS: escala de severidad de la fatiga, del inglés Fatigue Severity Scale; IFNb-1b: interferon beta 1b; MSFC:
Multiple Sclerosis Functional Composite; MTR: ratio de transferencia de magnetizacion, del inglés magnetization
transfer ratio; N: nimero de individuos; NHPT: Nine Hole Peg Test; p: p valor; PASAT: Paced Auditory Serial Addition
Test; pu: unidad porcentual; pv: volumen porcentual; SBAN: sustancia blanca de apariencia normal; SIP: Sickness
Impact Profile; VLT1: volumen de lesiones en T1; VLT2: volumen de lesiones en T2.
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TABLA VI-16. Cambios desde el final del ensayo clinico hasta el momento
del seguimiento, cinco afios después de finalizar el ensayo clinico

Variables clinicas

) - - Comparacion
IFNb-1b, N = 25 Placebo, N = 25 IFNb-1b V.
Cambio?® p° Cambio? p® placebo, p
valor
d -0,36 -0,49
MSFC z-score (-2,22: 0,48) <0,001 (-27; 0,56) <0,001 0,662
-0,48 -0,67
NHPT z-score (-1,91: 0,97) <0,001 (-4,17: 0,39) <0,001 0,631
-0,13 -0,13
PASAT z-score (-0,98; 0,52) 0,042 (-2,15: 0,46) 0,005 0,671
e 0,36 0,46
IA z-score (-1,17; 7,46) 0,041 (-1,10; 7,46) 0,038 0,845
EDSS' 0,75 (-2; 2,5) 0,002 0,5 (-0,5; 3) <0,001 0,548
No-respondedores (%), desde la finalizacién del EC®
IFNb-1b vs.
IFNb-1b Placebo placebo, ph
Criterio A 59,26% 53,85% 0,691
Criterio B 45,16% 35,48% 0,437
Criterio C 16,13% 12,9% >0,999
Variables de RM
IFNb-1b Placebo IFNb-1b vs.
Cambio? p° Cambio® p” placebo, p°
726,7 952,72
VLT1 (-517,85; <0,001 (94,41; <0,001 0,146
7249,9) 6800,7)
466,3 183,1
VLT2 (-3467,6; 0,021 (-11208,8; 0,393 0,438
10408,4) 7249,8)
-1,33 -2,36
FPC (-4.79: 2) <0,001 (-6.25: 0,55) <0,001 0,091
Media de MTR, en 0,61 0,08
SBAN (-1,55; 3,1) 0,001 (-2,81; 2,23) 0,837 0,091
Moda de MTR, en . .
SBAN 1(-1;2) <0,001 0(-3;3) 0,436 0,053
Pico méaximo de -0,001 -0,003
MTR asociado a la (-0,017; 0,705 (-0,025; 0,049 0,265
moda, en SBAN 0,016) 0,013)

a: Mediana del cambio (rango: minimo, maximo); b: Prueba de rangos signados de Wilcoxon (datos apareados); c:
Prueba de rangos sumados de Wilcoxon (datos independientes); d: Para los z-scores del MSFC y los subtest: cambios
negativos implican empeoramiento; e: Para el EDSS y el IA, cambios positivos implican empeoramiento; f: La
puntuacion del EDSS se obtuvo en 63 pacientes: N = 32 (IFNb-1b), N = 31 (placebo); g: Dependiendo de la dimensién
del cambio en el EDSS se definieron pacintes respondedores y no-respondedores, en base a tres criterios; h: Prueba
del Chi-cuadrado (para criterios A y B). Para el criterio C se utilizd el test exacto de Fisher. Abreviaturas: EDSS:
Expanded Disability Status Scale: |IA: indice de ambulacion; IFNb-1b: interferén beta-1b; MSFC: Multiple Sclerosis
Functional Composite; z-score: valor normalizado del test; N: nimero de individuos; NHPT: Nine Hole Peg Test; p: p
valor; PASAT: Paced Auditory Serial Addition Test; RM: resonancia magnética.
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Cambios desde el inicio del ensayo clinico hasta el momento del seguimiento,

cinco anos después de finalizar el ensayo clinico

Ambos grupos empeoraron en cuanto al EDSS y a todos los subtest del MSFC,
excepto el PASAT (p <0.050 para ambos grupos y todas las medidas, excepto
el PASAT). Estos empeoramientos, asi como la proporcibn de no-
respondedores, no fueron significativamente diferentes entre ambos grupos de
tratamiento (TABLA VI-17).

En ambos grupos se observé un incremento del VLT1 y del VLT2 (p
<0.001 para ambos grupos) y un empeoramiento de la FPC (p <0.001 para
ambos grupos). Cuando se compararon estos cambios entre los dos grupos, se
observaron diferencias en cuanto a los cambios en la FPC (p = 0,004), a favor
del grupo que habia recibido IFNb-1b. Los cambios en los parametros de MTR
no fueron diferentes entre los grupos (TABLA VI-17).

Respecto a los datos neuropsicol6gicos, mientras que los pacientes del
grupo de IFNb-1b unicamente empeoraron de forma significativa en la prueba de
fluencia verbal, el WLG (p = 0,004), los pacientes del grupo placebo no solo
empeoraron en el test de fluencia verbal, el WLG (p <0,001), sino que también lo
hicieron en el test de memoria visuoespacial diferida (Spatial-RT: delayed recall)
(p = 0,027) y el test de atencién/velocidad de procesamiento de la informacion, el
SDMT (p <0,001). Los cambios en las puntuaciones del test de memoria
visuoespacial diferida (Spatial-RT: delayed recall) fueron significativamente
diferentes entre los dos grupos (p = 0,041), a favor del grupo de IFNb-1b. No se

observaron otras diferencias entre los dos grupos (TABLA VI-18).
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TABLA VI-17. Cambios desde el inicio del ensayo clinico hasta el
momento del seguimiento, cinco afios después de finalizar el ensayo

clinico

Variables clinicas

IFNb-1b, N = 25 Placebo, N = 25 Comparacién IFNb-1b
Cambio® p° Cambio® p° vs. placebo, p valor®
d -0,41 -0,57
MSFC z-score (-2.3: 1,28) <0,001 (-2,77:0,31) 0,001 0,515
-0,69 -1,11
NHPT z-score (-2,61: 2,35) 0,001 (-4,57: 0,65) <0,001 0,166
0,07 -0,07
PASAT z-score (-1.7:1,17) 0,760 (-2,02: 1,37) 0,144 0,241
e 0,78 0,33
IA z-score (-1,17: 7,46) 0,026 (-1,05; 7,46) 0,039 0,610
f 1,5 1,5
EDSS (2.5:5) <0001 | o5ag | <0001 0,636
No-respondedores (%), desde el inicio del EC®
IFNb-1b Placebo IFNb-1b vs. placebo,
p valor
Criterio A 70,97% 67,74% 0,783
Criterio B 58,06% 54,84% 0,798
Criterio C 25,81% 38,71% 0,277
Variables de RM
IFNb-1b Placebo IFNb-1b vs. placebo,
Cambio® p° Cambio® p° p valor®
832,55 1856,8
VLT1 (134,56; <0,001 (-1342,02; <0,001 0,095
8854,94) 9432,8)
2265,9 2986,9
VLT2 (-3083,3; <0,001 (-9773,3; <0,001 0,174
12754,4) 13226,5)
-1,78 -3,16
FPC (-6,99: 1,29) <0,001 (-6.87: 2,37) <0,001 0,004
Media de MTR en 0,04 0,001
SBAN (1,76:19 | 2% | (277357 | 297° 0,741
'\S"é’izde MTR en 0(-1:2) 0,064 0(-3:2) 0,999 0,338
Pico maximo -0.003 -0,004
asociado ala moda 0 ozé- 0.016 0,042 (-0,027; 0,118 0,897
de MTR en SBAN (-0,022; 0,016) 0,017)

a: Mediana del cambio (rango: minimo, maximo); todos los cambios clinicos (excepto cambios en el EDSS) fueron
considerados desde el mes 6 del ensayo clinico; b: Prueba de rangos signados de Wilcoxon (datos apareados); c:
Prueba de rangos sumados de Wilcoxon (datos independientes); d: Para los z-scores del MSFC y los subtest: cambios
negativos implican empeoramiento; e: Para el EDSS y el IA, cambios positivos implican empeoramiento; f: La
puntuacion del EDSS se obtuvo en 63 pacientes: N = 32 (IFNb-1b), N = 31 (placebo); g: Dependiendo de la dimensién
del cambio en el EDSS se definieron pacintes respondedores y no-respondedores, en base a tres criterios; h: Prueba
del Chi-cuadrado (para criterios A y B). Para el criterio C se utilizd el test exacto de Fisher. Abreviaturas: EDSS:
Expanded Disability Status Scale; |IA: indice de ambulacion; IFNb-1b: interferén beta-1b; MSFC: Multiple Sclerosis
Functional Composite; z-score: valor normalizado del test; N: nimero de individuos; NHPT: Nine Hole Peg Test; p: p
valor; PASAT: Paced Auditory Serial Addition Test; RM: resonancia magnética.
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TABLA VI-18. Cambios en los test neuropsicologicos desde el inicio del
ensayo clinico hasta la visita de seguimiento, cinco afios después de
finalizar el ensayo

Cambios dg_sde el inicic_J d.el EC hasta la Comparacion
L visita de seguimiento
Test neuropsicolégicos IFNb-1b vs.
dentro de la BNB?® Jaloat FEECEI0 placebo
N =30 N =29
Cambio® p° Cambio® p® p¢
Test de atencién/velocidad
de procesamiento de la -4 (-13;13) | 0,128 -5 (-22;5) | <0,001 0,203
informacion®
Test de memoria verbal® 3(-21;35) | 0,188 | -4(-23;26) | 0,963 0,350
Test de memoria
visuoespacial®"
inmediata’ -1(-7;7) 0,429 -1 (-10;7) 0,149 0,538
diferida® 0(-4;4) 0,563 -1 (-6; 3) 0,027 0,041
total" -1 (-9; 11) 0,606 -2 (-15; 8) 0,093 0,284
Test de fluencia verbal -3 (-12; 6) 0,004 -5 (-22;6) | <0,001 0,054

a: Todos los datos se muestran como mediana (rango: minimo y maximo); b: Prueba de rangos signados de Wilcoxon
(datos apareados); c: Prueba de rangos sumados de Wilcoxon (datos independientes); d: Test de simbolos de digitos o
SDMT, del inglés Symbol Digit Modalities Test; e: El test de memoria verbal (Selective Reminding Test) mide la memoria
verbal inmediata y la memoria verbal diferida; f, g, h: El test de memoria visuoespacial (10136 Spatial Recall Test) tiene
varias partes: (f) inmediata y (g) diferida; también se obtuvo la puntuacién total (h); i: El test de fluencia verbal utilizado fue la
prueba de evocacion categorial lexicosemantica (Word List Generation Test) y mide un aspecto de la funcion ejecutiva.
Abreviaturas: BNB: bateria neuropsicolégica breve (Rao et al., 1991); IFNb-1b: interferon beta 1b; N: nimero de individuos;
p: p valor.

Correlacion entre los cambios ocurridos durante el ensayo clinico vy la

progresion del EDSS desde la finalizacion del ensayo clinico hasta los cinco

anos de seguimiento

El numero total de lesiones activas durante el EC se correlaciono
significativamente con los cambios en el EDSS desde el final del EC hasta la
visita de seguimiento, cinco afios mas tarde (coeficiente de correlacién = 0,36,

p <0,004). No se observaron otras correlaciones significativas (TABLA VI-19).

Parametros de seguridad. En la visita de seguimiento realizada cinco
afnos después de haber finalizado el EC, el grupo que habia recibido IFNb-1b
presentd puntuaciones mas altas que el grupo placebo en la escala de
Ashworth. Sin embargo, cuando se compararon los cambios en los parametros
de seguridad desde el inicio del EC hasta la visita de seguimiento, cinco afos
después de haber finalizado el EC, no se observaron diferencias significativas
entre los dos grupos (TABLA VI-20).
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TABLA VI-19. Correlaciéon entre los cambios ocurridos durante el ensayo
clinico y la progresion del EDSS desde la finalizacion del ensayo clinico
hasta la visita de seguimiento, cinco afios después de haber finalizado el

ensayo

Cambios en el EDSS desde la finalizacién del
ensayo clinico hasta la visita de seguimiento

Coeficiente de correlacion de

Cambios durante el ensayo clinico Spearman p valor
Cambios en el MSFC? -0,10 0,435
Cambios en VLT1° 0,16 0,211
Cambios en VLT2" 0,07 0,600
Cambios en FPC" 0,01 0,920
Numero total de lesiones activas™® 0,36 0,004

a: Cambios desde el mes 6 del ensayo clinico hasta el mes 24; b: Cambios desde el momento basal (mes 0) hasta el
mes 24; c: Para este parametro se consideraron las lesiones nuevas o agrandadas durante el periodo del ensayo
clinico. Abreviaturas: FPC: fraccion de parénquima cerebral; MSFC: Multiple Sclerosis Functional Composite; VLT1:
volumen de lesiones en T1; VLT2: volumen de lesiones en T2.

TABLA VI-20. Cambios en las variables relacionadas con la seguridad del
farmaco alo largo del tiempo

Evaluacion alos cinco
afos de seguimiento tras
la finalizacién del ensayo

Cambios desde el momento basal del ensayo
clinico hasta la visita de seguimiento, realizada
cinco afos después de finalizar el ensayo

clinico?®
Escalas —
clinicas ENb-1b o o Com?ar.lalcmn
- acebo entre los
IFN_b_lb PIaEebo p N =30 N =29 grupos de
==t N=29 tratamiento
Cambio® | p® | Cambio® | p° p°
Escala de 3 1,5 1,5 1
e (1: 5) (0 4) 0,008 (-1: 4) 0,002 (-3: 3) 0,040 0,304
8 8,5 >0,999 -2 -1
BDI ©0:34) | (1:31) -23:13) | 113 | (43;9) | 0269 0,599
-0,28 -0,28
FSS (255’?7) (2-56338) 0197 | (1,67, |0647 | (-2.89; |0472| 0784
’ ’ s 2’33) 1,67)
20,23 28,99 -3,11 2,24
SIP (9,59; (0,43; 0,189 (-27,06; | 0,021 | (-33,42; | 0,527 0,093
36,7) 48) 15,94) 32,58)

a: Los resultados se expresan como mediana (rango: minimo; maximo); b: Mediana del cambio (rango: minimo,
maximo); c: Prueba de rangos signados de Wilcoxon (datos apareados); d: Prueba de rangos sumados de Wilcoxon
(datos independientes). Abreviaturas: BDI: escala de depresion, del inglés Beck Depression Inventory; FSS: escala de
severidad de la fatiga, del inglés Fatigue Severity Scale; IFNb-1b: interferén beta-1b; N: nimero de individuos; p: p
valor; SIP: Sickness Impact Profile.

Los resultados mas relevantes de este proyecto se exponen resumidos en la
TABLA VI-21.
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TABLA VI-21. Tabla resumen con los resultados mas relevantes del tercer
estudio

RESULTADOS MAS RELEVANTES

» Tras cinco afos de haber finalizado el ensayo clinico, los pacientes
que habian recibido IFNb-1b presentaron mejores puntuaciones en el
NHPT (p=0,02) y en el test de fluencia verbal, el Word List Generation
test, (p <0,001) que los pacientes que habian recibido placebo (en el
analisis transversal realizado a los cinco anos de finalizar el ensayo

clinico).

» Los parametros de MTR de la SBAN del grupo que habia recibido
IFNb-1b mostraron un menor deterioro (p <0,05) que los del grupo
que habia recibido placebo, cinco afos después de haber finalizado
el ensayo clinico (en el analisis transversal realizado a los cinco anos

de finalizar el ensayo clinico).

» Considerando todo el periodo de estudio, desde el momento en que
empezo el ensayo clinico hasta la evaluacion cinco afios después de
haber finalizado el mismo, el grupo que recibié placebo mostrd un
mayor decremento en la fraccidon de parénquima cerebral (p=0,004)

que el grupo que recibié IFNb-1b (analisis longitudinal de los datos).

» La presencia de lesiones activas durante el periodo del ensayo, es
decir, lesiones nuevas o que habian experimentado un aumento de
tamano durante ese periodo, se correlacion6 con el empeoramiento
del EDSS en el periodo comprendido desde la finalizaciéon inmediata
del ensayo hasta la evaluacion cinco afos después (p=0,004)
(analisis longitudinal de los datos, pero esta vez sin tener en cuenta si
los pacientes habian recibido IFNb-1b o placebo durante el ensayo

clinico).

Abreviaturas: EDSS: Expanded Disability Status Scale; IFNb-1b: interferon beta-1b; MTR: ratio de transferencia de
magnetizacion, del inglés Magnetization Transfer Ratio;, NHPT: Nine Hole Peg Test.
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3.2. Relevancia de los resultados del tercer estudio

» Este estudio supone el seguimiento mas largo realizado de una cohorte
de EMPP que ha participado en un ensayo clinico.

» La gran mayoria de pacientes que participaron en el EC ha participado
también en este estudio (muy pocas pérdidas de seguimiento).

» En nuestra cohorte de EMPP, observamos un modesto pero significativo
efecto beneficioso del IFNb-1b, tanto a nivel clinico (NHPT) o
neuropsicolégico, como a nivel de aquellos parametros de RM que
reflejan un dafno en el tejido cerebral de apariencia normal, cinco anos
después de haber finalizado el tratamiento. Ademas, los cambios en la
actividad inflamatoria durante el periodo del EC se correlacionaron con
los cambios en el EDSS una vez finalizado el tratamiento. Todo ello
apunta a que la intervencion inmune puede ser todavia explotada como
forma de tratamiento en los pacientes con EMPP. De hecho,
actualmente hay dos grandes ensayos clinicos en marcha en pacientes
con EMPP en los que se esta evaluando la eficacia de dos farmacos, el
fingolimod y el ocrelizumab, cuyo mecanismo de accion se centra en la

modificacion del sistema inmunitario.

3.3. Limitaciones del tercer estudio

» Aunque pocas, hubo algunas pérdidas de pacientes desde el momento
de iniciarse el EC hasta el momento en que se realiz6 la visita de

seguimiento a los cinco anos tras la finalizacion del mismo.

» En este estudio no se administr6 gadolinio a la hora de hacer las RM, asi
que nuestra capacidad para detectar actividad inflamatoria se vio
mermada por este hecho, en comparacion con otros estudios que si han
utilizado contraste. Este es un punto importante, si tenemos en cuenta
gue recientemente se ha sugerido que aquellos pacientes mas jévenes y
con mas actividad inflamatoria en momentos iniciales de la enfermedad

son los pacientes que mas pueden beneficiarse de una intervencion
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inmune (Hawker et al., 2009).

Finalmente, se realizaron muchos analisis estadisticos, lo que nos
expuso a un riesgo relativamente alto (>0,05) de cometer un error de
tipo |, es decir, de rechazar la hip6tesis nula (que hablaria de que no hay
cambios o no hay diferencias entre grupos) siendo ésta cierta, o, dicho
de otra manera, de encontrar resultados significativos simplemente por
azar. No obstante, dado que este era un estudio exploratorio, no creimos

necesario ajustar por comparaciones multiples.
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ORIGINAL CONTRIBUTION

Interferon Beta-1b for the Treatment of Primary
Progressive Multiple Sclerosis

Five-Year Clinical Trial Follow-up

Carmen Tur, MDY, Xavier Montalban, PhIY, Mar Tintoré, PhiD; Carlos Nos, MIY, Jordi Rio, Phi;
Francese Xovier Aymerich, MSc; Luis Bricva, PhD: Nieves Téllez, PhD: Héctor Perkal, MID: Mane! Comabella, MD:
Ingrid Galan, MD; David Calle, BS¢; Jaume Sastre-Garriga, MID; Alex Rovira, PhD

Objectives: o investigate, during the 3-year period
without treatment after termination of a 2-year clinical
trial of interferon beta-1b [or the treatment of primary
progressive multiple sclerosis, differences in the evolu-
tion of clinical variables and magnetic resonance
imaging results between trial arms and Lo investigale
correlations between in-trial changes in Multiple Scle-
rosis Functional Composite (MSFC) score and mag-
netic resonance imaging variables and Expanded Dis-
ability Status Scale (EDSS) score evolution.

Deslgm: Five-vear clinical trial follow-up.

Setting: Clinical Neuroimmunology Unit, Muliiple
Selerasis Centre of Catalonia, Autonomous University of
Barcelona, Spain.

Patiants: Seventy-three patients received interfleron
beta-1h or placebo during the trial,

Main Outcome Measures: Alicr 5 vears without
treatment, the EDSS and MSFC measures were
scored for 63 and 39 patients, respectively. Neuropsy-
chological and magnetic resonance imaging assess-

ments were performed for 539 and 30 patients, respec-
tively.

Results: Aller 5 years withoult treatment, the interferon beta-
1bgroup had better -Hole Peg Test (P=.02) and Word List
Generation Test (P-<.001 ) scores, and their magnetization
transfer ratio measures in the normal-appearing white mat-
ter were significantly higher (P=.02, P=.008, and P=.03 lor
the mean, peak location, and peak height magnetic trans-
fer ratios, respectively ). During the entire study period (from
trial baseline 1o assessment at 3 years without treatment],
the pliceho groupshowed a greater decrease in brain paren-
chymal fraction (P=.004). The in-trial increase of lesions
correlated with the worsening of the EDSS score during the
S-year period without treatment (P=.004).

Conclusions: Modest bul benelicial effects of interleron
beta-1b on clinical variables and brain arophy develop-
ment were observed 3 vears alter trial wermination, More-
aver, in-trial lesion activity correlated with EDSS5 progres-
sion after trial termination. Therelore, we provide evidence
1w consider immunomodulation as a sensible approach o
treal primary progressive multiple sclerosis.

Arch Newrol, 201 1:68(11):1421-1427
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Neuroimmunalbogy Linit,
Multiphe Sclerosis Centre of
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ENEFICIAL EFFECTS OF INTER-

feron beta on relapse-

related outcome measures

have been shown for pa-

tients with secondary pro-
gressive multiple selerosis (MS) with su-
perimposed relapses,’? whereas positive
results regarding disability progression
outcomes have been less frequently re-
ported.!? In primary progressive M5
(PPMS1, few randomized comralled
clinical trials have been published ™ Trials
with imterferon beta-1a® and glatirmer ac-
etate’ [ailed o show positive ellects on the
Expanded Disability Status Scale (EDSS),™
A trial with rituximab, a monoclonal an-
tibody that selectively depletes B cells,
failed 1o show an effect on confirmed dis-
case progression, although a subgroup
analysis showed a treatment effect in

ARCH NFLUROL/YOL 6f {0, 11], MOV 3ol
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younger patients with gadolinium-
enhanced lesions.” Finally, a single-
center trial with interferon beta-1b in
PPMS also showed no significant treat-
ment clfect on EDSS, although a positive
effect an Multiple Sclerosis Functional
Composite (MSFCY" scores and mag-
netic resonance imaging (MRI) vari-
ables® was observed,

The response to interferon beta can be
highly heterogeneous,'*" rellecting the
presence of multiple complex processes re-
sponsible Tor treatment effects.'® Difler-
ences in the underlying condition may be
onie of the explanations [or the dissimilar
effects of interferon beta in relapsing vs
progressive M5, However, another rea-
son for such dissimilarities could be the
too-short time frames of the clinical trials
performed so far. The need for progression-
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hased-only primary outcome measures in progressive MS
might imply the need [or longer siudy periods o ab-
serve clinically meaningful treatment effects. Moreover,
the poar sensitivity of the EDS5 to measure clinical
changes" contributed to the failure in detecting disease
progression. Instead, the MSFC would be a more sensi-
tive tool to measure elinical worsening, especially when
combined with the ED5s."

We have assessed clinically, neuropsychologically, and
via MRI those patients who participated in the 2-vear double-
blind phase of a trial ol interferon beta-1b 5 years alter trial
termination,” with the general objective of exploring the
long-term elfects of their treatment. More specifically, we
aimed to investigate whether those clinical and MRI dif-
ferences between treatment growps observed during the trial
were still present alier 5 years without treatment; dilfer-
ences in clinical and MEI evolution between treatment
groups from trial termination to the S-year-without-
treatment follow-up; differences in clinical and MR evo-
lution between treatment groups from trial baseline wo the
S-year-withoul-treatment follow-up; and whether the in-
trial changes in MSFC and MR variables, considering the
whaole cohon, correlmed with progression as measured by
EDS5 score after trial termination.

_— METHODS _—

PATIENTS

All patients who had completed the douhble-hlind phase ol the
initial trial (67 of 73) were invited to participate in this sudy.
Patients included in the feeder study had a PPMS course, al-
lowing for a single anack hefore study entry. All patients gave
informed written consent before the study.

ASSESSMENTS
Clinical

Patients were assessed 3 years after the last visit of the clinical
trial at the Clinical Neuroimmunology Unit of the Multiple
Sclerosis Cenire of Catalonia at the Awonomous University of
Barcelona, Spain. We obtained M5FC' and 1 subscores
(G-Hole Peg Test [9-HPT], Paced Auditary Serial Addition
Test |[PASATI, and timed 23-ft walk test), ambulation index
score, EDS5' scores, and safety varinbles, such as those
obtined by use of the Ashworth Seale, the Beck Depression
Inventory, the Fatlgue Severity Scale, and the Sickness Impact
Profile," " given that interferon beta has been found in some
studies o increase spasticity,”™ ™ [atigue,*" and depressive
symptoms.*“** The MSFC and = subscares were calculnted
acoording 1w published guidelines.® using our baseline sample
{before treatment) as a reference. The 1 subscores (e, stan-
dardized scores) gave us o measure that related every indi-
vidual's performance 1o the average performance in the popu-
lation. The z subscores indicated the number of standard
deviation units from which o patient’s score was less than (if
m:gauvc values) or greater than (i positive values) the aver-

performance. For those tests measured in seconds (ie, the
Nll-*l and the timed 23-ft walk tes1), the final 7 subscore was
obtained alter changing it sign bevnse higher scores (in sec-
onds) would indicate worse clinical perlormunce. On the
basis of the approximately normal distribution in our baseline
sample of the original numbers before transformation 1o 2

scores and based on their change over the trial period " 2 sub-
scores were considered 1o be relinhle measures.

The EDGS was administered by telephone™ Lo those patients
oo disalfled 1o be examined in person, Three months later, all pa-
tients were nssessed again with the EDS5 to obiin the confirmed
EDSSscare, which was the lowest score of the 2 assessmenis (here-
alter referred toas the EDSS score), The EDSS scores of thise pa-
tienits who died alter trial completion and those who did not par-
ticipate in the lollow-up study were not included in the analysis.

Neuropsychological

The Briel Repeatable Battery of Neuropsychological Tests™ was
administered by o nenropsychalogist who was unaware of pre-
vious patient allocation and not in copminication with the treat-
ing or examining neurologisis. It provided measurements for
attention and speed of information processing (PASAT and Sym-
hol Trigit Modalities Test), verhal learning and bate recall (5¢

lective Reminding Test), visuospatial learning and late recall
{10136 Spatial Recall Test), and semantic Quency (Word List
Generation Test [WLGT]), Cognitive assessments never were
performed during relapses or treatment with corticosteroids,

MRI and Analysis

All pavienis were invited 1o undergo an MR examination (Mag-
netom Vision Mus 1.5T; Siemens AG, Erlangen, Germany), The
following sequences were obtained: transverse, T2-weighted, fast-
acquisition, dual-echo sequence (repetition time, 3000 millisec.
onds; echo time, 14-83 milliseconds: echo train length, 3;and ac-
quisitions, 1): transverse, Tl-weighted, spin-echo sequence
{repetition time, 667 milliseconds; echo time, 14 milliseconds;
and acquisitions, 2); and 2-dimensional, gradient-echo, pulse ¢.
quence (repetition time, 803 milliseconds; echo tme, 12 milli.
seconds; Mip angle, 307; and acquisidons, 1), repeated with an ad-
ditional off-resonance preparation pulse 1o saturte hound protons.
The variables of this saturation pulse are described dlscwhere.”
The difference between the two 2. dimensional gradient-echo se.
guences, with and without the saturation pulse, was used 1o ob-
tain the magnetization transfer images.

The T2 lesion masks initially were analyzed snd marked on
proton density=weighted hard copies cross-referenced to the T2
weighted images vsing Displmage (DL Plummer, Liniversity Col-
lege London, England),* From these masks, T1-welghted lesion
musks were obtained as the hypointense reglon in Tloweighted
images located within the T2-weighted lesion mask. ™ T1-
weighted and T2-weighted lesion volumes (TILY and T2V, re.
spectively) were calculated from these lesion masks. Brain atro-
phy was evaluated by measuring the brain parenchymal fraction
(EPF} according 1o a previously deseribed algorithm, = Toul in-
tracranial volume was coleulated as normal-appearing white mat-
ter (NAWM) + normal-appearing gray matter (NAGM)
+ceryl fhoid (€5 + lesion mask. The BPF was calculated
o5 follows: [INAWM + NAGM + lesion masklfiotal intracra.
nial volume). From magnetization tansler images. we alou-
lated the thon transfer mtio (MTR) as follows: MTR= 100
(Mo -Ms)Mo, in which Mo and Ms are the signal intensities for
a given region determined (rom the images obtained withowt and
with the saturtion pulse, respectively, A normalized histogrm-
brased analysis of MTR imuges was performed on the 3-dimen-
stonal NAWM region, obtaining peak location, peak height, and
mean. The MEI variables oblained at the S-year follow.up assess-
ment included TILY and T2LV, atrophy {measured as BPE), num-
ber of active lesions (Als) (e, new or enlarging lesions ob-
served, with the scun at trial termimition o the relerence), and
MTR variables. A new lesion was considered to exist when an arca
of high signal appeared in an area of previously normal brain tis-
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sue on a prodon density-weighted image " Further details of the
MR protocal have been reported elsewhere ®

STUDY END POINTS AND STATISTICAL ANALYSIS
Analysis at 3-Year-Without-Treatment Follow-up

The EDSS score and the 7 scores of the MSFC and its sublests,
radiologic variables, and newropsychological test scores were
compared between treatment groups by the Wilcoxon mnk sum
test. Demographic variables were compared, if quantitative, by
means of a -way analysis of variance (the data analyzed met
the assumption of analysis of variance; otherwise, the Kruskal-
Wallis |for independent groups] would have been used) and,
if dichotomous or gualitative, using the * test.

Changes From the End ol the Trial and Trial
Bascline to the 5-Year-Without-Treatment ]-'nllm\'-up

Changes in EDSS score, the & scanes of the MSFC and ite sub.
tests, and MR variables were caloulated. According wo EDSS score
charge [rom trial baseline, patbeints were chissified as responders
and nonresponders. Nonresponders were delined acconding w
Feriteria™: criterion A: at least 1-EDSS point increase if the base-
line EDSS score was 5 or lower or 0,5-point increase if the base-
line EIVSS score was 5.5 or kigher (1 step change); enterion B
2.5-EDSS point increise i the baseline EDSS score was 0, 2.0-
point incrense i it was 1.0 w 4.0, 15-point incresse if it was 4.5
to 5.0, and 1.0-point increase if it was 5.5 or higher {2 step
changes); and criterion C: 3.53-EOS5 point increase if the base.
line EDSS score was 0, 3-point increase it wis 1.0 1o 3.0, 2.5
point increase il i was 3.5 1o 4.0, 2-point increase il it was 4.5 10
5.0, and 1.5-point incrense H it was 5.5 or higher (3 step changes).
MNonresponder percentiges between Lrentment groups Were comm-
pareid with the x° test or Fisher exact test (when appropriate ).
The M5FC changes from trial baseline were calculated from
month 6 of the wal o avold interference with learning el-
fects. " Wilooxon tests (hetween-groups comparison ) and Wil-
coxon rank sum tests (intragroup comparison) were used 1o
compare the change in MSFC and EDSS scores, neuropsycho-
logieal test scores, salety, and MRI vartubles over time be-
tween treatment groups. Two-sided sutistical tests were used,

Correlation Between In-Trial Changes
andd Progression as Measured by EDSS Score
After Trial Termination

Correlations between in-trial changes in MSFC score, TILV,
T2LV, BPF, and total mumber of ALs and changes in EDSS scores
[rom trial termination to S-year-without-treatment lollow-up
were perfonmed, considering the whole sample of patiems in-
dependently of their treatment group. Spearman correlation co-
ellicients were caleulated.

All statistical analyses wore performied usang SAS stattical soli-
wre, version 8.2 (SAS Institute, Ine, Cary, North Carolina). The
level of statistical signilicance was et al P-< .03, All assumptions
for each test (when necessary) were checked for violations

PATIENT DISPOSITION
AND DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS

Sixty-seven of the 73 initially randomized patients had
completed the clinical trial." Four of these 67 could not

be included in the follow-up: 2 from the interferon group
(1 lass of [ollow-up and 1 death after trial completion)
and 2 from the placebo group (1 loss of follow-up and |
death after trial completion). Thus, the study sample con-
sisted of 63 patients. Thirty-two had received interferon
beta-1b and 31 had reccived placebo. Four parients (2
within each treatment group) had only welephone EDSS
assessment”” without MSFC assessment, but the remain-
ing 39 had both assessments. Fifty patents of these 39
(25 from each group) underwent MRL Demographic lea-
tures are listed in Table 1.

STUDY END POINTS
Assessment at 3-Year-Without- Treatment Follow-up

Patients from the interferon beta-1h group had better
scores on the 9-HPT (P=.02) and the WLGT (P<.001).
Nosignificant differences were observed in any other clini-
cal or neuropsychological variable (Table 1). Regarding
the MRI variables, no significant dilferences were ob-
served in TILY, T2LV, the proportion of patients with
Als, or the mean number of ALs per patient. Patients in
the interferon beta- 1b group showed significantly higher
MTR menasurements (Table 1).

Changes From Trial Termination
to 5-Year-Without-Treatment Follow-up

Both groups scored worse on the EDSS (P=.002 for the
interferon beta-1h group and P<<_001 [or the placebo
group) and MSFC (P=.001, lor both groups) mea-
sures. Such worsening, as well as the praportion of non-
responders, was not significantly different between groups
(Table 2)

Both groups worsened over time in TILV (P _001),
but only the interferon beta-1b group significantly wors-
ened in T2LV (P=.02). However, no differences were ob-
served in these changes between groups. Both groups sig-
nificantly worsened regarding their BPF (P .001). Some
improvement was observed in the NAWM mean MTR
(P=.001) and the NAWM peak location MTR (P<.001)
in the interferon beta-1b arm (Table 2.

Changes From Trial Baseline
1o 5-Year-Without-Treatment Follow-up

Both groups scored worse on the EDS5 (P=<.001) and
MSFC (P 001 for the interferon beta-1h group and
P=001 for the placebo group) measures except on the
PASAT z sublest However, neither this worsening nor
the proportion of nonresponders was significantly dif-
ferent between groups (Table 2).

Both groups increased their TILY and T2LV over time
(P = 001 for bath groups) and worsened regarding their
BPF (P=.001 for both). Changes in BPF were dilgferem
(P=.004) between groups, favoring the interferon beta-1h
group, Changes in MTR variables were not signilicantly
different between groups ( Table 2).

Regarding the neuropsychological data, although pa-
tients within the interferon beta-1b group only wors-
ened significantly on the WLGT (P= 004), patients within
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Tahle 1. Demographic, Clinical, Cognitive, and MBI Variables at 5-Year-Without-Treatment Follow-up
| SN AN NN N NN ————
Variahle® Interferon Beta-1h® Placabo® P Valwe®
Age, y 57 (4010 71) 85 (3010 71) " |
Mals, No, (%) 1§30 18(62) n5d
Disease durabon, y 16 (8 to 39) 16 (3 to 39) B
EDSS stom® 6.5 (4.0 10 9.5) 6.5 (4.0109.5) B
S-HPT zscome 032 (-3.20102.19) =080 {-3.2810 1.93) 0z
PASAT 7 scone (.48 (-2.1910 1.72) 085 (-2.1910 1.72) i
MSFC £ score -0.53 (-3.07 10 1.28) -0.49{-3.07 10 1.18) A
Ambulation Index scors 0.78 {-0.5810 13.70) =013 (-0.54 1o 13.70) KBz
BOI scare 8010 34) 8.5 (110 31) =09
SIP score 2073 (8,59 to 36.70) 28,99 (0 to 43.48) 18
Faligue Saverity Scale score, mean (D) 547 (1.07) 497 (1.31) 20
Brief Repaatable Batlery of Neuropsychalogical Tests scores?
Spalial Recall Test 18 (1010 27) 17 (8 o 28) 73
Spatial Recall Test: delayed recall 6 (0 to 10) 5(1 o 10 50
Spulial Recall Test: total 24 (13 1037) 22{111038) K6
SDMT 37.5 (4010 72.0) 32,0 (10.0 to 800} a2
WLGT 19,0 (8.0 10 28.0) 11.5 (6010 22.0) =00
Selective Reminding Test! B7 (1910 145) 80 (4 to 145) 2
MRI varizhles?
TILY, mm? G071.09 {411.89 to 20.276.90) 1044846 (1161.58 1o 35 569.50) 2
T2LV, mny* 1450253 (1553.50 10 74 47.40)  25311.48 (4594.8 1o 82 772.20) A6
Patients with ALs, No_ (%) 9(30) 8(28) b
Ho. of ALs 00112} 040 to 10) g
BFF 72.86 (58,13 10 79.13) 70.71 (S8.87 10 75.75) 07
HAWM mean MTR 39.54 (37.35 10 40.82) 3264 (3557 o 40.65) 0z
HAWM PL MTR 40 (38 10 42) 39 (36 10 41) 0
HAWM PH MTR 0,09 (0,07 to 0.10) 0,08 (0.0 fo 0.10) 1]

Abbreviations: ALs, active lesions (defined s new and enlarging lesions observed in the curment scan [at 5-year-without-treatment follow-up] when compared
with the previous scan performed al the end of the clinical triall; BDI, Back Depression Inventory; BPF, brain parenchymal fraction; EDSS, Expanded Disability
Status Scale; MRI, magnetic resonanca imaging; MSFC, Multipls Sclarosis Functional Composate; MTR, magnetization tramsfer ratic; NAWM, normal-appaaring
white matier, 9-HPT, 9-Hole Peg Test, PASAT, Paced Auditory Serial Addition Test; PH, peak height: PL. peak location (mean PL and PH are MTR histogram
varables), SOMT, Symbol Digit Modalities Test, SIP. Sickness impact Prodile; TILY, T1-welghtad lesion volume;, T2LY, T2-weighted lashon wolume; WLGT, Word

List Generation Test.
5 AN values shown as median (range), sxcapt whers Indicated.

BFor MR variables, n=25 for each group; for the other variables, n=30 for tha imarfaron beta-1b proup and n=24 for the placabo group.
“The Wilcomon test was used for all comparisans except for sex and patients.

2 Tost.

#Sample sizes are 32 lor the intarfaron beta-1b group and 31 for the placabo group,
"hisasures lang-1arm storage plus consistent long-1erm storage plus total delay.

the placebo group worsened on the delayed version of
the Spatial Recall Test (P=.03), the Symbol Digit Mo-
dalities Test (P<.001), and the WLGT (F<.001)
(Table 3). Changes in the delayed version of the Selec-
tive Reminding Test were significantly dillerent be-
tween the 2 groups (P=.04) in favor of the interferon
beta-1b group. No other significant differences were seen
between groups (Table 3).

Correlation Between In-Trial MRI and Clinical
Changes and ED55 Changes After Trial Termination

The total number of ALs during the trial significantly cor-
related with EDS5 changes [rom trial termination to
S-year-without-treatment follow-up (correlation coeffi-
cient=0.36, P=.004). Mo other signilicant correlations
were obtained (eTable 1; hup/www.archneurol.com).

Al S-year-without-treatment follow-up, the inter-
feron beta-1b group scored higher on the Ashworth
scale than the placebo group. However, no differences
were observed in changes from trial baseline 1w 5-year-
without-treatment follow-up in any of the safety vari-
ables (¢Table 2).

DI COMMINT _ py

Onr resulis suggest that treatment with interferon beta-1b
could have a modest long-term elfect on elinical and MRI
variables in patients with PPMS. The first piece of evi-
dence supporting this statement is the fact that alter a
period of 5 years without treatment, patients from the
interferon beta-1b group had better scores on the 9-HPT
and on some neuropsychological ests. This finding isin
keeping with that of patients taking interferon beta-1b
who obtained better M5FC 2 scores than the placebo group
in all time points from month 6 to month 24 during the
double-Blind phase of this trial.® Of interest, the IMPACT
{Intramuscular Interferon Beta-1a in Secondary Progres-
sive MS) trial’ and the trial of interferon beta-1a in PPMS®
also showed a positive effect of interferon beta on the
9-HPT, and a trial with low-dose methotrexate in pro-
gressive MS showed less clinical progression as mea-
sured by the 9-HPT in those patients who received treat-
ment. ! Twas then suggested that measures ol upper limb
function might be more sensitive to change than mea-
sures of lower limb lunction because patients with PPMS
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Tahle 2. Clinical and MRI Changes Over Time
L]
Changes Fram Trial Termsinatisn Changes Fram Trial Baseline
0 5-Year-Withowt-Treatment Follow-ep fo 5-Year-Withost-Treatment Follow-up
I Ll I
Interteron Beta-1b* Placeho 5"'“"“"'”_ Interteran Bats-16* Placeba? by
I i T Beta-tbvs T i 1 Beta-1bws
[ P Placebo P P Placeho
Variabls Change®  Valus®  Changs®  WValse® P vaime?  Change®  Value®  Change®  Vale® P Valued
ml
MSFC 7 score -6 <00 -0.49 <00 R ] =041 =00 -0.57 ool 52
{=2.27 1o 048} {=2.70 bo 0L56) {=2.30 40 1.28) [-27T 10031}
GHPT 2 scone -0.43 =0 167 <001 B3 -(69 o =111 =0 17
{=1.91 1o 0.97) (=417 10 0.39) (=261 to 2.35) {~4.57 1o 0.65)
PRSAT £ scor 013 M -0.13 ms B 007 7 007 M N
(0,58 o 0.52) (-2.15 o 0.48) {-1.70 10 1.17) (-2.02 101.37)
Al r scoee 0.36 4 045 L B 0.78 i 033 M Bl
[=1.17 ta 7.46) (=110 746} {=1.17 i 7.46) [=1.05 1o 7A6]
EDSS scove 0e 05 =001 = 15 15 =001 8
(=201 25) {=0.5 to 3.0) (-2.510.5.0) [-051535)
Nonresponders, %"
Criterion A 5026 5385 i a7 B7.74 i
Criterion B 4516 3548 M 5306 54.04 A0
Criterion ¢ 16,13 1290 > 2%5m 3N 28
MRl wariabiks
TiWY T26.70 =001 85272 < A5 B3255 <0 1856.80 <001 .10
{-517.85 10 7249.90) (94,41 to 680070 (134,56 to B854.04) (=1342.00 to 5432 80}
Tay 466.30 02 1831 o 4 25659 <. 2986.90 <0 A7
(=367 60 1o 10 408 40 (=11 203.8 ta 7249.8) (=30330 10 12754.40)  (-5773.30 1o 13 226.50)
-1.33 .00 -2.38 =001 i) -1.78 =001 -3.16 =001 .0
{-4.79 1 2.00) {-6:95 Io D.55) {-6.99 ko 1.20) [-6.BT 16 237)
NAWM mean 061 0.08 M i 004 0.001 T
MTH {-1.55 10 3,10} {-2.81 b0 2.23) (=1.76101.9) (-2.770 1o 3.570)
NAWM PL MTR 1 =00 1] T 5 0 6 ] >89 M
(=110 ) (-3t0d) (102} (-3t 2)
NAWM PH MTR =0.0m =0.003 49 25 =0.003 i =0.004 A2 420
{0,007 ta 0016} (=0.025 o 0.013) (-0.022 to 0.O16) (-0.027 1o .017)

Abbreviations: Al, Ambulation Index; BPF. brain parenchymal fraction; EDES, Expanded Disability Status Scale; ellipses. not applicable; MRI, magnetic
resonance imaging; MSFC, Multiple Sclerosts Functional Compasite; MTR, magnetization trareler ratio; NAWM, normal-appsaring white matter; 8-HPT, 8-Hale Peg
Tes!; PASAT, Paced Auditory Senal Addition Test; PH, peak height; PL, peak location (mean PL and PH are MTR histogram varables); TILV, T1-weighted lesion
wolume: T2V, T2-weighted lesion volume,

=25,

b Madtan change (rangs).

EWilcaxon best.

95igned rank test.

*All clindcal changes (except changes in the EDSS score) were considered from monath 6 of the frial, Sample sizes are 32 for the interferon beta-1b growp and
31 for the placebo group. For the MSFG zscore and subscores, negative changes imply clinical warsening. For the EDSS and Al scores, pasitive changes imphy
chinical worsaning,

"Depending on the amouni of change of EDSS score, we defined responders and non according to 3 different criteria, For criteria A and B, we used
the " 1251 to calculate P valwes. For critenion G, we used the Fisher exact 1251 to caloulate P values,

Table 3. Changes in the Brief Repealahle Battery of Meurcpsychological Test Scores Over Time

Change From Trial Baseling to 5-Year-Without-Treatment Follow-up

Comparison Between
Interleron Beta-1h? Placebo® Trealment Arms

Tes! " Change® Plale® ' Change® Plals® ' PValm®
Spatial Frecall Test A(-Tw7) 43 -1 (-10107) A5 54
Spatial Recall Tes!: delayed recall 0(-dtod) 56 -1{-B13) 03 04
Spatial Recall Tesst: total -1{-9tail) &1 2(-15108) ] 28
SOMT =4 (=13 10 13) A3 -5 (-2 05 <001 20
WLGT -3(-12 10 B} 004 S({-2106) =001 5
Selactiva Reminding Tost 3(-21 o 35) B[ -4 (-3 10 26) 56 a5
Abbreviations: SDMT, Symbal Digit Modalities Tast; WLGT, Word List Genaration Test,
=30,
h‘I'I=E.
& Madian (range).
“hﬁmmnm]
Gigned rank test.
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achieve high levels of lower limb dysfunction at earlier
stages of the disease®

Furthermare, after 5 years without ireatment, patients
in the placebo group showed lower NAWM MTR measures
and a trend toward a lower BPF. 1t is known that lower
NAWM MTR measures chiefly reflect higher levels of de-
myelination in the MAWM (ie, outside the lesions), ™ and
alower BPF probably reflectsa higher degree of neuroaxo-
nal loss™ in the entire brain. Instead, the MRI measures
directly related 1o lesions were not significamly different
between treatment arms alter 5 years without treatment,
although significam dilferences had been ohserved in those
variables during the trial.” This finding suggestsa delayed
elfectof interferon beta-1b treatment on nonlesional tissue,
which might be observed years alier treatment termination,
in contrast toa rapid but bricl benelicial effect on lesion vari-
ables. The elinical underpinnings of this time shift in ob-
served MR beneficinl effects have yet to be determined.

Changes from the end of the trial to the S-year-without-
reatment follow-up also were investigated to detect pos-
sible delayed elfects of interleron beta-1b, We failed o
demonstrate different behavior in the 2 treatment arms
in terms of clinical evolution after the wial. However, MR
measures, such as BPF and NAWM MTR, showed bor-
derline significant differences between groups, favoring
the interferon bew-1b arm and sugeesting some treat-
ment elfect on nonlesional tissue, which might be seen
even after vears of tresiment termination.

However, because a 2-year treatment input could be too
short 1o observe delayed effects alter 5 vears withoul treat-
men, the investigation of changes from trial baseline w the
S-year-without-treatment follow-up was performed. Nosig-
nificam differences were seen between reatment arms in
worsening scores on the EDSS or MSFC. Nevertheless, the
interferon beta-1b group showed betier evolution than the
placebo group regarding verbal delayed memory and ver-
bal Muency, an aspect of the executive function, Along the
same lines and during the same period, the placeho group
developed significantly more brain atrophy than the inter-
feron beta-1b group. However, from the present data it is
not possible 1o determine whether the delayed beneficial
elfect of interleron beta-Thon brain atrophy represents the

thologic substrate of clinically observed neuropsycho-
Eﬁirﬂ elfects of interleron beta-1h,

Finally, the in-trial total number of ALs correlated with
worsening EDSS score from trial termination Lo 5-year-
without-treatment follow-up. This ks relevant because one
al the most remarkable elfects of interleron beta-1b dur-
ing the trial was the reduction of ALs" which indicates
that, even in PPMS, in which the role of lesion load is
less clear than in relapse-onset M5, inflammalory activ-
ity eould indeed play a part in the accrual of disability,
as previously suggested. ™ Moreover, i seems that it is
precisely the presence of new or enlarging lesions that
determines most of the clinical progression, as noted in
the S-year assessment of the PPMS Magnetic Imaging in
Multiple Selerosis cohort. ™ Our findings also a with
those of the recently published wrial with rivuximab in
PPMS,” in which some positive treatment effect was ob-
served in younger patients with inllammatory lesions.

We also confirmed the safety profile of interferon
beta-1b and provided the longest follow-up of a cohort

of patients with PPMS from a clinical trial, to our knowl-
edge. The interpretation of these results is reinforced by
the high proportion of patients who participated in this
extension study. However, some patients, probably the
most disabled ones, dropped oul of the study. There-
fore, the remaining, less disabled group might not have
been Tully representative of the whole population, Al-
though the negative results of previous trials on PPMS
have been attribuied o the lack of progression of the study
population,” the exact impact of dropouts on our results
cannl be known with certainty.

Another limimtion is thm no gadolinium-enhanced
imaging was performed, reducing the possibility of know-
ing the degree ol inllammatory activity at baseline and there-
fore preventing us from investigating its influence on all
subsequent analyses, Furthermore, several statistical tests
were performed, placing us in jeopardy of committing a
type | error at a much higher rate than 0.03, which is also
a limitation to this study. Nevertheless, considering the ex-
ploratory nature of this smdy, we thought it was not ap-
propriate to adjust for multiple comparisons.™

In conclusion, our results showed a modest but ben-
eficial effect of interferon bewa-1h on clinical variables and
on the MRI measures reflecting nonlesional damage 3
years after trial termination. This finding, wogether with
the fact thar in-trial lesion activity was associated with
progression of disease as measured by worsening EDS5
scores alter trial termination, pmrld.-_-.- some evidence that
immunomedulation could be explored still further in the
search for an elfective ireatment for PPMS.
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VIIl. DISCUSION DE LOS PRINCIPALES HALLAZGOS

Los trabajos que conforman esta tesis son tres estudios independientes sobre
dos cohortes de pacientes con EMPP que tienen enfoques y objetivos distintos,
pero cuya ultima finalidad fue la misma: aumentar nuestro conocimiento sobre

el sustrato patolégico ultimo del aumento de la discapacidad.

En los dos primeros estudios, donde se trabaj6é la misma cohorte desde
dos puntos de vista diferentes, la busqueda de ese sustrato ultimo se expuso
de forma directa en los objetivos de cada uno de ellos y las herramientas de
imagen utilizadas permitieron adentrarnos en los pormenores de cada tejido,
ofreciendo la posibilidad de examinar la SG de forma independiente de la SB y
de las lesiones visibles. En cambio, en el tercer trabajo, donde los parametros
de imagen empleados no hicieron posible un examen tan detallado del dafo
tisular como en los dos primeros -no se investigaron parametros especificos de
SG- el andlisis de dicho sustrato patologico se realiz6 a través de una situacion
privilegiada, derivada de la presencia de una intervencién inmune en la mitad
de los participantes cinco anos atras. Esta situacion de privilegio -hasta donde
llega nuestro conocimiento, a dia de hoy, no hay ningun estudio de seguimiento
a tan largo plazo de una cohorte que haya participado en un ensayo clinico en
esta forma de la enfermedad como el que presentamos- multiplicé la posibilidad
de hallar explicaciones plausibles sobre el incremento de la discapacidad.

Si bien de cada trabajo se extraen conclusiones independientes, que
para nada necesitan de los dos otros trabajos para ser comprendidas, es
asimismo cierto que tales conclusiones comparten aspectos cruciales que
justifican una discusién conjunta. El hecho de que dichas conclusiones sean,
ademas, complementarias hace aun mas atractiva esta discusion conjunta. La
FIGURA VII-1 muestra de forma esquematica el disefio de cada uno de los

trabajos.
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Cohorte de pacientes con EMPP temprana

Evaluaciones clinicas (EDSS, MSFC) y de RM (volumen de lesiones en T2,
volimenes de SG y SB y parametros de MTR)
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FIGURA VII-1. Esquema de los tres estudios de este trabajo. El primer y el segundo estdios fueron realizados sobre
la misma cohorte, la cohorte londinense (Queen Square, Institute of Neurology, London, UK) y el tercero fue realizado
sobre la cohorte de Barcelona. Abreviaturas: EDSS: Expanded Disability Status Scale; IFNb-1b: interferon beta-1b;

MSFC: Multiple Sclerosis Functional Composite; RM: resonancia magnética.

El primer trabajo es un estudio transversal de una cohorte de pacientes
con EMPP. En él se analizaron datos de RM y neuropsicologicos en una
cohorte que habia participado en un gran estudio longitudinal, siendo el analisis
que presentamos aquel realizado a los cinco anos de haberse iniciado dicho

estudio longitudinal. Cabe mencionar aqui que la cohorte inicial habia sido
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seleccionada por estar formada por pacientes con EMPP temprana, es decir,
por pacientes diagnosticados dentro de los cinco primeros afos desde el inicio
de los sintomas. El analisis que presentamos, no obstante, se realizé cuando la
cohorte tenia ya una EMPP establecida (no temprana) y esencialmente
muestra la supremacia de la afectacion de la SG a la hora de explicar los
sintomas cognitivos. El motivo de exponer este trabajo en primer lugar es que
su disefio transversal y su menor complejidad estadistica lo hacen ideal como

introductorio de los otros dos.

El segundo trabajo es un estudio longitudinal a cinco afos de la cohorte
de EMPP que Iluego participdé en el estudio transversal cognitivo
correspondiente al primer estudio. En este segundo trabajo la principal
conclusion es que el abordaje global del dafio cerebral es la estrategia idonea
para investigar la aparicion de la discapacidad irreversible. Es decir, el estudio
muestra que contemplar el dafio ocurrido en la SB y el que tiene lugar en la SG
de forma conjunta mejora significativamente la explicacion del deterioro clinico

en comparaciéon a contemplar estos dafos por separado.

Finalmente, el tercer trabajo supone el estudio de la cohorte de
pacientes que participd en el ensayo clinico con IFNb-1b para formas primarias
progresivas llevado a cabo en la Unidad de Neuroinmunologia Clinica del
Hospital Vall d’Hebron entre los afios 1998 y 2000, cinco afios después de
haber finalizado éste. En este trabajo, de una gran complejidad por el nUmero
de factores a tener en cuenta, la conclusion principal es que la intervencion
inmune en la EMPP puede ser todavia explorada como estrategia terapéutica
valida en estos pacientes. Para llegar a esta conclusidbn nos basamos en el
hecho de que, tras cinco anos de finalizar el tratamiento, se observaron ciertos
indicios de eficacia del farmaco en cuanto a parametros clinicos y de RM, estos
ultimos relacionados con la afectacion del tejido de apariencia normal,
concretamente, con la afectacion de la SBAN; ademas, observamos que la
actividad inflamatoria durante el ensayo clinico se correlacion6 con la aparicién

posterior de discapacidad irreversible.

Asi pues, y considerando los tres trabajos como partes de un todo,
podemos decir que de ellos se derivan cuatro hallazgos importantes,
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abriéndose asi cuatro grandes lineas de discusion. La primera de ellas haria
referencia al papel crucial de la SG en la discapacidad en las formas primarias
progresivas. La segunda reflejaria la importancia, también en la aparicion de
discapacidad irreversible, de la afectacion de la SB, tanto en forma de lesiones
visibles como de dafo microscopico en la SBAN, elementos probablemente
muy relacionados entre ellos. Como un tercer punto de discusién tendriamos
que la intervencion inmune capaz de modificar, incluso en formas primarias
progresivas, el volumen de lesiones y la SBAN, puede tener efectos
beneficiosos desde un punto de vista clinico. Finalmente, y a modo de
conclusién de los puntos anteriores, la cuarta linea de discusion estaria en
relacion con la necesidad de que toda investigacion encaminada a conocer el
sustrato patologico de la progresion de la discapacidad tenga en cuenta tanto la
afectacion de la SG como la de la SB, procesos ambos cruciales vy
probablemente en parte independientes el uno del otro. De la misma manera,
en la busqueda de tratamientos para ralentizar o incluso detener la aparicion
irreversible de discapacidad, es posible que solo aquellos abordajes

terapéuticos que consigan frenar ambos procesos resulten ser eficaces.

1. La afectacion de la sustancia gris

La afectacion de la sustancia gris tiene un papel crucial en la aparicion de

discapacidad irreversible en la EMPP

Tanto el primer como el segundo estudios de esta tesis ponen de manifiesto
que la afectacion de la SG es crucial para la aparicibn de discapacidad
irreversible en la EMPP. No obstante, es en el primero de estos, el estudio
transversal cognitivo, donde queda mas claramente expuesta esta idea. Asi, los
parametros de RM que reflejaban dafio en la SG, concretamente los
parametros de MTR (media, moda o pico asociado a la moda) de la SG, fueron

los que mejor se correlacionaron:

A) con el indice global de rendimiento cognitivo, que es una medida que

da una informacion general del estado cognitivo del individuo (Penny et
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al., 2010).

B) con las puntuaciones del Hayling test (Burgess PW. and Shallice T.,
1997), el Unico test de funcion ejecutiva que mostré diferencias entre

pacientes y controles.

C) con el empeoramiento estimado del cociente intelectual (Cl) verbal,
calculado mediante la extraccion del Cl verbal en el momento de la
evaluacion neuropsicolégica al Cl premoérbido estimado mediante el test
NART (Nelson HE., 1982).

En nuestro estudio se crearon tantos modelos como test
neuropsicolégicos fueron estudiados y se vio que para cada modelo tan solo
una variable de RM resultaba ser significativa. Entonces, mediante el calculo
del CCP para cada una de las variables incluidas en todos y cada uno de los
modelos, se pudo estudiar la contribucion relativa del parametro de RM de
cada uno de ellos en el resultado de los diferentes test neuropsicolégicos. Asi
pues, en aquellos modelos donde el parametro de RM incluido reflejaba dafo
en la SG, el CCP correspondiente a dicho parametro de RM era mayor que el
correspondiente a los otros parametros de RM de los otros modelos
estadisticos, reflejando asi el papel crucial del dafo en la SG en la
sintomatologia cognitiva, probablemente superior al papel del dafio en otros
tejidos del SNC.

Ademas, observamos como la contribucién nociva de dicho dafio en la
SG resultaba ser superior a la contribucion beneficiosa de los afios de
educaciéon recibidos. En cambio, esta circunstancia no se dio para otros
modelos estadisticos en los que intervenia la afectacion de la SBAN o el

volumen de lesiones visibles.

De esta manera, poniendo de relieve la importancia de la SG en la
funcion cognitiva de los pacientes con EMPP, apoyamos lo descrito en trabajos
previos llevados a cabo no solo con EMPP (Penny et al., 2010) u otras formas
de EM (Amato et al., 2007; Calabrese et al., 2009a; Morgen et al., 2006;
Riccitelli et al., 2010), sino también con controles sanos (Burzynska et al.,

2011). Concretamente, un estudio realizado con la misma cohorte de pacientes
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que la utilizada en nuestro primer trabajo, mostré que la afectacion de la SG en
momentos muy precoces de la enfermedad podia predecir la aparicion de
disfuncion ejecutiva a los cinco afos (Penny et al., 2010). Asi pues, los
resultados obtenidos en este primer trabajo fueron de alguna manera
esperados, sobre todo teniendo en cuenta que en la EM la SG parece
deteriorarse a un ritmo superior al ritmo de deterioro de la SBAN (Fisher et al.,
2008; Fisniku et al., 2008b; Rudick et al., 2009; Tedeschi et al., 2009), como
también observamos en nuestros resultados. Posteriormente a la publicacion
de los estudios de esta tesis, otros trabajos han continuado mostrando que la
integridad de la SG es decisiva a la hora de preservar la funcién cognitiva en
los pacientes con EM (Batista et al., 2011; Roosendaal et al., 2011; Till et al.,
2011).

Otro punto a discutir aqui es si existe una asociacion relativamente
especifica entre el dafio en la SG y la alteracioén de las de funciones ejecutivas,
tal como sugieren nuestros resultados. Si bien este aspecto es mucho mas
dificil de demostrar que la relacién entre SG y afectacion cognitiva, hay en la
literatura alguna evidencia de que tal especificidad podria realmente existir
(Burzynska et al., 2011). En este sentido, en un trabajo reciente, realizado en
una poblacion sana, se ha descrito una asociacidén entre la preservacion de la
estructura cortical de regiones especificas con una mejor realizacion en
diversas tareas relativas a las funciones ejecutivas (Burzynska et al., 2011). No
obstante, son sin duda necesarios mas estudios en esta direccion, con mas
individuos, en los que se administren baterias neuropsicolégicas amplias que
evaluen las funciones ejecutivas y en los que se usen técnicas de RM con
marcadores mas especificos del dafio en la SG, como la determinaciéon de
glutamato mediante espectroscopia por RM de alto campo (3T o 7T)
(Stephenson et al., 2011) o el estudio de la atrofia regional de la SG, mediante
la técnica de Voxel Based Morphometry (Good et al., 2001).

Por otra parte, a pesar de que pueda existir una relacién entre funciones
ejecutivas y SG, es posible que la afectacion de dicha SG tenga asimismo
influencia en otras esferas de la cognicion, tal como observamos en los

nuestros pacientes con EMPP temprana que participaron en el estudio
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longitudinal de cinco afos de duracién y tal como se ha sugerido en la literatura
(Roosendaal et al., 2009; Roosendaal et al., 2011; Sastre-Garriga et al., 2009).
En nuestro estudio longitudinal con EMPP temprana, si bien no se observaron
cambios significativos en el PASAT a lo largo de los cinco afos, si se observo
que los pacientes con una peor evolucién temporal en este test presentaban un
mayor deterioro en parametros relativos a la SG, concretamente, en la moda de
MTR de la SG. No obstante, los cambios en el volumen de lesiones también se
correlacionaron con los cambios en el PASAT en este mismo periodo. Dado
que por el tipo de modelo estadistico usado no se pudo discernir cual de las
dos variables de RM predominaba sobre la otra a la hora de explicar cambios
concomitantes del PASAT, no podemos saber si los cambios en ambos tejidos
(SG vy lesiones) se habrian comportado como elementos independientes a la
hora de explicar un empeoramiento en el test cognitivo, o bien los cambios en
uno de ellos habrian anulado a los cambios en el otro. EI motivo por el cual
nuestros modelos estadisticos longitudinales no pudieron discernir cual de las
dos variables de RM predominaba sobre la otra a la hora de explicar los
cambios concurrentes en el PASAT (y en ninguna otra variable clinica) fue que,
en estos modelos estadisticos utilizados en esta parte de nuestro estudio
(analisis de regresion lineal de modelo mixto), la variable de RM se tomé como
la variable dependiente y el tiempo y la variable clinica se tomaron como
variables independientes. Asi pues, acabamos teniendo tantos modelos como
variables de RM, pero en ningun caso reunimos dos variables de RM en el
mismo modelo longitudinal. Sin duda, este es un punto que puede explorarse
en futuros trabajos, donde los modelos que se creen tengan en cuenta las
diferentes variables de RM a la vez, de cara a conocer cual de ellas es la que
predominantemente explica los cambios clinicos acontecidos durante el mismo

periodo de tiempo.

De todas maneras, de haber sido capaces de comparar tales parametros
de RM directamente, en el caso de que se hubiesen anulado mutuamente o en
el caso de que uno hubiese anulado al otro, ello habria querido decir que
ambos parametros de RM, al compartir en gran medida su variabilidad (0 su
varianza, en términos estadisticos), habrian estado probablemente muy
relacionados entre ellos, tanto desde un punto de vista estadistico como
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bioldgico, tal como parece que ocurre en las formas de EM de inicio en brotes
(Roosendaal et al., 2011). Concretamente, Roosendaal et al. (2011)
encontraron, en un estudio de mas de 800 pacientes con EM
predominantemente de inicio en brotes, en el que el volumen de SG, por otra
parte el parametro que mejor explicaba la discapacidad cognitiva y fisica,
estaba significativamente relacionado con el volumen de lesiones en T1 y en
T2.

Otros parametros de RM que denotan afectacion de la SG, como la
pérdida de volumen, también se han asociado a la afectacién cognitiva en la
EM (Amato et al., 2007; Morgen et al., 2006). No obstante, nosotros no
identificamos, en ninguno de nuestros estudios, variables relacionadas con la
pérdida de volumen de la SG que predijeran la discapacidad cognitiva. Si bien
ello podria significar que la afectacién de la SG en la EMPP es sobre todo
cualitativa, mas que cuantitativa, y estd dominada por una extensa
desmielinizacién asociada a una amplia inflamacibn meningea (Geurts and

Barkhof, 2008; Kutzelnigg et al., 2005), esto no deja de ser una suposicion.

En formas secundarias progresivas de la enfermedad también puede
observarse inflamacién meningea. Esta consiste en la presencia de foliculos de
células B y, aparte de asociarse a una intensa desmielinizacién cortical,
también se ha asociado a la pérdida de somas neuronales
(neurodegeneracion), con la subsiguiente pérdida de volumen cortical
(Magliozzi et al., 2010). Asi pues, no habria sido descabellado hallar, en
nuestros pacientes, a la vez que indicios de desmielinizacion de la SG, indicios
de atrofia de este tejido. Todo ello revela la necesidad de mas investigaciones

en este sentido.

Pero el papel preponderante de la afectacion de la SG en la EMPP no
solo se puso de manifiesto a la hora de explicar los sintomas cognitivos de la
enfermedad, sino también en la explicacién de la discapacidad fisica. En el
estudio longitudinal de la EMPP temprana, los parametros de RM que
denotaban afectacion de la SG en el momento basal, concretamente los
parametros de MTR, junto con el VLT2, fueron aquellos parametros que mejor
predijeron la aparicibn de discapacidad irreversible medida por el TWT.
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Ademas, fueron los cambios en los parametros de MTR de la SG, junto con los
cambios en el VLT2 a lo largo de los afos, practicamente los Unicos
parametros de RM que mostraron una correlacion con la aparicion de
discapacidad irreversible a lo largo de los cinco anos que duro el estudio. Como
excepcion debe mencionarse que los cambios observados en el NHPT a lo
largo del tiempo fueron también explicados por los cambios en los parametros
de MTR de la SBAN. Sin duda, esto podria dar pie a otro trabajo, en el que se
investigara por qué los empeoramientos clinicos medidos por el NHPT pudieron
explicarse por los cambios estructurales ocurridos en todos los tejidos, mientras
que los empeoramientos en el resto de parametros clinicos solamente pudieron
explicarse por los cambios en uno u otro tejido, pero no en todos. Tal vez ello
quiera decir que el NHPT es el mas sensible de los parametros clinicos
disponibles, el que mejor detecta la progresion de la enfermedad en el caso de
que ésta realmente se dé, tal como han apuntado diversos autores (Cohen et
al., 2002; Goodkin et al., 1995; Leary et al., 2003) y tal como sugieren nuestros
resultados, ya que fue precisamente en el NHPT donde se vieron las
diferencias entre aquellos pacientes que habian recibido placebo y aquellos
que habian recibido IFNb-1b cinco anos atras.

Una limitacion comun al primer y al segundo trabajos fue que debido a
cuestiones metodoldgicas no pudimos saber si la afectacion de la SG que
estabamos constatando reflejaba dafo en los ganglios basales o bien en el
cortex cerebral. No obstante, sabiendo que la alteracion de los parametros de
MTR refleja principalmente desmielinizacidén, es probable que las alteraciones
observadas en la SG derivasen de la presencia de lesiones corticales -0 areas
de desmielinizacion cortical-, cuya asociacion con el deterioro cognitivo en
otras formas de la enfermedad es bien conocida (Calabrese et al., 2009a; Mike
et al., 2011), siendo practicamente imposibles de detectar mediante las
técnicas de RM utilizadas en los trabajos de esta tesis (Geurts et al., 2005).
Futuros estudios en este campo, capaces de separar la afectacion de la SG
cortical de aquella que ocurre en la SG profunda, relacionada también con el
deterioro cognitivo en la EM (Batista et al., 2011; Till et al., 2011), ayudaran a
descubrir, mediante planteamientos  prospectivos, las verdaderas
consecuencias de las lesiones corticales en las formas primarias progresivas
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de la enfermedad.

Si bien con los trabajos de esta tesis podemos decir con cierta seguridad
que la afectacion cualitativa de la SG es importante a la hora de determinar la
aparicion de la discapacidad, lo que no podemos saber es hasta qué punto este
dafio en la SG es el sustrato patoldgico directo del deterioro clinico, por
ejemplo causando la muerte de neuronas cruciales para una determinada
funcion fisica o cognitiva. Asi pues, tal deterioro clinico podria también
producirse a través de otras vias nocivas intermedias secundarias a la
existencia de una SG defectuosa, como por ejemplo a través de la potenciacion
de vias glutamatérgicas -en oposicion a las vias GABA-érgicas-, o a través de
la pérdida de interneuronas, alterando de esta manera la conectividad entre
areas cerebrales (Stadelmann, 2011). Ademas, desde un punto de vista tedrico
podria incluso llegar a pensarse que la afectacion de la SG es tan solo un
epifendbmeno en el contexto de otro proceso patolégico de base y que su
relacion con la discapacidad no es de ninguna manera una relacién de causa-
efecto, ni directa ni indirectamente. Es cierto que nuestros trabajos no permiten
aclarar tampoco este punto, pero dicha posibilidad resulta, cuanto menos,
improbable, dadas las crecientes evidencias de que procesos intrinsecos de la
SG, como la reorganizacion cortical, parecen tener una repercusion en la
sintomatologia del paciente con EM, especialmente en su capacidad cognitiva
(Filippi et al., 2010; Loitfelder et al., 2011).

En relacion con el fendbmeno de reorganizacion cortical mencionado
arriba, existe otro aspecto interesante que quedaria para futuros debates que
haria referencia a la pregunta de hasta qué punto la plasticidad neuronal,
concretamente la reorganizacion cortical, contribuye a mitigar las
consecuencias negativas derivadas de la alteracion de la SG, ya sea cualitativa
o cuantitativa. Cada vez hay mas estudios que hablan de que no es tanto el
dafo en si lo que provoca la aparicion de la discapacidad, sino que ésta
apareceria tras una claudicacién de los mecanismos de reorganizacion tisular
cerebral (Filippi et al., 2010; Filippi and Rocca, 2004; Loitfelder et al., 2011). Asi
pues, es posible que si nosotros hubiésemos sido capaces de investigar y

detectar fendmenos de reorganizacién cortical, ademas de las alteraciones
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estructurales que encontramos mediante las técnicas utilizadas, y hubiésemos
podido ajustar nuestros modelos de regresion por dichos fen6menos de
reorganizacion, posiblemente habriamos mejorado las correlaciones halladas
entre los parametros de RM y los parametros clinicos. Por ello, futuros trabajos
encaminados a estudiar el sustrato patolodgico de los diferentes sintomas que
aparecen en la EMPP deberian incorporar secuencias que permitiesen tener en
cuenta estos fendmenos de reorganizacion cortical y poder asi establecer el rol

gue juegan en la progresion de la discapacidad.

2. La afectacion de la sustancia blanca

La afectacion de la sustancia blanca es también elemento imprescindible

para el desarrollo de discapacidad irreversible

La afectacion de la SB en la EM en general viene dada tanto por la presencia
de lesiones visibles en secuencias convencionales (generalmente secuencias
potenciadas en T2), como por la presencia de dafno microscépico en el tejido
que tiene una apariencia normal cuando se mira a través de dichas secuencias.
Estas dos formas de afectacién, aunque son diferentes, estan intimamente
relacionadas y poseen en comun rasgos patoldgicos especificos que no se dan
en la afectacion de la SG (Bo et al., 2003), como la presencia de infiltrados
perivasculares, generalmente a expensas de linfocitos T CD8+ y macréfagos
(Babbe et al., 2000) -aunque también pueden verse linfocitos T CD4+ y
linfocitos B (Friese and Fugger, 2009)- y de desmielinizacion, que aparece
como consecuencia de una intensa fagocitosis de la mielina por parte de las
células macrofagicas. En cambio, la inflamacion como tal es infrecuente en las
lesiones corticales, donde la desmielinizacion probablemente se dé como
consecuencia de un proceso mas amplio de inflamacion meningea, tal como se
menciona anteriormente (Bo et al., 2003; Geurts and Barkhof, 2008; Hulst and
Geurts, 2011; Reynolds et al., 2011).

Ademaés, tanto en las lesiones visibles como en la SBAN tiene lugar un
dafio axonal que se asocia de forma importante al grado de inflamacién, ya sea

ésta de caracter macroscépico observable y cuantificable mediante RM
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(lesiones visibles) (Frischer et al., 2009) o bien se trate de una inflamacién
difusa, no detectable mediante RM y que ocurre en gran parte independiente
de la macroscopica (afectacion de la SBAN) (Kutzelnigg et al., 2005). Las vias
por las cuales el dafio axonal tiene lugar en regiones donde se asienta la
inflamacion del tejido son complejas y no del todo conocidas, aunque es
posible que tanto mecanismos directos, de caracter toxico, sobre el axén, como
mecanismos indirectos, vehiculizados por la disfuncion de alguna de sus

estructuras, estén implicados en dicho dafo axonal (Stadelmann, 2011).

Una consecuencia directa de este hecho -0 sea de que las lesiones
visibles y el dafio en la SBAN compartan muchas de sus caracteristicas
patologicas- es que ambos fendbmenos se van a dar, probablemente con una
alta frecuencia, a la vez en el mismo individuo. Desde un punto de vista
practico y especialmente si nos disponemos a analizar datos de RM, esta
circunstancia puede tener gran relevancia: puede comportar que a la hora de
correlacionar el volumen de lesiones o los parametros que reflejan un dafio en
la SBAN con la discapacidad, nos encontremos con que la variabilidad (la
varianza estadistica, si miramos los datos numéricos de los parametros) que
comparten estos parametros de RM sea tan alta que estemos ante una
situacién de colinearidad, donde ninguno de dichos pardmetros sea capaz de
explicar de forma independiente el grado de discapacidad. Sin embargo, de
darse este fendmeno, ello no querra decir que los parametros de RM que
describen el dafo de la SB sean incapaces de predecir o explicar tal
discapacidad, sino que estamos, probablemente, ante un fendmeno de
‘solapamiento’ de procesos patoldgicos, requiriéndose pues una lectura critica

de los resultados.

Con los tres trabajos de la presente tesis, pero especialmente con el
estudio longitudinal de la cohorte de EMPP temprana y el estudio de
seguimiento de los pacientes que participaron en el ensayo clinico con IFNb-
1b, ponemos de manifiesto la importancia de la SB a la hora de explicar la
discapacidad y cémo la presencia de lesiones visibles y la afectacion
microscopica del tejido de apariencia normal estan probablemente

relacionadas.
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2.1. Las lesiones visibles

Nuestros resultados demuestran que existe una relacién entre la presencia de
lesiones visibles en secuencias potenciadas en T2 y la aparicibn de

discapacidad irreversible.

El volumen de lesiones en T2 fue el parametro de RM que mejor explicd
la afectacion de la memoria diferida, apoyando el papel de las lesiones visibles
en la afectacion cognitiva sugerido en otros estudios (Bellmann-Strobl et al.,
2009; Penny et al., 2010). Una explicacién de estos resultados podria ser que
las lesiones, al asentarse en zonas periventriculares, estuviesen
interrumpiendo fibras comisurales y asociativas importantes. En este sentido,
se ha llegado a proponer la EM como una enfermedad caracterizada por una
desconexion funcional entre la SG cortical y la SG profunda, pudiendo dicha
desconexion jugar un papel relevante en la sintomatologia de la enfermedad
(Bodini et al., 2012; Calabrese and Penner, 2007; He et al., 2009).

Dado que en los modelos finales del primer estudio el volumen de
lesiones en T2 fue el parametro que mejor predijo las puntuaciones en el test
de memoria, en la versidén diferida, cabe preguntarse si existe una relacidon
especifica entre la afectacion del lenguaje y la carga de lesiones, ya que las
otras funciones cognitivas parecieron estar mejor explicadas por otros
parametros de RM diferentes del volumen lesional. Sin duda, este punto sera
dificil de responder. De todas maneras, nosotros proponemos que para acabar
de estudiar el rol de la carga de lesiones en la afectacion cognitiva, y
concretamente sobre el lenguaje, se investigue si la presencia de lesiones de
forma asimétrica, en pacientes cuya carga asienta sobre todo en el hemisferio

no dominante, sigue teniendo este efecto deletéreo sobre el lenguaje.

Nuestros resultados también mostraron que, en aquellos pacientes con
una EMPP temprana, la carga de lesiones en el momento basal predecia el
aumento del EDSS en los cinco afios posteriores. No obstante, esta capacidad
de prediccion desparecié en el momento que tuvimos en cuenta también la
afectacion de la SBAN, es decir, al incluir, en el mismo modelo de prediccion,

los parametros de MTR relativos a la SBAN. Posiblemente, ello sea un reflejo
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de este fenbmeno de ‘solapamiento’ mencionado antes, traduciendo la
presencia de una intima relacion entre las lesiones visibles y la afectacion de la
SBAN, en lugar de estar indicando una incapacidad real de estos parametros

para predecir el aumento de discapacidad.

Cuando se traté de predecir el aumento de la discapacidad segun el
TWT, no obstante, el VLT2 si se consolidd como un marcador independiente
del empeoramiento clinico, incluso cuando todos los factores que habian
podido predecir el aumento de la discapacidad de forma individual se incluian
en el mismo modelo. En el modelo resultante final se incluyeron dos
parametros de MTR de la SG (la moda y el pico maximo asociado a la moda de
MTR de la SG) junto con el volumen de lesiones, todo medido a nivel basal, y
los tres factores continuaron prediciendo los cambios en el TWT a lo largo de
los cinco afos posteriores. Ademas, la capacidad del modelo para predecir los
cambios clinicos mejoré de forma significativa cuando los tres factores fueron
contemplados, en comparacion con la capacidad de prediccion del modelo
cuando éste solo contenia uno de los tres. Sin duda, éste fue el hallazgo
principal del trabajo, no solo porque puso de manifiesto la necesidad de que las
evaluaciones del SNC en pacientes con EM fueran globales, sino también
porque reflejo la relativa independencia entre los procesos que atafien a la SB
y aquellos que atafien a la SG en esta enfermedad.

Siguiendo con la asociacion entre la carga de lesiones visibles y los
procesos patologicos que subyacen al aumento irreversible de discapacidad,
nuestros datos también mostraron como los aumentos en el VLT2 a lo largo de
los cinco anos que durd el estudio longitudinal con EMPP temprana se
correlacionaron con el empeoramiento clinico en el mismo periodo de tiempo.
Curiosamente, fue el VLT2 el unico parametro de RM cuyo cambio se
correlacion6 de forma significativa con el empeoramiento en todas las escalas
clinicas utilizadas, es decir, el EDSS, el TWT, el NHPT y el PASAT. Con estos
resultados corroboramos lo que otros autores habian ya apuntado, que la
actividad inflamatoria a nivel macroscépico, la que es visible con secuencias
mas convencionales de RM, aunque menor que en otras formas de la

enfermedad (Thompson et al., 1991; Thompson et al., 1997; Thompson et al.,
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1990), esta también presente en la EMPP y que su presencia tiene relevancia
clinica (Ingle et al., 2005; Khaleeli et al., 2010; Penny et al., 2010; Sastre-
Garriga et al., 2005c).

Finalmente, gracias al estudio de seguimiento de los pacientes con
EMPP que habian participado en el ensayo clinico cinco afios atras, pudimos
explorar otro aspecto importante de las lesiones visibles en T2, esto es, las
lesiones visibles como elemento modificable mediante la intervencion
terapéutica. Este aspecto es importante si tenemos en cuenta que tal
modificacion podria tener una repercusion clinica positiva a largo plazo. Las

consecuencias derivadas de la intervenciéon inmune se discutiran mas adelante.

2.2. La afectacién de la sustancia blanca de apariencia normal

Nuestros resultados ponen de manifiesto que la SBAN se afecta en la EMPP y

gue su afectacion es clinicamente relevante.

Aunque en el estudio cognitivo transversal el tejido que mostr6 mas
relaciones significativas con afectaciones en dominios cognitivos concretos fue
la SG, la SBAN también resultd tener su papel. En este primer trabajo vimos
que el volumen de SBAN fue el parametro de RM mas estrechamente asociado
a la realizacion del SDMT, el Unico test de atencion y velocidad de
procesamiento de la informacién que mostr6 diferencias significativas entre los
pacientes y los controles sanos del estudio. Volumenes mas bajos de SBAN se
asociaron a un peor rendimiento en el SDMT, por lo que es posible que la
pérdida axonal en comisuras y fibras asociativas juegue un papel en este
aspecto cognitivo, tal como otros autores ya han sugerido (Mesaros et al.,
2009). No obstante, con los trabajos que conforman esta tesis no podemos
contestar taxativamente tal hipdtesis. Futuros estudios que permitan investigar,
de forma combinada, la pérdida de volumen de la SBAN y la afectacion de los
principales tractos cerebrales mediante técnicas de DTI, ayudaran a conocer si
la atrofia de la SBAN afecta especificamente a aquellos circuitos implicados en

la atencion y tareas relacionadas, como el sistema reticular activador (sistema
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reticular ascendente-descendente) (Hodges J., 2007).

Tal como se ha explicado mas arriba, en el estudio longitudinal con
EMPP temprana también pusimos de manifiesto la relevancia clinica de la
afectaciéon de la SBAN, mostrando ademas como ese probable fendbmeno de
‘solapamiento’ de procesos patoldgicos hizo que los parametros de MTR de la
SBAN fueran incapaces de predecir el aumento de la discapacidad de forma
independiente del volumen de lesiones. Dicho esto, si pensamos que la
afectacion de SBAN y la presencia de lesiones visibles estan tan intimamente
relacionadas que cuando se da una se da la otra también y viceversa, se
podria llegar a aventurar que no tiene demasiada importancia, desde un punto
de vista practico, saber cuél de esos dos elementos es el sustrato patolégico de
la discapacidad. No obstante, probablemente ello no ocurra siempre asi. Es
decir, en ocasiones puede ocurrir que cambios patologicos en la SBAN no se
acomparen de cambios en el volumen de lesiones visibles. En este sentido, se
ha propuesto que una vez tiene lugar un insulto agudo en el axoén, tras un
proceso inflamatorio también agudo, dicho axén puede poner en marcha toda
una serie de cambios estructurales, entre ellos una degeneracion anterégrada y
retrdgrada, que ocurren practicamente de forma independiente de la presencia
de lesiones activas (Kutzelnigg et al., 2005; Reynolds et al., 2011). Solo por
este motivo estaria ya justificado el intentar descubrir hasta donde el sustrato
ultimo de la discapacidad se debe a una u otra forma de afectacion de la SB.
Asimismo, puesto que ambas formas tienen una base patoldgica parcialmente
diferente, es de esperar que su potencial tratamiento se haga eco de esa

diferencia.

3. Laintervencion inmune en la esclerosis multiple primaria progresiva

La intervencion inmune podria ser de utilidad también en la esclerosis

multiple primaria progresiva

En la evaluacion de los pacientes que participaron en el ensayo clinico con
IFNb-1b, realizada cinco afos después de haber cesado la intervencién directa

del farmaco, observamos que la carga lesional se habia igualado entre los dos
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grupos de tratamiento. Sin embargo, la SBAN del grupo que habia recibido el
farmaco activo parecia estar aun bajo la influencia inmunomoduladora. Es
decir, en este estudio de seguimiento, los valores correspondientes a los
parametros de MTR de dicho tejido fueron superiores (mejores) en el grupo de
IFNb-1b que en el grupo placebo, reflejando dichos parametros de MTR sobre
todo el estado de (des)mielinizacién del tejido pero también el dafio axonal del

mismo.

Tratando de explicar el porqué de estos hallazgos, podria ser que esas
diferencias observadas entre grupos fueran una consecuencia del efecto
beneficioso del farmaco sobre la carga lesional durante el ensayo. En este
sentido, dicho efecto podria haber mitigado, mediante la reduccion de la
cantidad de lesiones visibles, posteriores dafios en el citoesqueleto o en la
funcion del axon, evitando asi también una mayor degeneracion anterograda o
retrograda secundaria (Stadelmann, 2011). Ademés, cada vez hay mas
evidencias de que las lesiones inflamatorias de la EM, tanto agudas como
cronicas, a través de la produccion de radicales libres de oxigeno, pueden
causar una disfuncion mitocondrial de los axones, que puede ser, a su vez,
altamente perjudicial para las funciones basicas de los mismos (Ciccarelli et al.,
2010b; Dutta et al., 2006). Asi pues, es posible que por lo menos parte de esta
cascada de acontecimientos nocivos derivados de la actividad inflamatoria se

haya también evitado con el farmaco inmunomodulador.

No obstante, otras explicaciones de nuestros resultados podrian,
hipotéticamente, haber sido posibles. Por ejemplo, podria ser que el IFNb-1b,
tras ser administrado durante dos afnos, hubiese provocado cambios relevantes
en el sistema inmunitario que hubiesen inducido una modulaciéon de los
mecanismos proinflamatorios, como por ejemplo cambios en la expresion de
genes relacionados con la respuesta al IFNb, tal como sugirid6 un estudio con
un modelo animal de EM en el que el IFNb fue capaz de actuar sobre la
expresion génica de los macréfagos de la médula 6sea (Galligan et al., 2010).
Si ello hubiese ocurrido asi, podriamos decir que estamos ante un efecto mas
directo pero retardado del farmaco, que pareceria haber promovido la

remielinizacion o la recuperacion funcional de axones afectados. Por otra parte,
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también a modo de hipoétesis, podria plantearse, como posibilidad, que en
aquellos pacientes que recibieron IFNb-1b, éste hubiese provocado cambios
sobre una microglia probablemente activada y que ello hubiese conducido a
posteriores efectos beneficiosos sobre la SBAN (Howell et al., 2010). De todas
maneras, si bien todas estas explicaciones podrian llegar a ser ciertas desde
un punto de vista tedrico (Stadelmann, 2011), no dejan de ser meramente
especulativas, puesto que carecemos de datos que las apoyen, siendo

necesarios mas estudios en este aspecto.

Asimismo, en el ultimo trabajo vimos que, considerando el periodo de
estudio de forma global, desde el inicio del ensayo clinico hasta la evaluacion a
los cinco anos de finalizar el mismo, los pacientes que habian recibido IFNb-1b
presentaban una mayor FPC, es decir, una menor atrofia cerebral, que los
pacientes del grupo placebo. Este aspecto es especialmente interesante
porque durante el ensayo lo que se observo fue una pérdida de volumen
cerebral en el grupo de IFNb-1b que se orientdé como una posible
pseudoatrofia, ocasionada por la reduccion en el volumen lesional a
consecuencia del tratamiento. Asi pues, los resultados de este estudio vendrian
a indicar que lo que se observo durante el ensayo fue, efectivamente, una
pseudoatrofia y no una atrofia real, puesto que no solo se ha recuperado con el
tiempo, sino que se ha invertido, observandose mas atrofia en los sujetos del
grupo placebo. Si bien no podemos saber si esas diferencias en la FPC
estriban en diferencias de volumen de la SG o de la SBAN, lo que si podemos
decir es que no estriban solamente en un aumento de lesiones en el grupo que
habia estado expuesto al IFNb-1b. Para hacer esta afirmacion nos basamos en
que, aunque es cierto que tras finalizar en ensayo el grupo que habia recibido
IFNb-1b ‘recuperd’ parte de su carga lesional, las diferencias entre los dos
grupos en cuanto a los cambios en los volumenes lesionales no llegaron a ser
estadisticamente significativas. En cambio, las diferencias entre los cambios en

la FPC si lo fueron.

Desde un punto de vista clinico, lo que pudimos observar fue que, a los
cinco afos de haber finalizado el ensayo, los pacientes que habian recibido

IFNb-1b presentaban mejores resultados en cuanto al NHPT y a un test que
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evaluaba un aspecto de las funciones ejecutivas, concretamente la fluencia
verbal (test de evocacion categorial lexico-semantica o Word List Generation
test). Sin embargo, es dificil decir, con los datos obtenidos en este estudio,
hasta qué punto los cambios clinicos observados se debieron a uno u otro de
los cambios que tuvieron lugar a nivel patolégico. Ademas, en nuestro trabajo
no se examind el papel concreto de la afectaciéon de la SG, por lo que no
podemos saber de qué manera ésta podria haberse modificado por el efecto
del farmaco inmunomodulador y hasta qué punto alteraciones de la SG podrian
haberse correlacionado con la discapacidad y concretamente con la afectaciéon
cognitiva, tal como se vio en el primero de los estudios de esta tesis, el estudio

transversal.

Finalmente, es oportuno mencionar que uno de los hallazgos mas
importantes del estudio fue que la actividad inflamatoria durante el ensayo,
concretamente la cantidad de lesiones activas, se correlacion6 con la evolucion
del EDSS en los cinco anos posteriores. Durante el ensayo, se habian
considerado lesiones activas todas aquellas lesiones agrandadas o nuevas que
habian aparecido durante los dos anos que durd éste. Aunque es cierto que
este andlisis se realiz6 sobre toda la cohorte, no solamente sobre el grupo que
recibié IFNb-1b, este hallazgo es de relevancia, ya que durante el ensayo el
farmaco habia sido capaz de modificar la carga de lesiones visibles, incluyendo

las activas.

A modo de resumen, podemos decir que desde un punto de vista
patologico el tratamiento tuvo un claro efecto beneficioso a corto plazo a
expensas de una reduccion de las lesiones visibles, aunque este mecanismo
beneficioso parecié acabar cuando finalizd la exposicioén al farmaco; y un efecto
a largo plazo, a expensas de cambios en el tejido de apariencia normal,
especialmente en la SB, que fueron observados tras haber cedido la exposicion
a la droga inmunomoduladora. Desde un punto de vista clinico, si se quiere, el
panorama es aun mas complejo. Aunque tenemos constancia de una cierta
repercusion positiva de la intervencion inmune a largo plazo, reflejada en
parametros clinicos como el NHPT o parametros neuropsicolégicos, los

mecanismos fisiopatoldgicos por los que se produce tal repercusion positiva,
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con los datos presentes, no los podemos explicar.

En cualquier caso, los indicios de eficacia observados nos permiten hoy
elucubrar que quizas la intervencién inmune no sea una opcioén desechable
sino una opcién aun valida para formas primarias progresivas. De hecho, hay
en marcha dos estudios con moléculas disefiadas para regular el sistema
inmunitario que nos permitirdn conocer mejor el alcance que dicha intervenciéon

tiene, sobre todo desde un punto de vista clinico.

4. Abordaje global

Tanto el abordaje de la investigacion del sustrato patolégico de la
discapacidad como el abordaje terapéutico para evitar la progresion
clinica deben contemplar las dos grandes lineas de afectacién patoldgica,
es decir, la afectacion de la sustancia blanca y la afectacion de la

sustancia gris

Cada vez hay mas evidencia de que en la EM, pero sobre todo en las formas
progresivas, incluyendo la EMPP, coexisten dos grandes procesos patoldgicos
diferentes: uno que afecta a la SG y otro que afecta a la SB. El que afecta a la
SB puede ocurrir, a su vez, en forma de inflamacion aguda y visible mediante
técnicas convencionales de RM, que se asocia a una desmielinizaciéon y un
dafno axonal agudos (Frischer et al., 2009; Reynolds et al., 2011), o en forma
de inflamacibn menos visible a simple vista, que acarrea también una
desmielinizacién y un dafno axonal, y que se da -por lo menos parcialmente- de
forma independiente de las lesiones visibles (Kutzelnigg et al., 2005; Reynolds
et al., 2011).

La SG, si bien puede también dafarse mediante un proceso
directamente relacionado con la afectacion de la SB, mediante degeneracién
anterégrada o retrégrada, tiene como particularidad que su alteracién puede
aparecer de forma relativamente autonoma respecto de las formas de
afectacion de la SB, como por ejemplo en forma de una extensa

desmielinizacién secundaria a una inflamaciéon meningea amplia, a la que se ha
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hecho referencia en paginas anteriores (Geurts and Barkhof, 2008; Reynolds et
al., 2011). Finalmente, y de forma mas tedrica que real, la SG podria también
estar sujeta a un proceso esencialmente degenerativo primario, no de caracter
inflamatorio-desmielinizante, como ocurre en determinadas demencias, aunque
esta opcidon es poco plausible a dia de hoy (Geurts and Barkhof, 2008;
Reynolds et al., 2011).

Con nuestros trabajos ponemos de manifiesto la presencia de estas dos
formas principales de afectacion, la de la SG y la de la SB, o tres, si
consideramos el dafno en SBAN y la presencia de lesiones visibles como
fendmenos parcialmente independientes. Aun mas, ponemos de manifiesto que
todas esas formas de dafno son cruciales para el desarrollo de discapacidad
irreversible y que sus roles a la hora de determinar la aparicion de dicha

discapacidad, aunque relacionados, son diferentes.

Aunque la afectacion de la SBAN y la presencia de lesiones visibles
mostraron de forma explicita en el segundo estudio de esta tesis estar
intimamente relacionadas, el resto de resultados de los trabajos aqui expuestos
son sobre todo una manifestacion de la independencia, en mayor o menor
grado, de los tipos de afectacion tisular: comenzando por los resultados del
estudio transversal cognitivo, donde cada tejido fue capaz de predecir un tipo
de afectacion concreta, sugiriendo que, si algun grado de colinearidad existia
entre los parametros de RM, éste no era suficiente como para impedir que
hubiese un tejido predominante en la explicacion del sintoma cognitivo;
siguiendo por la indiscutible complementariedad, en el estudio longitudinal de
pacientes con EMPP temprana, del dafo en la SG y la presencia de lesiones
visibles a la hora de explicar el aumento de la discapacidad fisica -
probablemente la mejor muestra de independencia de roles que observamos
en nuestros datos-; y acabando por las evidencias mostradas en el estudio de
seguimiento de los pacientes que participaron en el ensayo con IFNb-1b, donde
la intervencion inmune provoco cambios en las lesiones visibles a corto plazo y
cambios en el tejido de apariencia normal a largo plazo. En este punto podria
especularse que, aunque ambos fendmenos probablemente respondieron a un

continuum de la accién del farmaco, ambos se dieron de forma esencialmente
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independiente, ya que uno dej6 de estar presente (lesiones) para ceder el paso
al otro (SBAN), en el momento que cesb la accidén directa de la intervencion
inmune. No obstante, es indudable que hacen falta mas estudios en este
sentido y que lo que aqui se menciona es tan solo una hipétesis de lo que pudo

haber ocurrido, a nivel patoldgico, tras la administracién del farmaco.

Segun la literatura, en las formas de EM de inicio en brotes también
puede darse esta relativa independencia entre las formas de dafo cerebral, tal
como se ha visto plasmado en varios trabajos prospectivos de envergadura
(Fisher et al., 2008; Fisniku et al., 2008a; Fisniku et al., 2008b). En ellos, tal
independencia se puso de manifiesto sobre todo a medida que el tiempo
avanzaba, haciéndose totalmente evidente en las formas secundarias
progresivas de la enfermedad, donde la afectacion de la SG mostré una
superioridad clara sobre la afectacion de la SB a la hora de explicar el deterioro
clinico progresivo de los pacientes. Es muy probable, pues, que en las formas
primarias progresivas, donde la carga de lesiones es, por lo general, menor que
en las formas de inicio en brotes (Thompson et al., 1997), esta independencia
sea todavia mas exagerada. Un indicio de ello podria provenir, de forma
indirecta, de los trabajos realizados en una cohorte europea, en el contexto del
grupo MAGNIMS (Magnetic Resonance in MS), donde se vio que, si bien la
carga lesional inicial podia predecir el deterioro en el EDSS durante los
siguientes cinco afos (Sastre-Garriga et al., 2005c), esta capacidad de
prediccion desaparecia cuando se contemplaba el aumento del EDSS en los
siguientes diez afios (Khaleeli et al., 2008b). Pero estos datos no dejan de ser
indicios, puesto que en ningin momento se corrobor6 que tal aumento de
discapacidad pudiese predecirse por la alteracion en otro tejido que no fuera la
presencia de lesiones visibles. Y aqui es donde entra la novedad y la
importancia primordial de nuestro estudio longitudinal con pacientes con EMPP
temprana, nuestro segundo estudio, donde exponemos de forma directa la
independencia de dos procesos patologicos en relacion a la aparicion de un

deterioro clinico irreversible.

Asi pues, por todo lo argumentado hasta ahora, nosotros sugerimos que

los abordajes futuros encaminados a profundizar en el sustrato ultimo de la
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discapacidad deberian tener un caracter global y no perder de vista estas
grandes lineas de afectacién patologica, para evitar llegar a conclusiones
parciales y por tanto erréneas (FIGURA VII-2). Cabe mencionar aqui, ademas,
que para evitar incurrir en omisiones graves, que asimismo lleven a
conclusiones errbneas, es imprescindible que los estudios futuros sobre
discapacidad en la EMPP contemplen la afectacion de la médula espinal.
Somos conscientes de que esta es una limitacion de todos los estudios de esta
tesis, asi como comun a la mayoria de trabajos publicados en EMPP. Por ello,
en nuestro grupo hemos puesto en marcha un nuevo proyecto prospectivo en
EMPP encaminado a conocer mejor el sustrato patoldgico de la enfermedad

que incluye tanto el estudio cerebral como el estudio del dafno medular.

FIGURA VII-2. Formas de dafio tisular en la EMPP: propuesta. Esta figura representa de forma tedrica las formas de
dafo tisular que pueden darse en la EMPP y la posible relacion entre ellas. El area de cada figura estaria en relacion
con la variabilidad de la forma de dafio que representan en una poblacién de EMPP. El hecho de que estén
parcialmente solapadas pretende indicar que en ocasiones dos formas de dafo pueden compartir su varianza en la
poblacion, es decir, que es posible que se den a la vez en el mismo individuo, lo que puede ocasionar fenémenos de
colinearidad cuando se intenta examinar el rol concreto de cada tejido en la aparicién de discapacidad, como se indica
en el texto. Abreviaturas: SB: sustancia blanca; SBAN: sustancia blanca de apariencia normal; SG: sustancia gris.
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De la misma manera, y partiendo de la base de que el tratamiento debe
hacerse eco de los procesos patolégicos subyacentes, pareceria l6gico pensar
que los abordajes terapéuticos de la EM en general y de la EMPP en particular
deben también contemplar las principales formas de dafno del SNC. No
obstante, este punto es controvertido, pues mientras el efecto de los
tratamientos actuales de la EM sobre la SB ha sido probado en numerosas
ocasiones (Filippi and Rocca, 2011), el efecto sobre la SG ha sido solamente
reportado de forma puntual (Pawate et al.,, 2011; Zivadinov et al., 2007) y
necesita ser corroborado. Nosotros hemos podido ver cémo la intervencion
inmune actuaba frente al dafno en la SB, pero poco sabemos sobre la posible
actuacioén del tratamiento sobre la SG. Por otra parte, es dificil conocer, con los
datos actuales de la literatura, de qué forma se podria actuar sobre el dafo en

la SG, teniendo en cuenta la complejidad de su mecanismo de aparicion.

Dado que en parte el dano de la SG puede ocurrir como consecuencia
del dano en la SB, se podria pensar que una actuacion eficaz sobre la SB
podria prevenir el deterioro de la SG. No obstante, es probable que ello no sea
suficiente para evitar danos clinicamente significativos de la SG, tal como se
deduce de los resultados esencialmente negativos de los ensayos clinicos en
las formas EMPP (Hawker et al., 2009; Leary et al., 2003; Montalban et al.,
2009b; Wolinsky et al., 2007). Sin embargo, también se podria pensar que el
fallo de las terapias probadas hasta hoy se debe a un problema de ventana
terapéutica, es decir, que las drogas de los ensayos clinicos en pacientes con
EMPP se han administrado demasiado tarde, una vez el dafo llevaba ya anos
instaurado. En este sentido, un estudio reciente sobre los efectos del fingolimod
en un modelo animal de EM (con una enfermedad recurrente-progresiva -
equivalente a una forma secundariamente progresiva de EM-) ha mostrado que
este farmaco es incapaz de ralentizar la progresion clinica una vez ésta ya esta
en marcha (Al-lzki et al., 2011).

Asi pues, para concluir, podemos decir que, dada la presencia en la EM
-y especialmente en la EMPP- de procesos patolégicos importantes que, si bien
pueden estar relacionados, probablemente se desarrollan en gran parte de

forma independiente el uno del otro, y dado que la contribucién de tales
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procesos al deterioro clinico irreversible parece ser también independiente,
tanto el estudio para profundizar en el sustrato Gltimo responsable del aumento
de la discapacidad como su abordaje terapéutico deben tenerlos en cuenta.
Merece especial mencidon la SG, cuyos efectos deletéreos de su afectacion
progresiva son cada vez mas conocidos, siendo imperiosa la necesidad de

buscar farmacos capaces de detenerla.
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CONCLUSIONES

Con esta tesis hemos intentado acercarnos al conocimiento del sustrato

patologico del aumento irreversible de la discapacidad en la EMPP. Para ello

hemos utilizado técnicas novedosas de RM y hemos explorado las

consecuencias a largo plazo de una intervencién inmune. Ademas, de forma

concomitante a la realizacion de los estudios, se ha llevado a cabo un trabajo

de revision bibliografica que ha ayudado a la elaboracion de conclusiones y a la

generacion de hipotesis de trabajo para futuros estudios.

Las principales conclusiones de la presente tesis podrian exponerse de

la siguiente manera:

1.

Los parametros de RM relacionados con el dafo en la SG,
concretamente, parametros de MTR de la SG, son los que mejor se
correlacionan con la afectacidn en la mayoria de aspectos cognitivos,
destacando la relacién entre un menor pico maximo asociado a la moda
de MTR de la SG y una mayor disfuncion ejecutiva. No obstante,
parametros de RM relativos al dafio en otros tejidos, como la atrofia de
la SBAN y el volumen de lesiones en T2, también parecen tener
relevancia clinica, al asociarse a un mayor deterioro en la capacidad de
atencién y velocidad de procesamiento de la informacion y a una menor
capacidad de memoria verbal diferida, respectivamente. Todo ello indica
gue los modelos de prediccion del deterioro cognitivo en esta forma de la
enfermedad deben incluir evaluaciones amplias de RM, donde se

explore tanto la SG como la SB.

En fases iniciales de la enfermedad, la carga de lesiones en T2,
asentadas en la SB, y el dafo en la SG, representado por valores bajos
de la moda y el pico maximo asociado a la moda de MTR de la SG, son
capaces de predecir, de forma independiente, el aumento de la
discapacidad medida por el TWT a medio-largo plazo (a los cinco anos),
poniendo de manifiesto la complementariedad -y, por tanto, la relativa
independencia- del dafo tisular que tiene lugar en la SB y aquel que
tiene lugar en la SG. Ademas, un mayor aumento de la carga lesional y
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un incremento mas rapido del dano en la SG, representado por una
disminucion mas rapida de la media y la moda de la SG, y en la SBAN,
representado por una disminucion mas rapida de la moda de MTR de la
SBAN, a lo largo del tiempo parecen asociarse a una progresion mas
rapida de la discapacidad. Ello pone de relieve nuevamente la
importancia de ambas formas de alteracién patoldgica en la EMPP, la

que afecta a la SB y aquella que afecta a la SG.

En cuanto a las consecuencias a medio-largo plazo de la intervencion
inmune, podemos decir que, desde un punto de vista patologico, el
efecto beneficioso que se habia observado a corto plazo (reduccién de
las lesiones visibles), parece desaparecer cuando finaliza la exposicion
al farmaco; sin embargo, tras cinco afos de cesar la exposicion al
farmaco, si parece observarse un efecto beneficioso del farmaco sobre
el tejido de apariencia normal, siendo especialmente relevante el efecto
sobre las medidas de atrofia cerebral. Desde un punto de vista clinico, la
intervencién inmune parece comportar también un discreto beneficio a
largo plazo (reflejado en el NHPT y parametros neuropsicologicos), de
mecanismo fisiopatolégico aun incierto. Ademas, dado que la presencia
de lesiones activas durante el ensayo se correlacioné con el
empeoramiento del EDSS en los cinco afnos posteriores, una eventual
actuacion sobre la carga lesional durante un determinado periodo de
tiempo podria, en teoria, conllevar un efecto beneficioso sobre el EDSS
a largo plazo, incluso en la EMPP, aunque nosotros no hemos podido
constatar ningun efecto del tratamiento con IFNb-1b sobre el EDSS.
Estos resultados, aunque modestos, indican que la intervencion inmune
en la EMPP puede ser aun tenida en cuenta como estrategia para frenar

la aparicion de discapacidad irreversible.

Barcelona, junio de 2012
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CONCLUSIONS

With this thesis we have tried to increase our knowledge of the pathological

processes underlying the accrual of irreversible disability in PPMS. For this

purpose, we have used novel MRI techniques and explored the long-term

clinical and MRI consequences of a two-year immune intervention (with IFNb-

1b), five years after its cessation, in a cohort of patients with PPMS. Moreover,

we have carried out a thorough review of the literature that has helped us to

draw conclusions from our results and generate new hypothesis for future

studies.

1.

The main conclusions of this thesis are:

The MRI parameters that most closely correlate with cognitive
impairment are those related to GM damage, more specifically, GM MTR
parameters. It must be highlighted the strong association between lower
GM peak height MTR and a poorer performance on tasks related to
executive functions. Nonetheless, MRI parameters related to NAWM
damage (lower NAWM volume) or T2 lesion load also seem to play a role
in the appearance of cognitive impairment. Therefore, models that aim at
predicting cognitive impairment in PPMS should include comprehensive
MRI assessments of both GM and WM.

At early stages of the disease, baseline T2 lesion load and GM damage
(low GM peak location and peak height MTR) are independent predictors
of medium/long-term clinical progression (as measured by TWT), i.e. at
five years of follow-up. Besides, a greater progression rate correlated
with a steeper increase in T2 lesion load and a faster appearance of GM
damage (a faster decline in GM mean and peak location MTR) or NAWM
damage (a faster decline in NAWM peak location MTR). All this suggests
that T2 lesions and GM damage are both crucial to clinical deterioration,
and that the combined assessment of both types of brain damage is

useful in predicting progression in PPMS.

3. With regard to medium/long-term consequences of an immune
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intervention, from a pathological point of view, the short-term effects of
IFNb-1b treatment (T2 lesion load reduction) seem to disappear after
treatment cessation, whereas some beneficial effects may still be seen in
the normal appearing brain tissue, in particular in brain atrophy, even five
years after the direct exposure to treatment has finished. From a clinical
point of view, the immune intervention might also entail some beneficial
effects (in NHPT and neuropsychological parameters) in the long run, as
we could observe five years after treatment cessation and for which we
do not have a pathophysiological explation yet. Besides, since in-trial T2
lesion activity correlated with EDSS progression after trial termination,
the IFNb-1b effects on T2 lesions during the in-trial period might have
also been beneficial to EDSS evolution over the following years.
However, this could not be confirmed in our study and more
investigations are therfore needed. Thus, in spite of our results being
modest, they provide some evidence that immunomodulation could be

further explored as a therapeutic strategy for patients with PPMS.

Barcelona, June 2012
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