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REVISION

Calcium dyshomeostasis in multiple sclerosis

CARLOS MATUTE

CIBERNED and Departamento de Neurociencias. Facultad de Medicina y Odontologia.
Universidad del Pais Vasco.

Leioa (Vizcaya).

ABSTRACT. Calcium (Ca®) dyshomeostasis is a major event in the pathophysiology of multiple sclerosis. All cellular components invol-
ved in that disease, including macroglial cells and axons, are endowed with membrane Ga*-permeable receptors and channels lodged in
the cell membrane. Intracellular Ca® overload resulting from deregulated activity of channels, such as those opened by glutamate and
ATP, is deleterious to glia and axons. In this review, | summarize recent advances in understanding of Ca? dyshomeostasis in experi-
mental paradigms which are relevant to multiple sclerosis, and discuss some of the clinical implications of these findings.

Key words: demyelination, excitotoxicity, mitochondria, reactive oxygen species, cell death.

RESUMEN. La dishomeostasis del calcio es un evento importante en la patofisiologia de la esclerosis miltiple. Todos los componentes
celulares relacionados con esta enfermedad, incluyendo las células macrogliales y los axones, estan dotados con receptores y canales de
membrana permeables al calcio. La sobrecarga intracelular de calcio como consecuencia de la desregulacion de la actividad de canales,
tales como los activados por el acido glutamico y el ATP, dana los oligodendrocitos y los axones. En esta revision resumiré algunos
avances recientes sobre la comprension de la dishomeostasis del calcio en paradigmas experimentales relevantes a la esclerosis multi-

ple, y discutiré las implicaciones clinicas de esos hallazgos.

Palabras clave: desmielinizacion, excitotoxicidad, mitocondria, especies reactivas de oxigeno, muerte celular.

he main vulnerable cellular elements in multiple scle-
rosis (MS) are oligodendrocytes, myelin and axons.
Oligodendrocytes are the major cell type of CNS
white matter which in humans comprises about 50%
of brain volume. In addition, oligodendroglia is also
present in gray matter, in particular throughout the
cerebral cortex.

White matter resembles gray matter more than
previously expected, in several aspects which are rel-
evant to disease. Thus, functional synapses between
axons and glial progenitors have been reported in the
corpus callosum, indicating that axons within white
matter are engaged in rapid neuron-glia communi-
cation in a manner that may also resemble classical
synaptic transmission (Ziskin et al., 2007; Kuckley
et al., 2007). In turn, white matter is endowed with
the molecular machinery necessary to employ most
neurotransmitters in glia- and axon-glia interactions
(Stys, 2005; Matute et al., 2006, 2007; Butt, 2006;
Constantinou and Fern, 2009; Matute, 2010).

As in neurons, prolonged and excessive elevation
of the cytosolic concentration of Ca*" can be lethal
to white matter glia and directly disrupt axon func-
tion and structure. In this review, I briefly summarize
some of the major specific processes regulating Ca**
homeostasis in glial cells as well as in axons, and
how aberrant Ca** signaling can lead to white matter
damage in MS.

QO Characteristics of white matter

White matter is composed of myelinated and unmye-
linated axons, astrocytes, oligodendrocytes, micro-
glia and blood vessels. Myelinated axons in the Cen-
tral Nervous System (CNS) are designed to support
rapid and efficient saltatory conduction by means of
an insulating myelin sheath which covers 99% of the
axon surface and a high density of nodal Na channels
and internodal K channels which preserve electrical
polarization and stability (Poliak and Peles, 2003).
Astrocytes participate in numerous functions in-
cluding structural support (the word “glia” is derived
from a Greek word meaning “glue”), uptake and re-
lease of neurotransmitters, regulation of extracellular
cation levels, and metabolic support. Some astrocyte
processes contact the blood-brain barrier, which pro-
tects the CNS from being exposed to endogenous
neurotoxins present in blood. A major mediator of
astrocyte signalling is Ca*’, which can propagate
through the astrocytic syncitium over long distances
and thus, modulate activity at a distant location (Jes-
sen and Richardson, 2001). In turn, oligodendrocytes
enwrap axons and form the myelin sheaths, which
provide electrical insulation around the axon. Oligo-
dendrocyte death results in demyelination, impaired
axonal conduction and ultimately axon death.
Microglial cells are the immune cells of the
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CNS and are rapidly activated and recruited to sites
of infection, neurodegeneration and inflammation.
Microglia are stimulated by a variety of cytokines,
neurotransmitters, modulators and neurotoxins, as
well as by extracellular matrix molecules and pro-
teases present in the areas of the CNS undergoing
inflammation (Raivich and Banati, 2004). They are
competent antigen presenters of antigen and interact
with T cells entering the CNS. Microglial cells also
synthesize cytokines, chemokines, complement, cell
adhesion proteins, reactive oxygen radicals and neu-
rotrophins which can exert damaging or protective
effects on adjacent neurons, axons, oligodendrocytes
and myelin (Raivich and Banati, 2004).

Q Regulation of Ca?* signalling
in white matter

White matter axons and glial cells control intracellu-
lar Ca*" levels through a complex interplay between
Ca* flux across the plasma membrane, and Ca** re-
lease from and sequestration into internal stores (for
reviews, see Verkhratsky et al., 1998; Stys, 2005, Al-
berdi et al., 2005). Two of the major players in Ca*
signaling are glutamate and ATP which are released
from axons and glial cells. In this section, I will outli-
ne recent knowledge about how these two excitatory
neurotransmitters exert their effects in white matter.

Glial cells

White matter glial cells express ligand-gated
channels which are permeable to Ca®, including
glutamate and ATP receptors. Thus, metabotropic
(mGluR) and ionotropic glutamate receptors of the
AMPA, kainate and NMDA type are commonly pres-
ent in astrocytes and oligodendrocytes, as well as
in resting and activated microglia (for review, see
Verkhratsky and Steinhduser, 2000; Matute et al.,
2006; Butt, 2006; Matute, 2006; Verkhratsky and
Kirchhoff, 2007; Bakiri ef al., 2009).

Overall, ionotropic glutamate receptors expressed
in glial cells have similar properties to their neuro-
nal counterparts. However, the fact that these recep-
tors are edited to a lesser extent in the white matter,
and that AMPA receptors in oligodendrocytes do not
have GluR2 subunit, suggests that white matter glia
are more Ca*" permeable (Matute et al., 2006). In
turn, NMDA receptors are expressed in white mat-
ter oligodendrocytes at all developmental stages and
their activation generates a membrane depolarization
and a rise in cytosolic Ca*" (reviewed in Bakiri et al.,
2009). Interestingly, NMDA receptors are expressed
in clusters on oligodendrocyte processes and myelin,
whereas AMPA and kainate receptors are diffusely
located on oligodendrocyte somata (Karadottir et
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al., 2005; Salter and Fern, 2005, Micu et al., 2006).
In addition, oligodendrocytes also express all three
subtypes of mGluRs, but their levels are develop-
mentally regulated and are very low in mature cells
of this lineage (Deng et al., 2004). However, little is
still known about the specific properties of ionotropic
and metabotropic glutamate receptors expressed on
white matter astrocytes and microglia (see Matute et
al., 2006).

Prolonged activation of AMPA, kainate and
NMDA receptors causes oligodendrocyte death
and primary and/or secondary myelin destruction.
A central event to this process is Ca** influx upon
receptor activation and the ensuing accumulation
of this cation within mitochondria, which leads to
depolarization of this organelle, increased produc-
tion of radical oxygen species, and release of pro-
apoptotic factors which activate caspases (Sanchez-
Gomez et al., 2003; Matute et al., 2006). The types
of oligodendrocyte death induced by activation of
AMPA and kainate receptors depend on the inten-
sity and duration of the excitotoxic insult. Notably,
the molecular cascades initiated by AMPA and kain-
ate receptors are not identical indicating that differ-
ent intracellular domains are involved in executing
the death program triggered by these receptors (Ma-
tute et al., 2007). In particular, insults channeled
through kainate receptors activate caspases 9 and
3 leading to apoptosis. In contrast, those activating
AMPA receptors induce apoptosis by recruiting cas-
pase 8, which leads to the truncation of the Bid pro-
tein. This in turn activates caspase 3 and PARP-1
polymerase, or cause necrosis (Matute et al., 2007).
The mechanisms triggered by NMDA receptor-me-
diated insults to oligodendrocytes have not been
studied in detail yet.

Glial cells also express a heterogeneous reper-
toire of ATP receptor including an ample variety of
ionotropic (P2X) and metabotropic (P2Y) puriner-
gic receptor subtypes (Butt, 2006, Verkhratsky et
al., 2009). ATP-gated P2X channels are formed by
P2X1-P2X7 subunits and have marked Ca*" perme-
ability. Activation of P2X1 and P2X3 results in fast,
rapidly desensitizing currents. In contrast, P2X7, and
also P2X2 and P2X4, are capable of a conformation-
al change which results in larger pore diameter fol-
lowing prolonged exposure to ATP.

Astrocytes express most of the P2X and P2Y
receptor subtypes whose activation mediates signal-
ing through the astrocyte syncytium (James and Butt,
2002; Fields and Burnstock, 2006). In particular,
activation of P2X7 receptors in astrocytes increases
[Ca*]. and causes the release of purines. Optic nerve
astrocytes also express a variety of P2X receptors,
which are highly permeable to Ca*, and of P2Y re-
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ceptors which mobilize this cation from intracellular
stores (James and Butt, 2002), as reported in grey
matter astrocytes.

Cells of the oligodendrocyte lineage are en-
dowed with P2X and P2Y receptors which can act
as mediators of axo-oligodendroglial communication
implicated in myelination control. In particular, ATP
induces a rise in cytosolic Ca®* in oligodendrocytes
by activating ionotropic P2X7 receptors (James and
Butt, 2002; Matute et al., 2007) and metabotropic
P2Y receptors (Kirischuk et al., 1995; James and
Butt, 2002). Moreover, mature oligodendrocytes
of the optic nerve express most of the P2X receptor
subtypes, with the P2X7 subtype being the most pre-
dominant; this is located in the oligodendrocyte soma
and in the myelin sheath; James and Butt, 2002; Ma-
tute et al., 2007). P2X receptors with higher affin-
ity may be activated by ATP released during axonal
electrical activity and from astrocytes (Butt, 2006).
In contrast, the functional significance of lower af-
finity P2X7 receptors in oligodendrocytes is not
known, since unusual high concentrations of ATP in
the extracellular space are needed to activate them.
However, ATP levels may rise sufficiently upon tis-
sue damage to stimulate P2X7 receptors and there-
fore they may be relevant to pathologies involving
acute and chronic injury to white matter (Matute et
al., 2007). Indeed, sustained activation of P2X7 re-
ceptors in oligodendrocytes in vitro and in vivo re-
sults in overload of the cytosol with Ca*, caspase-3
activation and chromatin condensation and cell death
(Matute et al., 2007).

Microglia expresses several P2X and P2Y recep-
tors which act as sensors of astrocyte activity and
trigger cytokine release (Fields and Burnstock, 2006;
Farber and Kettenmann, 2006). In particular, microg-
lial P2X7 receptors drive microglial activation and
proliferation (Monif et al., 2009) and are function-
ally linked to the release of several substances in-
cluding pro-inflammatory cytokines such as interleu-
kin-1pB, which influence pathological processes and
promote neurodegeneration (Farber and Kettenman,
2006). Moreover, ATP is a potent immunomodula-
tor controlling microglial recruitment and activation
(Davalos et al., 2005; Nimmerjahn et al., 2005) by
acting at P2Y12 receptors to induce microglial che-
motaxis at early stages of the response to local CNS
injury (Haines et al., 2006).

Altogether, the findings discussed above indicate
that activation of glutamate receptors and purinocep-
tors by extracellular glutamate and ATP can cause
primary and/or secondary damage to white matter
and that signalling by both neurotransmitters is an
important component of the glial response to injury
in the CNS.

Axons

Axons and astrocytes release glutamate and ATP
during electrical activity, which in turn evoke Ca*" sig-
nals in nearby glia (Bakiri et al., 2009). In addition,
axons are competent sources of neurotransmission
within white matter since they form functional synaps-
es with glia (Ziskin ef al., 2007; Kuckley et al., 2007;
Bakiri et al., 2009). Conversely, astrocytes can release
glutamate (Volterra and Meldolesi, 2005) and NG2-
expressing glia also are endowed with the synaptic
protein synaptophysin which suggests that they may
also be capable of vesicular release and bidirectional
communication with axons via their cellular contacts
(Bakiri et al., 2009). Nevertheless, the details of gluta-
mate and ATP signalling to axons remain scarce.

Electrophysiological recordings of the axon rest-
ing potential revealed that axons in the dorsal column
of the spinal cord are depolarized via activation of
AMPA receptors (Ouardouz et al., 2006). Consistent
with these observations, central axons are damaged
by activation of AMPA/kainate receptors (Matute,
1998; Fowler et al., 2003), and protected by block-
ers of these receptors in models of white matter in-
jury (Tekkok and Goldberg, 2001; Pitt et al., 2000).
Indeed, recent findings indicate that myelinated spi-
nal cord axons have AMPA receptors formed by the
GluR4 subunit and kainate receptors composed of at
least GluR5 and GluR6 subunits, which are located
in the internodes in all instances (Ouardouz et al.,
2009a,b). However, axon demise could also be sec-
ondary to oligodendrocyte loss by excitotoxicity and
the ensuing demyelination (see above), rather than by
activation per se of glutamate receptors in axons.

Axonal AMPA receptors are weakly permeable
to Ca*, the entry of which in turn releases further
Ca?* from the axoplasmic reticulum by opening intra-
cellular calcium channels known as ryanodine recep-
tors (Ouardouz et al., 2009a). In contrast, axonal kai-
nate receptors with the GIuRS subunit are coupled to
phospholipase C activation (Ouardouz et al., 2009a).
In addition, activation of kainate receptors with the
GluR6 subunit induces a small amount of Ca*" entry
that stimulates nitric oxide synthase, as well as a lo-
cal depolarization which activates L-type Ca*" chan-
nels and subsequently ryanodine receptors in the
axoplasmic reticulum (Ouardouz et al., 2009b). The
functional significance of these signalling mecha-
nisms by glutamate receptors in axons is unknown
but they may serve to amplify axonal Ca?" signals
which seem to be weak because of the limited quanti-
ty of cation available in the narrow space (Ouardouz
et al., 2009b). In turn, high local concentrations of
Ca* generated by these receptors may result in focal
swellings and irreversible axonal transactions (Ouar-
douz et al., 2009b).
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MOG-mediated demyelination Ca*-dependent MAPK/Akt activation [58]
Acute and chronic EAE AMPA receptors [40, 61, 64, 65]
Microglia activation Oligodendrocyte excitotoxicity [671]

Oligodendrocytes in vitro and in situ

Chronic EAE P2X7 receptor

Mechanisms of Ca? dyshomeostasis in multiple sclerosis

Sensitization to excitotoxicity by kainate receptor  [70]

[27]

Abbreviations: EAE: experimental autoimmune encephalomyelitis; MOG: myelin oligodendrocyte glycoprotein.

Q Perturbation of Ca?* homeostasis in glial
cells and axons in white matter pathology

Glial cells and axons, like neurons, are vulnerable to
Ca®* overload resulting from deregulation of channels
and/or pumps. I summarize below current evidence
regarding the specific mechanisms linking alterations
in Ca** homeostasis to glial cell death and axonal da-
mage, and its relevance to human diseases involving
white matter (Table I).

The major demyelinating disease of the CNS
is multiple sclerosis (MS) which is the foremost
disabling pathology among young adults. MS is a
chronic, degenerative disease of the CNS, which is
characterized by focal lesions with inflammation, de-
myelination, infiltration of immune cells, oligoden-
droglial death and axonal degeneration (Prineas et
al, 2002). These cellular alterations are accompanied
by neurological deficits such as sensory disturbances,
lack of motor coordination and visual impairment. It
is widely accepted that the etiology of this illness has
autoimmune and inflammatory grounds and that a de-
railment of the immune system leads to cell- and anti-
body-mediated attacks on myelin. Notably, treatment
of oligodendrocytes with antibodies to myelin-oligo-
dendrocyte glycoprotein (MOG) leads to an increase
in Ca* influx and activation of the MAPK/Akt path-
ways, a signalling cascade relevant to the initial steps
of MOG-mediated demyelination (Marta et al., 2005).
In turn, breakdown of the blood-brain barrier caused
by inflammation allows the entry into the brain pa-
renchyma of blood constituents, which may be del-
eterious to neurons and glia. Thus, elevated levels
of albumin induced a rise in intracellular Ca®* in mi-
croglia, but not in astrocytes or macrophages, which
is mediated via Src tyrosine kinase and phospholipase
C. This Ca* response is coupled to microglial prolif-
eration suggesting that this signalling mechanism may
play a role in microglial activation in pathological sit-
uations involving blood-brain barrier impairment as
occurs in multiple sclerosis and in other neurodegen-
erative diseases (Hooper et al., 2005).

Both genetic and environmental factors con-
tribute to MS susceptibility (Zamvil and Steinman,
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2003). Among them, primary and/or secondary al-
terations in glutamate signalling cause excitotoxic-
ity that contribute to MS pathology. Thus, numerous
studies carried out in cellular and animal models of
MS as well as in post-mortem brain and in patients
indicate that excitotoxicity mediated by Ca*'-perme-
able glutamate receptors contributes to oligodendro-
cyte death, demyelination and tissue damage in MS
(Matute et al., 2001; Srinivasan et al., 2005; Vallejo-
Illarramendi et al., 2006). In particular, experimental
autoimmune encephalomyelitis (EAE), an animal
model which exhibits the clinical and pathological
features of MS, is alleviated by AMPA and kainate
receptor antagonists (Pitt et al. 2000; Smith et al.
2000). Remarkably, blockade of these receptors in
combination with anti-inflammatory agents is effec-
tive even at an advanced stage of unremitting EAE,
as assessed by increased oligodendrocyte survival
and remyelination, and corresponding decreased pa-
ralysis, inflammation, CNS apoptosis and axonal
damage (Kanwar ef al. 2004). In contrast, blockade
of NMDA receptors with MK-801 does not attenuate
EAE symptoms (Figure 1), an event that calls into
question the proposed relevance of NMDA receptors
in demyelinating diseases (Bakiri et al., 2009). EAE
experiments carried out in genetically modified mice
lacking NMDA receptors specifically in oligodendro-
cytes may help clarifying this issue.

Glutamate levels are increased in the human
brain (Srinivasan et al., 2005) as a consequence of
altered glutamate homeostasis (Vallejo-Illarramendi
et al., 2006) and thus, trigger excitotoxic destruction
of oligodendrocytes and myelin as well as of axons
(Domercq et al., 2005). Glutamate dyshomeostasis
results from primary and/or secondary inflamma-
tion as a consequence of the autoimmune attack to
the CNS and/or resulting from ongoing cell dam-
age within the brain and spinal cord. Thus, activat-
ed microglia release cytokines and free radicals that
diminish glutamate uptake. This in turn elevates the
extracellular levels of this transmitter, resulting in
over-activation of Ca®'-permeable glutamate recep-
tors, which leads to oligodendrocyte excitotoxicity
(Domercq et al., 2007). Moreover, activated microg-
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.m The NMDA receptor antagonist MK-801 does not ameliorate chronic EAE-associated neurological symptoms.
Chronic EAE was induced in C57/BL6 mice by immunization with myelin-oligodendrocyte glycoprotein, and MK-801 (0.5
mg/kg per day and body weight) was administered after 21 days (arrow) of immunization. The clinical score indicates level
of motor symptoms as follows from 0-8: 0, no detectable changes in muscle tone and motor behavior; 1, flaccid tail; 2,
paralyzed tail; 3, impairment or loss of muscle tone in hindlimbs; 4, hindlimb hemi-paralysis; 5, complete hindlimb
paralysis; 6, complete hindlimb paralysis and loss of muscle tone in forelimbs; 7, tetraplegia and 8, moribund.

lia increase their expression of the glutamate-cystine
exchanger which contributes further to raising the
levels of glutamate and its toxicity (Domercq et al.,
2007). Other mechanisms accounting for glutamate
dyshomeostasis include genetic variability in the pro-
moter of the major glutamate transporter, EAAT2,
which results in lower transporter expression (Pam-
pliega et al., 2008). Finally, an additional component
of the genetic background linking MS and deregula-
tion of glutamate signalling and Ca*"-dyshomeosta-
sis may lie in a polymorphism in the Ca**-permeable
AMPA receptor subunit GluR3, an abundantly ex-
pressed subunit in oligodendrocytes, which is associ-
ated with a subgroup of patients responding to inter-
feron beta therapy in MS (Comabella et al., 2009).
Glutamate at non-toxic concentrations (within
the micromolar range) can also contribute to demy-
elinating pathology by inducing Ca**-dyshomeostasis
and oligodendrocyte death via sensitization of these
cells to complement attack (Alberdi et al., 2006). In-

triguingly, complement toxicity is induced by activa-
tion of kainate, but not of AMPA, NMDA or metabo-
tropic glutamate receptors. Oligodendrocyte death by
complement requires the formation of the membrane
attack complex, which in turn increased membrane
conductance, induced Ca*" overload and mitochon-
drial depolarization as well as a rise in the level of
reactive oxygen species (Alberdi ef al., 2006). Sen-
sitization to complement attack may initiate MS le-
sions and thus be a pathophysiological feature of this
disease or any of its neuropathological subtypes.

In addition to glutamate, ATP signalling can trig-
ger oligodendrocyte excitotoxicity via activation of
Ca* permeable P2X7 purinergic receptors expressed
by these cells (Matute et al., 2007). Thus, sustained
activation of P2X7 receptors in vivo causes lesions
which are reminiscent of the major features of MS
lesions, i.e. demyelination, oligodendrocyte death
and axon damage. In addition, treatment of acute and
chronic EAE with P2X7 antagonists reduces demye-
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m Glutamate- and ATP-mediated Ca®* dyshomeostasis in multiple sclerosis. (A) Astrocytes and
oligodendrocytes and their myelin sheaths express highly Ca** permeable glutamate and P2X7 receptors which are
critical to Ca** homeostasis in white matter. In addition, axons express glutamate receptors which permeate Ca®* and

mobilize Ca?* from the intracellular stores. Under normal conditions, glutamate is taken up by glutamate transporters which
prevent overactivation of glutamate receptors in oligodendrocyte progenitors (OPC), oligodendrocytes, myelin and axons,
and the ensuing cell damage by excitotoxicity. (B) In multiple sclerosis, increased extracellular levels of glutamate as a
result of oxidative stress, which impairs glutamate uptake (illustrated with an X on the glutamate transporter), can lead to
excitotoxic injury to oligodendrocytes, myelin (illustrated in pink) and axons (represented in black), and the release of ATP
from destroyed cells. This in turn activates P2X7 receptors on glial cells, including oligodendrocytes which may die by ATP
excitotoxicity and thus amplify tissue destruction. Compounding the problem further, enhanced signaling by both glutamate
and ATP, particularly in oligodendrocytes, alters Ca®* homeostasis and may initiate and/or contribute to secondary white
matter damage. EAAT, glutamate transporter; GIuR, glutamate receptor; OPC, oligodendrocyte progenitor cell. Elevated

levels of cytosolic Ca® are depicted in red. See text for further details.

lination and ameliorates the associated clinical symp-
toms. Importantly, P2X7 expression is elevated in
oligodendrocytes of normal-appearing axon tracts in
MS patients, suggesting that signalling through this
receptor is enhanced in this disease (Matute et al.,
2007). The increased expression of P2X7 receptors
in axon tracts before lesions are formed indicates that
this feature may constitute a risk factor associated
with newly forming lesions in MS; this receptor sub-
unit may thus prove to be a diagnostic and/orprog-
nostic clinical biomarker for MS-type leukoencepha-
lopathy. Finally, blockade of ATP P2X7 receptors
protects oligodendrocyte from dying; this property

has enormous therapeutic potential for halting the
progression of tissue damage in MS.

Q4 Conclusions

Ca* dyshomeostasis in astrocytes, oligodendrocytes
and axons leads to white matter demise in multiple
sclerosis, and contributes to the severity of symptoms.
Glutamate and ATP signalling in white matter are criti-
cal to Ca®* homeostasis in health and pathology (Figu-
re 2), and drugs attenuating their excitotoxic potential
offer great therapeutic promise.
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Biobancos: una herramienta necesaria para
el futuro de la investigacion biomedica
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RESUMEN. La creciente necesidad social de regular la donacion, los procedimientos de trabajo, de almacenamiento y de cesion de
muestras de origen humano para la investigacion, han permitido el desarrollo de nuevas herramientas de ayuda como son los bioban-
cos. La principal funcion de estos instrumentos de trabajo es la custodia de las muestras en condiciones de calidad optima asi como el
desarrollo y la vigilancia en el cumplimiento de la legislacion actual en materia de Investigacion Biomédica en Espana.

Palabras clave: muestra biologica, biobanco, Ley de Investigacion Biomédica, liquido cefalorraquideo, esclerosis miltiple.

SUMMARY. There is a growing social need to legislate donation, work procedures, storage and transfer of human samples for research.
These concepts have allowed the development of new support tools such as biobanks. The main function of these tools is to preserve
samples under an optimum quality and the development and monitoring according to current legislation on biomedical research in Spain.
Key words: biological sample, biobank, Biomedical Research Act, cerebrospinal fluid, multiple sclerosis.

a gran expansion de la investigacion biomédica en la
ultima década, se ha traducido en un uso creciente de
muestras biologicas de origen humano. Ello implica
garantizar a los investigadores, que van a disponer de
material suficiente, en un tiempo adecuado y con una
alta calidad, que les permita obtener unos resultados
reproducibles y extrapolables.

Los hospitales son la principal via de obtencion
de muestras biologicas para un investigador. La pala-
bra hospital viene del latin hospes, “huésped” o “visi-
ta”. De hospes se derivo hospitalia, “casa para visitas
foraneas”. Posteriormente hospitalia se transformo
en hospital para designar el lugar de auxilio a los an-
cianos y enfermos. Actualmente un hospital, segiin
el diccionario de la Real Academia Espafiola de la
Lengua, es un “establecimiento destinado al diagnos-
tico y tratamiento de enfermos, donde se practican
también la investigacion y la ensefianza”. Es decir el
concepto de hospital esta ligado principalmente a su
funcion asistencial, aunque la docencia y la busqueda
del conocimiento cientifico también tienen cabida.

En la practica, hoy en dia son muchos los clinicos
que dedican parte de su tiempo a la investigacion, y
los hospitales son considerados centros asistenciales
pero con un importante componente investigador y
sobre todo traslacional. Desde los hospitales se desa-
rrollan proyectos propios y se fomenta la relacion con
centros especializados de investigacion para realizar
proyectos que un clinico no puede llevar a cabo solo,
por falta de tiempo, medios o conocimientos.

Los clinicos son una pieza clave en el futuro
de la investigacion biomédica. La obtencion de una
muestra y su optima conservacion son los pasos fun-

damentales para comenzar una investigacion, pero el
mayor potencial de este material de origen hospita-
lario es la conexion con los datos evolutivos del pa-
ciente. Por otra parte el médico puede comprobar en
primera persona la veracidad de los resultados obte-
nidos.

Un importante problema con el que se han en-
contrado siempre los investigadores es la falta de
disponibilidad de gran cantidad de material para de-
sarrollar un proyecto de caracter biomédico. Esto
se hace alin mas patente en enfermedades de poca o
baja prevalencia, en las que las poblaciones de suje-
tos que se atienden en un solo centro es pequefia. La
importancia actual sobre la veracidad de la informa-
cion hace que el investigador necesite un nimero ele-
vado de muestras y deba ser mas exigente a la hora
de ver cual es la procedencia y la trazabilidad de las
mismas.

En términos estadisticos, la potencia del estudio,
entre otros pardmetros, se relaciona directamente
con el nimero de muestras utilizadas. Cuanto mayor
sea el tamafio del efecto que se desea detectar (sea
la bisqueda de un biomarcador o la influencia de un
tratamiento), mayor sera la probabilidad de obtener
hallazgos significativos y, por lo tanto, mayor sera
el poder estadistico®*. En los estudios en los que se
parte de un alto tamafio muestral, la probabilidad y
fiabilidad de que los resultados obtenidos se puedan
extrapolar a la poblacion total es muy alta. Desde el
punto de vista del investigador este dato repercute di-
rectamente sobre el impacto bibliografico de los arti-
culos que de la investigacion se deriven.

Otra dificultad con la que cuenta el investigador
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es la falta de protocolos estandarizados establecidos
para procesar y almacenar cada tipo de muestra. La
existencia de estos protocolos asegura que el poder
estadistico obtenido por el aumento en el niimero de
muestras no dependa de factores previos al analisis.
Ademas, permite al investigador la reproducibilidad
del estudio con muestras distintas a las escogidas ini-
cialmente.

Si desde el lugar donde se conservan las mues-
tras se debe trabajar con la mayor calidad posible, la
obligacion del investigador, una vez que las recibe,
debe ser mantenerlas en optimas condiciones, sacan-
do todo el provecho posible de las mismas utilizando
los procedimientos técnicos adecuados. El investi-
gador no debe olvidar en ningin momento que cada
una de las muestras de origen humano que llegan a
sus manos pertenece a la persona que ha querido re-
galar a la ciencia, de manera altruista, un pedacito de
si mismo.

Por su parte, todos los donantes de muestras es-
peran un beneficio. Un beneficio comtn que es co-
nocer mejor la enfermedad que padecen y evitar, si
se puede, que otros la padezcan en el futuro. Saben
que de momento, la inica forma de avanzar en este
sentido es la investigacion.

Puesto que la investigacion actual esta orientada
hacia una relacion entre donantes, clinicos e investi-
gadores, se hace imprescindible articular un sistema
de almacenamiento y custodia que certifique la ca-
lidad de las muestras y que permita una gestion de
datos de acuerdo a las normas establecidas por la ley
organica de proteccion de datos.

En este contexto aparece el concepto de banco de
muestras biologicas.

U Biobanco: herramienta de vanguardia en
la investigacion hiomédica

La accion de almacenar muestras de caracter biolo-
gico de procedencia humana con fines diagnosticos
y de investigacion, es bastante comun desde hace
mucho tiempo. A partir de estas colecciones, el in-
vestigador conseguia ser participe de estas muestras,
mediante un contacto directo con el médico o grupo
de médicos interesados en el proyecto propuesto por
el investigador. Sin embargo, el concepto de bioban-
co es muy reciente y se aplica a muestras de distin-
ta cualidad, cantidad y finalidad. En particular para
los biobancos de muestras de procedencia humana se
contempla la calidad, la certeza diagnostica y la tra-
zabilidad de la muestra, como marca diferencial de
estas nuevas herramientas de trabajo para la asisten-
cia sanitaria y para los investigadores biomédicos™ *.
En este articulo nos centraremos en este tipo de bio-
bancos.

Segun la ley de investigacion biomédica (Ley
14/2007 de 3 de julio) (LIB), un biobanco es “un es-
tablecimiento publico o privado, sin animo de lucro,
que acoge una coleccion de muestras bioldgicas con-
cebida con fines diagndsticos o de investigacion bio-
médica y organizada como una unidad técnica con
criterios de calidad, orden y destino™.

Aunque a simple vista la definicion pueda pare-
cer sencilla, no es facil llevar a cabo cada uno de los
puntos encerrados en la misma para conseguir que
las colecciones ya creadas o que se estan generando
tengan la categoria de biobanco. Detras de cada una
de las palabras que definen a un biobanco se encie-
rran conceptos claves que diferencian una coleccion
particular de esta novedosa herramienta que pretende
ser el principal soporte de los investigadores en bio-
medicina.

Esta por una parte el concepto de gratuidad. Es
decir la donacion y la utilizacion de las muestras bio-
légicas en ningun caso deben llevar una compensa-
cion monetaria o comercial ni por parte del investiga-
dor, ni por parte de la persona donante que “renuncia
en ese mismo momento a cualquier derecho de natu-
raleza economica o de otro tipo sobre los resultados
que pudieran derivarse de manera directa o indirecta
de las investigaciones que se lleven a cabo con di-
chas muestras biologicas™.

Por otra parte, tal y como indica su definicion,
el biobanco no solo conserva el excedente del mate-
rial biologico requerido para llegar al diagndstico del
paciente, puede ser también el custodio de muestras
extraidas especificamente para un proyecto determi-
nado de investigacion biomédica.

En cuanto a “una unidad técnica, con criterios de
calidad, orden y destino”, es una frase que encierra la
necesidad de unos procedimientos especificos para la
conservacion del material que garantizan su Optima
custodia y que cuenta con un programa de gestion
de muestras que permite una organizacion y locali-
zacion exacta de las mismas. De esta manera se pue-
de asegurar la trazabilidad de la muestra en cualquier
momento.

Aunque parece que explicitamente no estd con-
tenido en la definicidn, el hecho de hablar de destino
implica que las muestras no permanecen pasivas. En
este término radica la diferencia principal entre un
biobanco y una coleccion personal. Mientras que en
el segundo caso la coleccion seria meramente un de-
posito de muestras de uso particular, un biobanco se
plantea como una plataforma de apoyo a la investiga-
cion desde la cual se genera un vinculo entre las per-
sonas donantes, los clinicos y los investigadores. La
intencion fundamental del biobanco es la de garan-
tizar el buen uso de las muestras y ofrecer los datos
asociados a las mismas, siguiendo fielmente las nor-
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mas contenidas en las leyes vigentes de proteccion de
datos®®.

El biobanco es, por lo tanto, un aval de la calidad
de las muestras que posee, preocupandose de mejorar
constantemente, intercambiando el material con los
investigadores y renovando su contenido en funcion
de la cantidad de muestras que reciba y del periodo
de tiempo en que dichas muestras permaneceran en
perfectas condiciones para su uso en investigacion.
De esta manera, el biobanco promueve lo que se de-
nomina una investigacion traslacional y permite un
enfoque multidisciplinar.

Hay que destacar que si bien la Ley de Investi-
gacion Biomédica recoge de manera general todas
las normas que desde el punto de vista legal debe de
cumplir un biobanco, no estan descritas cuestiones
especificas para cada tipo de muestra que un bioban-
co puede llegar a albergar. De hecho se centra es-
pecialmente en aspectos referentes a la donacion de
embriones y fetos humanos y a las muestras de mate-
rial genético, por el gran impacto social que suponen
las revelaciones obtenidas de los proyectos de inves-
tigacion que usan para su desarrollo el ADN humano.
Existia un vacio legal en cuanto a uso y confidencia-
lidad de este tipo de muestras que son estudiadas con
técnicas tan novedosas, y aunque con ciertas lagunas
aun, la Ley de Investigacion Biomédica ha intenta-
do salvar estos problemas, sobre todo los de caracter
ético.

Parece obvio pensar que la labor para llegar a
consensos en los procedimientos que se deben usar
para las diversas muestras de caracter humano, debe
ser llevada a cabo en conjuncion por los clinicos y
los investigadores. Se deben establecer protocolos
normalizados de trabajo (PNT) que ofrezcan la in-
formacion necesaria para realizar el procesamiento
de una determinada muestra en condiciones dptimas
y en cualquier sitio. Mientras mas fiel sea nuestro
protocolo al procedimiento de trabajo estandarizado,
mayor calidad obtendremos. En esta apuesta conjun-
ta, los clinicos deben aportar la vision mas realista
sobre como introducir estos manuales en la rutina
hospitalaria y el investigador debe proponer las nece-
sidades actuales creadas en el ambito de la investiga-
cion biomédica.

En este aspecto, cabe destacar que hay biobancos
de material especifico muy avanzados en este senti-
do. Asi son, por ejemplo, los bancos de tumores y los
bancos de ADN. No so6lo hay una gran diversidad de
biobancos que almacenan este tipo de muestras, sino
que constituyen redes con un nodo central coordi-
nador del grupo de bancos que pertenecen a la red.
Este es el caso de La Red Nacional de Bancos de Tu-
mores promovida y coordinada por el Programa de
Patologia Molecular del Centro Nacional de Investi-
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gaciones Oncologicas (CNIO), la Red de Bancos de
Tumores de Andalucia (RBTA) cuyo nodo de coor-
dinacion se encuentra en el hospital de San Cecilio
(Granada)’, o el banco nacional de ADN (BNADN),
promovido por genoma Espaiia cuyo nodo de coordi-
nacion esta ubicado en el Centro de Investigacion del
cancer de Salamanca con dependencia juridica de la
Universidad de la propia ciudad.

Son redes cooperativas y virtuales en las que se
invita a participar a los hospitales y areas asociadas
que lo deseen, pero para formar parte deben demos-
trar que cumplen los estandares de calidad exigidos.

Existen diversas paginas en internet donde se pue-
de hacer una idea del tipo de muestras que almacenan
los biobancos en la actualidad; una de ellas es www.
bbmriportal.eu (Biobanking and Biomolecular Re-
sources Reseach Infrastructure). En ella podemos ver
el panel de biobancos europeos que se han inscrito a
esta red virtual, ofreciendo a través de la pagina las
respectivas carteras de servicio para los investigado-
res. De los 268 biobancos inscritos en el registro, 15
de ellos son espafioles. Con certeza, no todos los bio-
bancos estan incluidos en el registro, pero la muestra
que es elevada nos da una idea del tipo de colecciones
que mas se conservan en ellos a nivel europeo.

Segun esta pagina web, el panorama que se pue-
de observar en Espafia se puede extrapolar al resto de
Europa pues es coincidente. De esta manera el mayor
numero de muestras almacenadas en los biobancos
europeos son muestras de tejido tumoral, le siguen
las muestras de ADN, las de suero, plasma, células
aisladas de la sangre, sangre entera y en tltimo lugar
lineas celulares y fluidos.

En este punto cabe hacer una reflexion. Una
muestra biologica, como es el liquido cefalorraqui-
deo (LCR), tanto por su composiciéon como por su si-
tuacion en el espacio extracelular dentro del sistema
nervioso central (SNC), lo hace ser un preciado flui-
do para el estudio de ciertas enfermedades, con una
enorme informacion.

En el caso particular de la esclerosis multiple, el
LCR constituye la fuente de informacion mas cerca-
na al sistema nervioso central y como tal la via para
la investigacion que mejor refleja los cambios que
se producen cuando una persona enferma. El LCR
de estos pacientes, por una parte, tiene un poder al-
tamente diagnostico'™ "', Los datos obtenidos de la
determinacion de inmunoglobulinas, el contaje de
células, su aspecto, las relaciones entre las proteinas
que lo componen y la determinacion de las bandas
oligoclonales de IgG, son datos de laboratorio con-
siderados de gran importancia hoy en dia para llegar
a un diagnodstico definitivo de esclerosis miltiple'> *
(Figura 1). Por otra parte, los resultados obtenidos en
los ultimos afios sitian al LCR como una muestra de
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a) b)

m a) Bandas oligoclonales de IgG: se muestra el
patrén positivo obtenido tras la determinacion de las bandas
oligoclonales de IgG de un paciente con diagndstico de
esclerosis mdltiple definida. b) Bandas oligoclonales de
IgM: se muestra el patron positivo que se obtiene en la
determinacion de las bandas oligoclonales totales

de IgM. Tanto en a) como en b), las muestras cargadas

son respectivamente el suero y el liquido cefalorraquideo
del paciente.

alto potencial en la busqueda de biomarcadores de la
enfermedad'*".

En la ultima década el liquido cefalorraquideo
esta siendo objeto de gran interés como herramienta
diagnostica y de investigacion. El sorprendente desa-
rrollo que ha sufrido la tecnologia aplicada a la in-
vestigacion en los ltimos afios hace que la capacidad
para obtener informacion de una misma muestra sea
enorme. Las nuevas técnicas han aumentado la sensi-
bilidad de las pruebas y han minimizado la cantidad
de muestra necesaria para una determinacion. Esto
permite, entre otras cosas, analizar un gran numero
de muestras con una inversion minima de tiempo.

La metabolomica, la protedmica y la genomica
son términos que designan a las distintas disciplinas
de investigacion mas utilizadas hoy en dia y a las que
nos tenemos que acostumbrar pues son la realidad
actual de la investigacion biomédica en el mundo. El
liquido cefalorraquideo entra en el perfil de muestras
con las que mediante las nuevas tecnologias se obtie-
ne informacion antes impensable'™ '*

Desde este punto de vista, aparece como una
muestra con un gran interés para ser conservada en
los biobancos. Sin embargo segun los datos que se
pueden obtener de la pagina web antes mencionada,
son muy pocos los biobancos que custodian LCR en-
tre sus muestras. El procedimiento de carcter leve
pero invasivo utilizado para su obtencion, unido a la
inexistencia de unos procedimientos claros para su
almacenamiento, son dos puntos clave por los que
hasta ahora ha sido solo custodiada por algunos esta-
blecimientos.

En el afio 2009 se llegd a un protocolo consenso
para la estandarizacion, almacenamiento e intercam-
bio de muestras de LCR. Este protocolo se obtuvo du-
rante la reunion del grupo de trabajo Europeo de Bio-
marcadores en esclerosis multiple (BioMS-eu, marzo
de 2007 Londres). Se observaron grandes diferencias
entre los protocolos expuestos por los participantes, y
tras las discusiones pertinentes se llegd a un consenso
que busco el balance entre la racionalidad cientifica y
la practica clinica poniendo especial atencion en los
procedimientos previos al anlisis de la muestra.

Toda la informacion queda recogida en un articu-
lo publicado en la revista Neurology de diciembre de
2009%, Segun los autores el 60% del total de errores
que puede cometer un laboratorio a la hora de rea-
lizar un analisis estd directamente relacionado con
errores de gestion y almacenaje de las muestras. Solo
siguiendo todos los mismos procedimientos de trata-
miento y custodia de las muestras se puede llegar a
una estimacion real del valor prondstico de un mar-
cador que sea candidato.

Otro de los recursos que permiten salvar este
obstaculo es la integracion en redes, ya que au-
menta el rendimiento cientifico del Banco y permi-
te la homogeneidad de procedimientos y criterios
de actuacion.

Los consensos establecidos para cada una de las
distintas muestras que un biobanco puede albergar
deben ser la base para evaluar, por las comisiones co-
rrespondientes, la autorizacion y la acreditacion para
el reconocimiento de un biobanco.

Q Estructura organizativa del biobanco

Seglin la Ley de Investigacion Biomédica, “el Bio-
banco debera contar con un director cientifico, un
responsable de fichero y estara adscrito a sendos co-
mités externos, uno cientifico y otro de ética respec-
tivamente, que asistiran al director del biobanco en
sus funciones”.

El director tendra, entre otras funciones, la de
velar por el cumplimiento de la legislacion vigente
y garantizar la calidad, la seguridad y la trazabilidad
de los datos y muestras biologicas almacenadas y de
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los procedimientos asociados al funcionamiento del
biobanco.

El responsable del fichero atendera las solicitu-
des de ejercicio de los derechos de acceso, rectifi-
cacion, cancelacion u oposicion formuladas por los
sujetos fuente, de conformidad con lo dispuesto en
la normativa vigente sobre proteccion de datos de ca-
racter personal.

Los comités cientifico y ético actiian de manera
trasversal en el biobanco, ayudando al director en las
decisiones que conciernen a la peticion de muestras
y datos por parte de los diferentes investigadores que
presenten un proyecto de investigacion.

A partir de este organigrama basico, la estructura
del biobanco puede crecer en sentido horizontal, in-
troduciendo niveles de coordinacion intermedios para
las distintas areas de trabajo. Asi, la figura de un coor-
dinador técnico tendra una funcion esencial de apoyo
y resolucion a los problemas de tipo técnico que se
sucedan en el dia a dia. El banco puede contar con
profesionales en gestion administrativa, asi como res-
ponsables de area para las distintas muestras que se
estén custodiando. La necesidad social que vaya sur-
giendo en torno al almacenamiento y control de cada
tipo de muestra bioldgica sera determinante del creci-
miento y desarrollo del biobanco en este sentido.

Para llevar a cabo la creacion de un biobanco es
necesario que todas las personas que estén involucra-
das en la trazabilidad de la muestra trabajen de mane-
ra conjunta, pero es también absolutamente necesario
el apoyo institucional. La continua mejora depende
directamente de los recursos con que cuente el bio-
banco, tanto econdomicos como humanos. Para la
creacion del biobanco, el responsable debe solicitar
una autorizacion explicita para el establecimiento del
mismo, y la institucion debe velar por la seguridad
de las muestras y el cumplimiento de la normativa le-
gal vigente respecto a las bases de datos asociadas al
material biologico almacenado. El compromiso que
la direccion del hospital o centro que sirve de aco-
gida adquiera para la creacion y mantenimiento del
biobanco es el que permitira un desarrollo con una
mayor proyeccion de futuro del mismo.

Q Donacion, consentimiento informado
y confidencialidad

Los bancos de muestras biologicas de origen humano
deben disponer de una infraestructura adecuada que
garantice la total eficacia en la compleja serie de pro-
cesos que se inicia con la firma del consentimiento
informado por parte del donante y su incorporacion a
la base de datos del banco, y concluye con la cesion
de material a los investigadores. Desde que la mues-
tra pasa a ser parte integrante del banco, el sistema
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debe optimizarse para reducir al maximo la pérdida
de casos utiles y ofrecer una disponibilidad universal
del material a la comunidad cientifica.

Para la inclusion de una muestra en el banco, el
paciente debe ser informado de esta posibilidad, expli-
candole de manera clara la posibilidad de que pueda
ser utilizada posteriormente en investigacion. En este
sentido la ley establece que la libre autonomia de la
persona es el fundamento del que se derivan los de-
rechos especificos a otorgar el consentimiento y a ob-
tener la informacion previa. Asimismo, establece el
derecho a no ser discriminado, el deber de confiden-
cialidad, el principio de gratuidad de las donaciones, y
fija los estandares de calidad y seguridad que incluyen
la trazabilidad de las muestras de origen humano.

La regulacion de todas estas materias en la Ley
de Investigacion Biomédica contempla lo “previs-
to en la Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica y
reguladora de la autonomia del paciente y de dere-
chos y obligaciones en materia de informacion y do-
cumentacion clinica y la Ley Organica 15/1999, de
13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal, a las que reconoce su condicion supletoria
en aquellas cuestiones no reguladas por la propia Ley
de Investigacion Biomédica”.

Una vez que el paciente firme el consentimien-
to informado quedara vinculado al banco a través de
este documento firmado voluntariamente y que reco-
ge sus datos personales y su firma.

Se dispondra de consentimientos informados
de caracter particular para cada una de las pruebas
especificas que sean necesarias para el diagnostico
del paciente y comprometan en alguna medida su
integridad fisica, asi como para el uso de la muestra
en cualquier proyecto de investigacion que se vaya
a realizar en el momento de la cesion o bien en el
futuro.

Los programas de gestion de muestras asociados
al biobanco registran los datos del sujeto y asignan
un codigo establecido internacionalmente para la
clasificacion de la muestra, pero que permite su lo-
calizacion de manera inmediata. Los procedimien-
tos utilizados en estas herramientas de trabajo de-
ben cumplir la normativa actual conforme a la Ley
14/2007, de 3 de julio, que garanticen el derecho a
la intimidad y el respeto a la voluntad del sujeto en
materia de informacion, asi como la confidencialidad
de los datos de caracter personal.

Q Glosario de términos importantes
para recordar

El desarrollo de la Ley 14/2007, de 3 de julio, ha exi-
gido la definicion de ciertos términos que estan aso-
ciados directamente al avance tecnoldgico y al con-
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cepto que integra todas las facetas de la Investigacion
Biomédica en Espana.

Se presenta a continuacion un pequefio glosario
de términos dificiles de asociar en ocasiones con el
concepto que encierran. Por este motivo es interesan-
te recordar, y en otros casos conocer, algunas defi-
niciones que el clinico no maneja con asiduidad. Es
importante que en la relacion entre médicos e inves-
tigadores se tenga presente el marco legal en el que
se mueve la Investigacion Biomédica, para acordar
en igualdad de condiciones la forma en que se lleva-
ra a cabo la cesion de las muestras y el desarrollo del
protocolo de investigacion.

Términos extraidos de la Ley de Investigacion Biomédica

Comité de Bioética de Espaiia

El o6rgano competente para la consulta de todos
aquellos aspectos con implicaciones €ticas y sociales
del ambito de la Medicina y la Biologia y esta llama-
do a fijar las directrices y principios generales para
la elaboracion de codigos de buenas practicas de in-
vestigacion cientifica que desarrollen los Comités de
Etica de la Investigacion.

Comités de Etica

Organos que deben garantizar en cada centro en
que se investigue la adecuacion de los aspectos meto-
dolégicos, éticos y juridicos de las investigaciones que
impliquen intervenciones en los seres humanos o la
utilizacion de muestras bioldgicas de origen humano.

Comités de Investigacion Biomédica
Instrumentos fundamentales de evaluacion y se-
guimiento de los proyectos de investigacion.

Consejo genético

Procedimiento destinado a informar a una perso-
na sobre las posibles consecuencias para ¢l o su des-
cendencia de los resultados de un analisis o cribado
genéticos y sus ventajas y riesgos y, en su caso, para
asesorarla en relacion con las posibles alternativas
derivadas del andlisis. Tiene lugar tanto antes como
después de una prueba o cribados genéticos e incluso
en ausencia de los mismos.

Consentimiento

Manifestacion de la voluntad libre y consciente
validamente emitida por una persona capaz, o0 por su
representante autorizado, precedida de la informa-
cion adecuada.

Dato andnimo
Dato registrado sin un nexo con una persona
identificada o identificable.

Dato anonimizado o irreversiblemente disociado

Dato que no puede asociarse a una persona iden-
tificada o identificable por haberse destruido el nexo
con toda informacion que identifique al sujeto, o por-
que dicha asociacion exige un esfuerzo no razonable,
entendiendo por tal el empleo de una cantidad de
tiempo, gastos y trabajo desproporcionados.

Dato codificado o reversiblemente disociado

Dato no asociado a una persona identificada o
identificable por haberse sustituido o desligado la in-
formacion que identifica a esa persona utilizando un
codigo que permita la operacion inversa.

Dato genético de cardcter personal

Informacion sobre las caracteristicas hereditarias
de una persona, identificada o identificable obtenida
por analisis de acidos nucleicos u otros analisis cien-
tificos.

Estudio observacional

Estudio realizado sobre individuos respecto de
los cuales no se modifica el tratamiento o interven-
cion a que pudieran estar sometidos ni se les prescri-
be cualquier otra pauta que pudiera afectar a su inte-
gridad personal.

Muestra biologica

Cualquier material biologico de origen humano
susceptible de conservacion y que pueda albergar in-
formacion sobre la dotacion genética caracteristica
de una persona.

Procedimiento invasivo

Toda intervencion realizada con fines de investi-
gacion que implique un riesgo fisico o psiquico para
el sujeto afectado.

Riesgo y carga minimos

Los impactos en la salud y las molestias que pue-
dan sufrir los sujetos participantes en una investiga-
cion, y cuyos efectos solo podran ser de caracter leve
y temporal.

Sujeto fuente

Individuo vivo, cualquiera que sea su estado de
salud, o fallecido del que proviene la muestra biol6-
gica.

Tratamiento de datos genéticos de caracter personal
o de muestras biologicas

Operaciones y procedimientos que permitan
la obtencion, conservacion, utilizacion y cesion
de datos genéticos de caracter personal o muestras
biologicas.
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Trazabilidad

Capacidad de asociar un material biologico de-
terminado con informacion registrada referida a cada
paso en la cadena de su obtencion, asi como a lo lar-
go de todo el proceso de investigacion.

QA Conclusion

Los biobancos funcionan como instrumentos de tran-
sicion entre el donante, el clinico y el investigador. Su
nivel de excelencia vendra marcado por la estandariza-
cion de los protocolos que utiliza, el proceso de gestion

de muestras y datos que maneja, el rigor en la guarda y
custodia de los consentimientos informados, la cualifica-
cion del personal que trabaja en cada area y la actividad
de intercambio de sus muestras para la investigacion.

En la relacion entre clinicos e investigadores van
a surgir muchas veces dudas éticas, conceptuales y
de procedimiento. En ese momento por encima de
todo hay que tener presente que el paciente merece
el mayor respeto y proteccion. Sélo con su ayuda po-
dremos adquirir los conocimientos necesarios para
descubrir los mecanismos que llevan al desarrollo de
una enfermedad.
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Is “Benign Multiple Sclerosis” really benign?
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SUMMARY. Multiple Sclerosis (MS) is the most common demyelinating disease of the central nervous system. Its nonlethal, heteroge-
neous nature, early onset and lack of cure contribute to an uncertain prognosis and difficult clinical assessment. Approximately 20% of
relapsing remitting (RR) MS patients will undergo a benign course, characterized by full functionality after 15 or more years of disease
duration. While disease modifying treatments now exist; high cost limits their availability in some countries, prompting neurologists to
not administer them to the patients with clinically mild course. Though MR metrics have proven effective in the diagnosis of MS and the
monitoring of its evolution, they have produced conflicts and paradoxes that inhibited accurate clinical classification and prognosis. One
hypothesis is that the benign course may indicate less overall neuronal damage than other subtypes. This can be specifically addressed
with MR proton spectroscopy (*H-MRS)-provided biochemical information of several brain metabolites, especially the N-acetylaspartate
(NAA) whose global concentration (WBNAA) is considered a specific marker for overall neuronal integrity. This paper will describe the
use of WBNAA to study benign MS and the conclusions that the subtype is likely a fortuitous combination of eloquent brain sparing and
effective compensatory mechanisms. Since these may not prevent an eventual precipitous clinical decline, benign patients may, therefo-
re, benefit from the same treatment options offered other RR MS patients with more active disease.

Key words: brain, N-acetylaspartate (NAA), multiple sclerosis (MS), MR spectroscopy (MRS), whole brain NAA (WBNAA).

RESUMEN. La esclerosis miltiple (EM) es la enfermedad desmielinizante mas comiin del sistema nervioso central (SNC). El no ser letal,
el ser de naturaleza heterogénea, de comienzo temprano y la inexistencia de tratamiento curativo contribuyen a un pronostico incierto y a
una dificil evaluacion clinica. Aproximadamente el 20% de los pacientes con curso remitente-recurrente (EMRR) tiene un curso benigno,
caracterizado por una situacion funcional normal al cabo de 15 afos o mas tras el comienzo de la enfermedad. En la actualidad existen
tratamientos modificadores de la enfermedad, pero su alto coste limita su disponibilidad en muchos paises, lo que impide su utilizacion
por los neurdlogos en casos con un curso leve. Aunque las medidas de RM han demostrado su utilidad en el diagnostico y la monito-
rizacion de la evolucion de la EM, se han producido paradojas que impiden una clasificacion clinica adecuada y el establecimiento del
pronostico con certeza. Hay una hipotesis que sostiene que el curso benigno se asocia con una menor pérdida neuronal que en las otras
formas clinicas. Este aspecto puede investigarse de forma directa mediante la espectroscopia de proton por RM (*H-ERM), que facilita
informacion bioquimica de varios metabolitos cerebrales, especialmente del N-acetilaspartato (NAA,) cuya concentracion global es con-
siderada un marcador especifico para la integridad neuronal total. Este trabajo describe el uso de la determinacion del NAACT para estu-
diar la EM benigna vy las conclusiones de que el subtipo de enfermedad es probable sean una combinacion fortuita de la no afectacion de
areas cerebrales elocuentes y la presencia de mecanismos compensatorios efectivos. Puesto que estas condiciones pueden no prevenir
un curso clinico eventualmente catastrofico, los pacientes considerados benignos, por lo tanto, pueden beneficiarse de las mismas op-
ciones terapéuticas ofrecidas a otros pacientes con EMRR con una enfermedad mas activa.

Palabras clave: cerebro, N-acetilaspartato (NAA), esclerosis miltiple (EM), Espectroscopia por Resonancia Magnética (ERM), NAA cerebral
total (NAACT).

ultiple sclerosis (MS), the most common demyeli-
nating disease of the central nervous system (CNS),
affects over 2 million worldwide and is the leading
cause of non-traumatic neurological disability in
young and middle-aged adults'. Roughly 85% of MS
patients, two thirds of whom are young women [ave-
rage age of onset in the US is 27 years?], enter the
relapsing-remitting (RR) stage at diagnosis. This is
characterized by acute episodes lasting days to weeks
followed by partial or complete remission for mon-
ths to years®. The cycles continue and most patients
enter the secondary-progressive (SP) stage, where
disability accumulates from incomplete remissions.
Approximately 20% of patients, however, exhibit a
clinically benign course, defined retrospectively, as

full functionality, reflected by an Expanded Disabi-
lity Status Scale [EDSS*] score of 3.0 or less after 15
or more years of disease duration™*®,

Since MS has an insignificant impact on life ex-
pectancy’, it results in many decades of progressively
deteriorating quality of life®’. Though incurable, six
drugs are currently FDA-approved for MS in the US
as disease-modifying agents that can alter its natural
history: The intramuscular B-interferon-la (Avonex),
subcutaneous B-interferon-la (Rebif), subcutane-
ous P-interferon-1b (Betaseron), glatiramer acetate
(Copaxone), and the immunosuppressant Natali-
zumab (Tysabri), a laboratory-produced monoclonal
antibody given by IV infusion. For SP MS the most
convincing data favors mitoxantrone (Novantrone)
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as most likely to retard progression and delay dis-
ability'™'2, Unfortunately, these are expensive, on
average nearly $50,000/year per patient in the US";
and nearly €25,000 in Spain', exclusive of the cost
of ancillary care and productivity loss. If cost limits
treatment availability, it is expedient that the patients
with the mildest course will be the least likely to be
treated. Unfortunately, clinical metrics are unreliable
and sometimes even deceptive markers for the full
burden of disease.

Previous attempts to predict who will have a be-
nign course had only moderate success® '> 'S, Using
imaging metrics for this purpose has so far yielded
paradoxes such as higher lesion loads and magneti-
zation transfer ratios in benign than in more disabled
MS patients'” '®, conflicting brain atrophy rates'*?!
and global atrophy similar to SP MS patients of simi-
lar disease duration**#. Various explanations as to
why laboratory (in particular, quantitative MR) met-
rics have fallen short have been reviewed by Rovaris
et al*. While they provide interesting insights into
the nature of the pathological underpinnings of the
benign course, they could not identify a reliable diag-
nostic method that will establish this prognosis®'* 6,

Most MR studies of benign MS have used con-
ventional imaging that is insensitive to diffuse neu-
rodegeneration. A marker sensitive to axonal damage
followed by neuronal cell death, the probable cause
of permanent neurological deficits in MS*?*, would
presumably be useful for determining subclinical
damage to normal appearing brain and lesions. This
can be assessed directly by proton MR spectroscopy
("H-MRS) quantification of the neuron-exclusive
metabolite N-acetylaspartate (NAA)* . Its two key
attributes are that its 'H-MRS signal at 2.02 ppm is
the most prominent in vivo; and with the exception
of Canavan disease’, its concentration is reported to
decline in all CNS disorders™ *. Regional declines
of NAA in other forms of MS have correlated better
with clinical disability than other imaging metrics***.

Surprisingly, only four papers describing 'H-
MRS studies of the benign phenotype of MS are
published'” # % 4 All are cross-sectional and em-
ploy single-voxel 'H-MRS to probe selective small
regions of the benign MS brain. Among them they
have yielded inconclusive results: The two focusing
on chronic lesions showed higher NAA levels than in
SP MS patients* *°, whereas the other two report no
differences between normal-appearing brain tissue or
lesions among benign, SP or RR MS patients'”%.

The results reported in the previous spectros-
copy studies may be attributed to the same problems
of most of the numerous 'H-MRS studies to date in
other forms of MS. Specifically, that they have used
either small (few ml) single-voxels, or larger two-

or three-dimensional volumes-of-interest (VOI)*-.
These must be placed away from the skull to avoid
the lipid contamination shown in Figure la, exclud-
ing most of the cortex*. These VOIs, therefore, must
also be MRI-guided to pathologies. Since MS is dif-
fuse throughout the brain, such small VOIs may lead
to confounding extrapolation errors®. Localized
MRS also suffers (i) VOI repositioning errors in se-
rial studies; (ii) long, ~7 min, acquisition for ample
signal-to-noise-ratio (SNR); and (iii) the T, and T,
relaxation times in patients and controls are needed
for absolute metabolic quantification.

O The WBNAA method

The above concerns are addressed by WBNAA, a
non-echo, i.e., non T, -weighted, non T -weighted,
non localizing '"H-MRS sequence that acquires the
'H-MRS signal from the entire head, as shown in
Figure 1b¥. It is a short (~2.5 minutes/scan) and rela-
tively simple sequence that eliminates the lipid con-
tamination (compare Figure la and 1c) and avoids
the usually unknown, (especially in pathologies) T,
and T -weighting of the NAA that is inherent in other
small-voxel studies. Note that although several peaks
are seen in the whole-head spectrum (Figure lc),
only the NAA is implicitly localized to the brain. Sin-
ce the others, e.g., the creatine+phosphocreatine (Cr),
Choline+phosphocholine (Cho), glutamine (Glu) and
myo-Inositol (ml), are found in all tissue types un-
like the NAA, none of them can be ascribed to a spe-
cific region®. It is also noteworthy that while other
metabolites, particularly macromolecules and other
N-acetyl-bearing species also resonate at 2.02 ppm®,
their contribution to the peak area is less than 10%™.
Absolute quantification is done using the phan-
tom-replacement method against a reference 3 L
sphere of 1.5x102 mole NAA in water in the same
experimental setup after the patients’ exams. Sub-
ject and reference NAA peak areas, S, and S, are
then obtained by manual phasing and selection of
the NAA peak limits of integration, as shown in Fig-
ure 3, by four blinded operators. Any result more
than two average standard deviations (for the four
readers’ over all the patients, ~8%) from the mean for
that patient, is rejected. If more than one is rejected
than that entire set is excluded as “poor quality”. The
results are then averaged into ¢ and ¢ and Q
estimated as>!, § R

NAA

T 180°
Ouan =1.5x107 %% moles, [1]
R R

. 180° .
where Végo andV " are the transmitter voltages for
non-selective 1 ms 180° inversion pulses on the ref-
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m Top left, a: Whole-head water-suppressed [WET followed by a 1331 (100 us rectangular pulses, 2 ms delays
at 3 T) for a 90° readout] single-acquisition *H proton spectrum. Note the extreme lipids contamination from the bone
marrow and subcutaneous adipose tissue distorting and obscuring the NAA signal and confounding its quantification.
Bottom left, b: The WBNAA sequence comprising a BIR4 adiabatic 180° (every second acquisition) followed by a

TI=940 ms to null the NAA signal. WET and a 1331 (100 us rectangular pulses, 2 ms delays at 3 T) for a 90° readout
with acquisition commencing immediately. Each even transient is subtracted from every odd. Since the TR is long, 10's,
and TE=0, minimal T, or T, weighting are incurred by the NAA. Right, c: Real part of the whole head 'H spectra from a

urn

male volunteer labeled i.j, where “i

(=1..3) is the number of the session in the magnet and “j” (=1..3) is the number of

the back-to-back acquisition (subject at least 10 minutes outside the magnet) in that session. Note the excellent (CV=5.8)

intra-session and CV=10.6 inter session reproducibility.

erence and subject, reflecting by reciprocity the rela-
tive coil sensitivity.

To normalize for brain size, Q,, is divided by
the brain parenchyma volume, V, obtained, for ex-
ample, using the Structural Image Evaluation of Nor-
malized Atrophy (SIENAx) package®, Firevoxel®,
or an SPM variant™ %, to yield the whole-brain NAA
concentration:

WBNAA=Oy,,/Vs mM. 2]

Both the back-to-back and serial reproducibil-
ity of whole-head 'H spectra of one individual, are
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shown in Figure 1c. The method’s back-to-back co-
efficient of variation (CV) was shown to be 5.8%
and the serial CV, 10.6%"*, precision suggest a repro-
ducibility suitable for both cross-sectional and serial
clinical studies®.

Since MS pathology is diffuse throughout the
CNSY, it is not surprising that WBNAA has also
shown substantial deficits in RR MS patients relative
to matched controls** %, that correlate with disease
duration® ®', To that end, this paper will describe
recent work that has been done using WBNAA to
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study benign MS, specifically the recent studies us-
ing WBNAA as a marker for diffuse neurodegenera-
tion and how the subtype is likely nothing more than
the confluence of fortuitous sparing of eloquent brain
regions and effective brain plasticity.

O WBNAA in benign MS

The contradictory results from small voxel 'H-MRS
studies of lesion and regional brain matter in benign
MS patients led to the assumption that their mild cli-
nical course was the result of minimal global neu-
ronal loss. This assumption, along with the need for
reliable criteria to identify patients who will remain
mildly disabled over the long term* ®* and link bet-
ween disability and neuronal damage?”®, prompt two
hypotheses: (i) that benign patients suffer (characte-
ristic) low global neuronal injury, reflected by WB-
NAA similar to controls’ and (ii) that their WBNAA
is significantly higher than in more disabled patients
of similar disease duration.

Q Benign MS versus age-matched
controls

To test the first hypothesis (that the global NAA con-
centration of benign patients will be similar to healthy
contemporaries, reflecting minimal neuronal damage)
WBNAA was measured in 43 (30F, 13M) benign MS
patients (EDSS score <3.0 after 15+ years of disea-
se), with 21.0+4.4 years of disease duration and ave-
rage EDSS score of 1.9 (range: 0-3). Eleven were on
disease-modifying medication (6 on B-interferon and 5
on glatiramer acetate). All had been relapse- and ste-
roid-free for at least three months prior to their clini-
cal exam, which included EDSS rating by the same
neurologist. Twenty-four (13 F, 11 M) age-matched
healthy controls with no history of neurological di-
sease, underwent the same MR procedure as the pa-
tients. The resulting average WBNAA in benign MS
patients (8.3+1.8 mM) was ~35% less than controls
(12.8+1.2 mM), as shown in Figure 2a. This finding
refutes the hypothesis that the mild disability these pa-
tients exhibit also reflects in minimal neuronal damage.

It is noteworthy that although the study was
cross-sectional (only one WBNAA point acquired
per patient), the average annual projected rate of
change in the i-th patient can be estimated assuming
that: (a) at first symptom, their WBNAA, was simi-
lar to the WBNAA=12.8 mM average of healthy con-
temporaries; (b) WBNAA change(s) are monotonic
throughout the subsequent years and (c) that the time
elapsed from first symptom, AT, years is a good (al-
though admittedly under) estimate of disease dura-
tion. The projected rate of decline is then*:

WBNAA (mM)

0 3 10 15 20 25 30
AT (years)

WA 1), 2 Dot plot of the 43 individual

benign patients’ average rate of WBNAA decline per

year of disease duration. Closed circles (») are patients

on disease-modifying treatment at the time of the scan.
Note the narrow distribution (0.16 mM/year full-width-at-
half-height) and slow decline (AWBNAA=0.22 mM/year)

of these benign compared to the +1...-3 mM/year range
exhibited by general RR MS patients®®. Bottom, b: The 43
benign patients WBNAA, concentration as a function of
their disease duration from first symptom -AT, (filled circles
() represent patients on treatment at the time of the
study). Also shown are linear prediction previously reported
for RR MS patients of shorter (3 - 12 years) disease
durations (dashed line), the regression for the benign
cohort with its 95% confidence intervals (solid and dotted
lines) and the +95% confidence interval for the WBNAA

of the 24 healthy controls (cross hatch). Note that the
regression line for the short duration RR patients falls
within the 95% confidence range of the benign MS patients
and their significant decline from healthy controls.

; WAL
AWBNAA, = W BNAAATWBNAA

mM/year. [3]

The average AWBNAA, from Eq. [3], was -0.22
+0.09 mM/year (~1.7%), as shown in Figure 2a.
Each patient’s WBNAA value was also plotted as a
function of his or her disease duration in Figure 2b,
together with the linear regression and its 95% con-
fidence intervals. Since the WBNAA of non-benign
patients of similar disease duration was not available
for this study, use of the rate, AWBNAA, instead of
the WBNAA itself normalizes for different disease
duration to allow comparison to MS patients scanned
earlier in their disease course. Indeed, the dependence
reported before for RR MS patients of shorter disease
durations®, and controls are shown for comparison in
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m Top: Representative axial T1-weighted MP-RAGE brain slices of a healthy 47 year old control; a 45 year old
benign and a 48 year old non-benign MS patient, all male. Note the relatively similar atrophy of both patients compared
with the control and the higher T -hypointense lesions load of the non-benign patient (marked by arrows). Bottom: These
subjects’ corresponding whole-head 'H-MRS (not normalized for V) on common intensity and chemical shift scales.
Note the NAA peak at 2 ppm, lipids suppression performance and that of all the other metabolite peaks seen in the
head spectrum only the NAA is implicitly localized by its biochemistry to just the brain. Subject NAA peak area,

S,, was obtained by integration for use in Eq. [1].

Figure 2b. The data demonstrates that the benign co-
hort is similar in terms of projected rate of WBNAA
decline to “moderate” RR MS patients since the 95%
confidence interval for the difference between these
rates extends from -0.01 to 0.3 mM/year.

Q Benign MS versus Age-matched
MS patients

To test the second hypothesis (that benign MS pa-
tients would have healthier global neural structure
than non benign patients of similar disease duration)
WBNAA was obtained in another cohort of 24 (20F,
4M) benign MS patients with 23.1£7.2 years of di-
sease duration and average EDSS score of 2.1 (ran-
ge: 0-3). They were compared with an additional
30 (19F, 11M) non-benign MS patients of similar
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(22.945.8 years) disease duration and EDSS score
of 4.7 (range: 3.5-7). Of these patients, 16 exhibi-
ted a relapsing-remitting course, 10 were seconda-
ry-progressive, 2 progressive-relapsing and 2 were
primary-progressive. At the time of MRI all patients
underwent a comprehensive clinical assessment in-
cluding standardized neurological examination by
trained and certified physicians (http://www.neuros-
tatus.net) and a comprehensive disease history’. All
patients were clinically stable. Finally, 17 healthy
contemporaries (9F, 8M) also underwent the same
MR protocol. Informed consent was obtained in wri-
ting from all participants, in accordance with the lo-
cal ethics committee approval.

Representative axial MP-RAGE images from
age- and gender-matched control, benign and non-
benign MS patients, shown in Figure 3 illustrate the
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relative atrophy of the MS patients’ brains as well as
the relative similarity between the two phenotypes, in
extent of tissue loss and T -hypointense lesion loads.
Indeed, the fBPV, an index of brain atrophy (see
methods below), was highly significantly higher in
controls, 86.2+3.3%, than in the benign, 76.4+£6.7%
(11%, p<0.0001), and non-benign: 76.2+8.4% pa-
tients (12%, p<0.0001), with no difference between
the patient groups (p>0.6).

Overall, the controls’ WBNAA concentration,
12.242.3 mM, was significantly higher than ei-
ther the 10.5+2.4 mM of benign (14%, p=0.031) or
the 9.742.2 mM of non-benign MS patients (20%,
p=0.002), as shown in Figure 4a. There was, how-
ever, no statistical difference between the two patient
groups (p>0.2), reflecting similar degree of neural
damage in both phenotypes, thereby rejecting the
second hypothesis.

Additionally, although there was a significant
difference between the groups in their T -hypoin-
tense lesion loads, there was none in T,-hyperintense
lesion load or whole head NAA (WHNAA) concen-
tration, defined as,

WHNAA = Oy, /Vie mM, [4]

which accounts for both atrophy and decline in the
quality of the remaining brain tissue, as shown in
Figure 4b. Here V. is the intracranial volume, which
does not change throughout the adult life. V. were
obtained from the MP-RAGE images using MRIcro,
a free downloadable software package: http:/www.
mricro.com® that employs a brain extraction tool to
skull-strip the intracranial surface using a deformable
model®. The process estimates the threshold between
the brain and CSF, determines the head’s center of
gravity C, constructs a small tessellated surface F
(initially a sphere) centered at C and incrementally
adjusts the vertices of F to balance its smoothness
and the desired signal intensity criteria. A VOI mask-
ing the extracted brain was then used to calculate
the intracranial volume, V. The fractional brain pa-
renchyma volume, fBPV was expressed in % as V,/
V,.x100.

The benign and non-benign patients WBNAA
concentrations are plotted against their brain atrophy
(fBPV) in Figure 5. Two observations are apparent
from that plot: First, there appears to be no predic-
tive relationship between the WBNAA level and
fBPV (R? values less than 0.1 for either phenotype).
Second, the benign and non-benign patients’ distribu-
tions are similar. These again combine to reject all
MR metrics employed (T, lesion load, atrophy, WB-
NAA and WHNAA) as reliable metrics to differen-
tiate benign from non benign patients of otherwise
similar disease duration.

WBNAA

]6-
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E 104
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1 ] Healthy
] 55 Benign MS
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®¥1p WHNAA
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144
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Box plots showing the first, second (median)
and third quartiles (box), £95% (whiskers) and outliers (*)
of the WBNAA (a); and WHNAA (b) distributions of

the 17 controls (solid), 24 benign (hatched) and 30
non-benign MS patients (cross-hatched) groups.

Note that both patients groups are significantly lower

in WBNAA and WHNAA than the controls but not
statistically different from each other.

Q4 Discussion

Despite the need for reliable prognostic measure(s)
of a benign MS course, there remains no consensus.
Although other conventional and quantitative MR te-
chniques have not delivered an accurate assessment
of disease progression, it seemed possible that a mar-
ker for global neuronal loss may be uniquely suited.
Therefore, it was hypothesized that benign patients
would enjoy neural sparing reflected by a WBNAA
concentration similar to healthy matched controls
and that their WBNAA would also be higher than
their more clinically disabled contemporaries. Un-
fortunately, the significant average WBNAA loss in
benign patients compared with controls, their similar
disease course extrapolated from RR MS patients of
shorter disease duration and their indistinguisability
from non-benign patients of similar disease duration
leads us to reject both hypotheses.

Taken together, these findings may have several
implications: First, patients labeled as “benign” are
likely RR MS patients who have inherently more ef-
fective compensatory mechanisms, such as increased
brain plasticity, when dealing with the same amount
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of tissue damage. Second, the comparable lesion
load that develops in benign MS does so fortuitous-
ly in (so far) non-eloquent brain regions. Certainly
their spinal cords have been spared, an insult to
which would produce a clinically noticeable clinical
(EDSS) change without a big lesion load increase.
Third, the criterion used to differentiate “benign”
from “non-benign” long disease duration patients
has a sharp cutoff contingent solely on an EDSS<3.
Thus, for example, of two patients with the same 20
year disease duration, the one with an EDSS score of
3.0 is “benign,” while another with 3.5 is not despite
a small 0.5 EDSS unit difference that distinguishes
only between “mild disability in three or four func-
tional system” versus “mild disability in five func-
tional systems™*.

Unfortunately, these explanations combine to
form an unfavorable prediction: that once the com-
pensatory mechanisms are exhausted, or eloquent
brain regions begin to be impacted, these patients
may experience a precipitous and irreversible clini-
cal decline. Indeed, although serial studies following
benign MS patients are very difficult due to the great
length of time involved and, consequently, rare, the
longest, a 21-year follow-up of 47 such patients, sub-
stantiates this prediction'®. They report that based on
EDSS alone only seven (15%) were still considered
benign, ten (21%) had died with significant MS-relat-
ed disability and eight (17%) died of non-MS related
causes. The remaining 22 all required ambulatory as-
sistance. This suggests that benign may be an overly
optimistic misnomer as only a small fraction of these
patients (who initially comprise approximately 20%
of the RR MS population) persist in qualifying under
the strict criteria and how the rest experienced swift
clinical decline.

These results also suggest that since there is ef-
fectively no neuropathological difference in benign
MS patients from other phenotypes, a mild clini-
cal course should probably not a be a determina-
tion factor for withholding or deferring treatment.
Specifically, although these patients exhibit a stable
clinical course they seem to experience typical neu-
ral degeneration rates that characterize more active
forms of the disease. It is therefore, possible that
early intervention may avert or delay the ultimate
rapid decline.

Though the previous results were suggestive of
WBNAA'’s temporal sensitivity to an ongoing patho-
genesis, they were nevertheless derived from cross-
sectional data. This made it impossible to determine
when in the disease course the NAA loss actually oc-
curred. As indicated in Figure 2, however, the distri-
bution of WBNAA decline rates of benign patients is
both (i) uniformly narrow, 0.16 mM/year full-width-
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| Figure 5 Plot of the benign (°) and non-benign (e)
MS patients WBNAA versus their fBPV. Note that there is
no predictive relationship (R? <0.1 for either phenotype)
between the WBNAA level and the fBPV; and that the two
patients groups’ distributions overlap.

at-half-height; and (ii) slow, 0.22 mM/year. In other
words, the rate histogram is only the width of one
year’s decline; a finding distinct from previous reports
in the general RR MS patient populations*®. This re-
futes reports that most neuro-axonal damage (NAA
loss) accrues early in the disease course™ ¢, for if
it were true, longer disease duration (AT, in Eq. [3])
would lead to lower WBNAA loss rates. Furthermore,
the fact that the regression line extrapolated from
shorter disease duration patients also describes the
WBNAA benign MS subjects (Figure 2b), indicates a
decline that continues even beyond the earlier years.
Given the range of disease durations, the narrow dis-
tribution of decline rates suggests that the notion that
the bulk of the decline is encountered early on in the
disease course is probably not the case.

Even though it is cross sectional, there is an es-
timable WBNAA decline rate of 1.7%/year (see
Figure 2a) assuming average normal concentration
at first symptom with monotonic decline. Based on
the 6-8% intrinsic precision of each WBNAA mea-
surement, a longitudinal study would require patients
to be scanned at least twenty times, each separated
by at least six months, in order to establish statistical
significance for such a slow rate. The ten to twenty
years that would be required for such a serial study
would render it susceptible to research team turn-
over, patient cohort attrition and several (possibly
confounding) MR equipment upgrades, making it
prohibitively difficult, and therefore, unlikely.

The WBNAA approach admittedly trades local-
ization for sensitivity and acquisition speed, incur-
ring two main limitations®: First, global changes
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smaller than the 6-8% sensitivity threshold remain
undetected. Second, potentially severe regional NAA
variations, e.g., in T -hypointense lesions, get “aver-
aged out” and are subject to the first limitation. Ad-
ditionally, the rate decline estimates reported are
based on several assumptions about the mechanisms
decline, specifically, that it is monotonic and does
not only occur at the preclinical stages or later in the
disease where inflammation gives way to neuronal
loss. In addition, as this is not a longitudinal study,
it is impossible to ascertain exactly when in the dis-
ease course has the NAA loss occurred. Given the
15+ year disease duration of these patients and un-
certainty early on of who will become “benign” 15
years later, however, would make such a serial study
extremely difficult and costly. Finally, there was no
account for possible effects of medication, the vari-
able duration or the changes in type and dose that the

patients may have experienced in their long disease
courses.

Q4 Conclusions

Retaining neural function, reflected by a WBNAA
similar to healthy contemporaries, does not appear
to be a characteristic of benign MS. Since overall
neuronal integrity does not correlate with a mild cli-
nical course, benign MS is the likely the result of a
combination of fortuitous sparing of clinically elo-
quent brain regions that influence the EDSS score
and adept compensatory mechanisms. The extent of
NAA decline in benign MS suggests that clinical pre-
sentation is a false indicator for the extent of overall
damage and that even these patients should be con-
sidered for the same treatment options as their more
malignant counterparts.
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Etiopatogenia

> Clinico-pathological evidence that axonal loss
underlies disability in progressive multiple sclerosis
Tallantyre EC, Be L, Al-Rawashdeh O, Owens T, Polman
CH, Lowe JS, Evangelou N.
Multiple Sclerosis 2010 April; 16 (4): 406-411

Las evidencias previas sugieren que la causa de la
discapacidad cronica e irreversible en los pacientes
con esclerosis multiple es la degeneracion axonal
mas que la desmielinizacion. Pero no se ha des-
crito aun la relacion directa entre la discapacidad
medida en vivo con las mediciones post mortem
de la patologia axonal. En este trabajo se investiga
la relacion entre la discapacidad motora acumula-
da en los pacientes durante su vida con el grado de
dafio axonal en su tracto motor descendente tras su
muerte. Se realizo un analisis de la medula espinal
de la autopsia de 45 pacientes con EM, revisan-
do las revisiones médicas previas para determinar
el grado de déficit motor. Aquellos pacientes que
presentaban un mayor grado de discapacidad mo-
tora tenian menos axones corticoespinales super-
vivientes. La discapacidad motora no siempre se
relacionaba con el grado de desmielinizacion. En
este estudio se presenta por primera vez evidencia
directa clinico-patoldgica de que el dafio axonal es
el sustrato patologico de la discapacidad estableci-
daenla EM.

> Increased hlood vessel density and endothelial
cell proliferation in multiple sclerosis cerebral
white matter
Holley JE, Newcombe J, Whatmore JL, Gutowski NJ.
Neuroscience letters 2010 February; 470 (1): 65-70.

La esclerosis multiple se considera una enferme-
dad inflamatoria desmielinizante, pero actualmente
el papel circulatorio en la patogenia esta en discu-
sion. Las lesiones de EM aparecen con frecuencia a
lo largo de los vasos sanguineos, y las alteraciones
en la barrera hematoencefalica son rasgos patologi-
cos en la enfermedad. En este estudio se analiza la
densidad de vasos sanguineos y la proliferacion de
células endoteliales en muestras de pacientes con
EM, respecto a tejido control para valorar la pre-
sencia de angiogénesis en la EM. Se encuentra un
aumento de la densidad de vasos en los pacientes
con EM, especialmente en las lesiones subagudas.
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Empleando un anticuerpo contra un marcador de
proliferacion endotelial, caracteristicos de la an-
giogénesis, encontramos que los vasos con células
endoteliales proliferativas son mas frecuentes en
todos los tejidos examinados de los pacientes con
EM (sustancia blanca de aspecto normal y lesiones
agudas, subagudas y cronicas) respecto a controles,
especialmente en la sustancia blanca de aspecto
normal. Estos hallazgos sugieren que la angiogé-
nesis puede tener un papel en la progresion de las
lesiones, el fracaso en la reparacion y la formacion
de cicatrices.

> Internal jugular vein morphology and hemodynamics
in patients with multiple sclerosis
Al-Omari MH, Rousan LA.
International Angiology 2010 April; 29 (2): 115-120.

Se emplea ecografia modo-B y Doppler color para
examinar las venas yugulares internas de 25 pa-
cientes con EM y 25 controles, en posicion sentada
y supina. La presencia de al menos dos criterios de
Zamboni en el mismo paciente se considera posi-
tivo para insuficiencia venosa cronica cerebroespi-
nal. E1 92% de los pacientes presentaban hallazgos
anormales y el 84% un diagnostico positivo. Solo
el 24% de los controles presentaban algiin hallazgo
patologico, pero ninguno cumplia criterios de insu-
ficiencia venosa.

> Is chronic fatigue the symptom of venous
insufficiency associated with multiple sclerosis?
A longitudinal pilot study
Malagoni AM, Galeotti R, Menegatti E, Manfredini F,
Basaglia N, Salvi F, Zamboni P.
International Angiology 2010 April; 29 (2): 176-182.

La fatiga cronica es un sintoma que afecta de for-
ma importante a los pacientes con EM, pero su pa-
togenia aun no esta aclarada. En pacientes de EM
con insuficiencia venosa cronica cerebroespinal,
se analiza el efecto de la dilatacion con balon de
las lesiones estenosantes en las venas extracranea-
les principales. Se realiza el procedimiento a 31
pacientes consecutivos, realizando para la evalua-
cion la Fatigue Severity Scale y la Modified Fati-
gue Impact Scale basales y tras 1, 6 y 12 meses.
Tras el restablecimiento del retorno venoso cere-
bral, la percepcion de la fatiga se redujo de forma
importante.



> Hemodynamic patterns of chronic cerebrospinal
venous insufficiency in multiple sclerosis. Correlation
with symptoms at onset and clinical course
Bartolomei I, Salvi F, Galeotti R, Salviato E, Alcanterini
M, Menegatti E, Mascalchi M, Zamboni P.
International Angiology 2010 April; 29 (2): 183-188.

La insuficiencia venosa cronica cerebro-espinal se
ha asociado con la esclerosis multiple. Su presen-
cia se detecta mediante doppler color de alta re-
solucion transcraneal y extracraneal y venografia.
Pueden identificarse cinco tipos de malformacion
venosa y cuatro patrones hemodindmicos. En este
trabajo se pretende correlacionar estos patrones
con los sintomas de inicio y el curso clinico en los
pacientes con esclerosis multiple. Los distintos pa-
trones estan repartidos de forma desigual respecto
al inicio y el curso de la EM. En concreto, los tipos
A'y B son comunes en pacientes con neuritis opti-
ca al inicio, pero poco frecuentes en aquellos con
comienzo medular, que suelen presentar el tipo D.
Ademas, los patrones A y B son mas frecuentes en
las formas RR que en las SP, y casi inexistentes en
las PP. El patrén C no aparece en los pacientes con
PP, que con frecuencia presentan patron tipo D.

> Chronic cerebrospinal venous insufficiency
and iron deposition on susceptibility-weighted
imaging in patients with multiple sclerosis:
a pilot case-control study
Zivadinov R, Schirda C, Dwyer MG, Haacke ME,
Weinstock-Guttman B, Menegatti E, Heininen-Brown M,
Magnano C, Malagoni AM, Wack DS, Hojnacki D,
Kennedy C, Carl E, Bergsland N, Hussein S, Poloni G,
Bartolomei I, Salvi F, Zamboni P.
Internal Angiology 2010 April; 29 (2): 158-175.

La insuficiencia venosa cronica cerebroespinal es
un fendmeno descrito recientemente en la escle-
rosis multiple que se caracteriza por estenosis que
afectan a la salida por las principales venas extra-
craneales y por una elevada tasa de reflujo venoso
que puede conducir a un aumento del depoésito de
hierro en el cerebro. En este trabajo se pretende re-
lacionar los parametros venosos hemodinamicos y
la concentracion de hierro en las estructuras de la
sustancia gris profunda y en las lesiones. Los ha-
llazgos de este estudio sugieren que la insuficien-
cia venosa puede ser un importante mecanismo
relacionado con el deposito de hierro en el parén-
quima cerebral en los pacientes con EM.

Clinica

> Relationship of cortical atrophy to fatigue in patients
with multiple sclerosis
Pellicano C, Gallo A, Li X, Ikonomidou VN,
Evangelou [E, Ohayon JM, Stern SK, Ehrmantraut M,
Cantor F, McFarland HF, Bagnato F.
Archives of Neurology 2010 April; 67 (4): 447-453

La fatiga es un sintoma comun y muy discapaci-
tante en los pacientes con esclerosis multiple. En
estudios anteriores se ha demostrado su relacion
con la afectacion del circuito corticoestriado-ta-
lamocortical. Se presenta un trabajo caso-control
para evaluar la relacion entre la fatiga y la atrofia
de la sustancia gris cortical regional y subcortical.
Se realizan RMN de 3.0 T. y evaluaciones de fatiga
y depresion a 24 pacientes de EM y 24 controles
pareados. Los pacientes presentaban mayores indi-
ces de fatiga que los controles, incluso tras ajustar
para evitar los efectos de la depresion. Los resulta-
dos en la Escala Modificada del Impacto de la Fa-
tiga se correlacionaron con el espesor cortical del
l6bulo parietal. El cortex parietal posterior fue la
unica area parietal con una asociacion significativa
con las puntuaciones de fatiga. La atrofia cortical
del 16bulo parietal presenta relacion mas fuerte con
la fatiga. Ya que el cortex parietal posterior esta
implicado en la planificacion motora y la integra-
cion de diferentes fuentes de informacion, estos
resultados sugieren que la alteracion en aspectos
superiores de la funcién motora pueden resultar
determinantes en la fatiga debida a la EM.

Diagnostico

> A 3-year magnetic resonance imaging study
of cortical lesions in relapse-onset multiple sclerosis
Calabrese M, Rocca MA, Atzori M, Mattisi I, Favaretto A,
Perini P, Gallo P, Filippi M.
Annals of Neurology 2010 March; 67 (3): 376-383.

Este trabajo documenta la presencia, extension y
frecuencia de formacion de las lesiones corticales
en pacientes con esclerosis multiple recurrente-re-
mitente y secundaria progresiva, y su relacion con
la atrofia cortical y la progresion de la discapaci-
dad. Se realiza un estudio prospectivo longitudinal
con 107 pacientes durante 3 afios evaluando RMN
y discapacidad. En la evaluacion basal presentaban
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lesiones corticales un 64,4% de las formas RR y un
74,2% de las PS. Durante el seguimiento aparecie-
ron 132 lesiones corticales nuevas en 44 RR pacien-
tes, y 61 en 15 pacientes PS. De todos estos pacien-
tes, solo 31 presentaban, al menos, una lesion nueva
en sustancia blanca. El aumento en el nimero y vo-
lumen de las lesiones corticales fue mayor en los 52
pacientes que presentaron empeoramiento clinico
respecto a los que no (P <0.001). El volumen basal
de lesiones de sustancia gris se correlacionaba con
la EDSS basal y con el cambio de la EDSS en el
tiempo. Este volumen fue un predictor independien-
te de la acumulacion de EDSS y el cambio de volu-
men de la sustancia gris en el seguimiento en am-
bos grupos de pacientes. En los pacientes con forma
SP, el volumen lesional de sustancia blanca en T2
también resulté un predictor del empeoramiento de
la EDSS. En la EM de inicio en brotes, la acumu-
lacion de lesiones corticales a lo largo del tiempo
se asocia con la progresion de la discapacidad. La
cuantificacion de las lesiones corticales puede supo-
ner una herramienta paraclinica adicional util para
monitorizar la evolucion de la EM.

> Brain atrophy and lesion load measures over 1 year
relate to clinical status after 6 years in patients with
clinically isolated syndromes
Di Filippo M, Anderson VM, Altmann DR, Swanton JK,
Plant GT, Thompson AJ, Miller DH.
Journal of Neurology, Neurosurgery and Psychiatry 2010
February; 81 (2): 204-208.

Las medidas de RMN convencional solo predice
modestamente la discapacidad a largo plazo en al-
gunos pacientes con sindrome clinico aislado. La
atrofia cerebral representa pérdida axonal en los
pacientes con esclerosis multiple, pudiendo refle-
jar la progresion de la enfermedad mejor que las
medidas lesionales. En este estudio se analiza la
capacidad de la atrofia cerebral y la carga lesio-
nal durante el primer afio en los pacientes con un
SCA para predecir la evolucion (desarrollo de EM
y discapacidad) tras 6 afios. La tasa de atrofia ba-
sal (p = 0.005) y la carga lesional basal en T2 (p
<0.001) predecian de forma independiente el desa-
rrollo de EM. La tasa de atrofia cerebral predice la
evolucion de la EDSS. Los hallazgos de este traba-
jo confirman la presencia de atrofia cerebral en el
primer aflo, y muestran que la tasa de atrofia entre
la evaluacion basal y el primer aflo puede ayudar
a predecir la situacion clinica 6 afios después del
primer episodio, mejor que medidas de volumen
lesional o cerebral en la RMN basal.
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> Daclizumab in active relapsing multiple sclerosis
(CHOICE study): a phase 2, randomised, doublé-blind,
placebo-controled, add-on trial with interferon bheta
Wynn D, Kaufman M, Montalban X, Vollmer T, Simon J,
Elkins J, O'Neill G, Neyer L, Sheridan J, Wang C, Fong
A, Rose JW; CHOICE investigators.
Lancet Neurology 2010 April; 9 (4): 381-390.

Daclizumab es un anticuerpo monoclonal humani-
zado que ha mostrado eficacia reduciendo la acti-
vidad de la esclerosis multiple en ensayos no ran-
domizados. En este articulo se presentan los datos
obtenidos en un ensayo fase II, randomizado, do-
ble-ciego, controlado con placebo realizado en 51
centros (EEUU, Canada, Alemania, Italia y Espa-
fia). Se reclutaron pacientes con EM recurrente re-
mitente que estuviesen en tratamiento con interfe-
ron beta y presentasen actividad de la enfermedad.
Se randomizaron para recibir ademas del interferon
daclizumab subcutaneo 2 mg/kg de peso cada 2 se-
manas, 1 mg/kg de peso cada 4 semanas o placebo,
durante un total de 24 semanas. El objetivo prima-
rio fue el nmimero total de lesiones con captacion
de gadolinio nuevas o con aumento de tamafio en
RMN cerebrales realizadas cada 4 semanas entre
las semanas 8 y 24. Se seleccionaron 288 pacien-
tes, de los que se randomizaron 230. Se encontrd
diferencia significativa entre las lesiones captantes
en los pacientes del grupo interferon-placebo y el
grupo interferon-alta dosis de daclizumab (diferen-
cia 72%, p <0.004). No se encontr6 diferencia sig-
nificativa entre dosis ni entre placebo y dosis baja.
Se realizd un subestudio farmacodinamico en el
cual la unica diferencia fue en los niveles de célu-
las natural killer CD56, cuyo valor era 7 u 8 veces
mayor en los grupos con daclizumab. Los efectos
adversos fueron similares en los tres grupos. El
tratamiento afadido con Daclizumab subcutaneo
reduce el niimero de lesiones con captacion de ga-
dolinio comparado con el interferon beta solo. La
terapia de combinacion puede reducir mas la acti-
vidad de la enfermedad.

> Ibudilast in relapsing-remiting multiple sclerosis:
a neuroprotectant?
Barkhof F, Hulst HE, Drulovic J, Uitdehaag BM,
Matsuda K, Landin R.
Neurology March 2010; 74 (13): 1033-1040.

Ibudilast es un inhibidor de la fosfodiesterasa que
interviene en la inflamacion y la neurodegenera-



cion en la esclerosis multiple. Este estudio evalua
la seguridad, tolerabilidad y efectos sobre los pa-
rametros de RMN de dos dosis diferentes de Ibu-
dilast en pacientes con EM recurrente remitente.
Se trata de un ensayo clinico multicéntrico, doble
ciego, fase II, en el cual pacientes con lesiones con
captacion de gadolinio en RMN se asignan para
recibir ibudilast 30 mg, 60 mg o placebo cada dia
durante 12 meses. El objetivo primario es el niime-
ro acumulado de lesiones activas nuevas objetiva-
das en RMN bimensuales durante estos 12 meses.
Los objetivos secundarios son la tasa de brotes, el
cambio en la EDSS, el volumen lesional en T1 y
T2 y el cambio de volumen cerebral. Durante el
afio de tratamiento no aparecieron diferencias en
el numero de lesiones activas ni la tasa de brotes.
El cambio en el volumen cerebral fue menor en el
grupo de 60 mg respecto a placebo. El numero de
lesiones activas que evolucionaron a agujeros ne-
gros fue menor en los dos grupos de tratamiento
activo respecto a placebo. Tras dos afios, en estos
grupos hubo menos pacientes con progresion en la
EDSS. El tratamiento fue seguro y bien tolerado.
El estudio concluye que el Ibudilast no muestra
efecto en la tasa de lesiones activas ni en los bro-
tes. Aln asi, existen evidencias preliminares que
indican, a partir de dos medidas independientes de
RMN, un posible papel neuroprotector, junto con
un supuesto efecto beneficioso sobre la progresion
de la discapacidad.

> Atorvastatin combined to interferon to verify the
efficacy (ACTIVE) in relapsing-remitting active multiple
sclerosis patients: a longitudinal controlled trial
of combination therapy
Lanzillo R, Orefice G, Quarantelli M, Rinaldi C, Prinster
A, Ventrella G, Spitaleri D, Lus G, Vacca G, Carotenuto
B, Salvatore E, Brunetti A, Tedeschi G, Brescia Morra V.
Multiple Sclerosis 2010 April; 16 (4): 450-454.

Junto con su capacidad para reducir el colesterol,
las estatinas presentan una accion anti-inflamato-
ria. Se realiza un estudio para valorar la eficacia,
seguridad y tolerabilidad de la combinacion de do-
sis bajas de atorvastatina junto con interferon beta
1-a a dosis altas en pacientes con EM recurren-
te-remitente con respuesta pobre al interferon. Se
randomizan 45 pacientes para recibir 20 mg/dia de
atorvastina junto con interferon beta 1-a 44 micro-
gramos tres veces por semana (n = 21) o interfe-
ron solo (n = 24). Se realizaron analisis de sangre
y evaluaciones de EDSS cada 3 meses y RMN al
inicio, a los 12 meses y a los 24. El objetivo pri-

mario es el numero de lesiones con captacion de
gadolinio, y los secundarios el nimero de brotes, la
variacion de la EDSS y la seguridad en los analisis.
En el grupo de tratamiento activo con atorvastatina
el numero de lesiones con captacion a los 24 meses
fue significativamente menor que en la evaluacion
basal (p = 0.007) y presentaron menos brotes que
en los dos aflos pre-randomizacion (p <0.001). El
tratamiento con dosis bajas de atorvastatina pu-
diera ser beneficioso como terapia afiadida en pa-
cientes con pobre respuesta al interferon beta 1-a a
dosis altas.

> Effects of escitalopram on stress-related relapses
in women with multiple sclerosis: an open-label,
randomized, controlled, one-year follow-up study
Mitsonis CI, Zervas IM, Potagas CM, Mitropoulos PA,
Dimopoulos NP, Sfagos CA, Papadimitriou GN.
European Neuropsychopharmacology 2010 February;
20 (2):123-131.

Cada vez es mayor la evidencia de la asociacion
entre los eventos estresantes de la vida diaria y el
aumento del riesgo de presentar una recaida en los
pacientes con esclerosis multiple. En este estudio
prospectivo a un afio se investigan los efectos del
tratamiento con escitalopram sobre los brotes rela-
cionados con el estrés en 48 mujeres con EM re-
currente-remitente. Se randomizan para recibir 10
mg/dia de escitalopram o su tratamiento habitual
como grupo control. Se recogen los eventos estre-
santes mediante un diario, clasificandolos segiin
su impacto psicologico, segun lo interpreta el pa-
ciente. El riesgo acumulado de presentar un brote
es 2,9 veces mayor en los controles. En el grupo
tratado con escitalopram so6lo se encontrd influen-
cia sobre los brotes de los eventos con mas impac-
to emocional. Estos datos presentan una evidencia
preliminar de que el escitalopram puede suponer
un tratamiento seguro y bien tolerado para prevenir
la aparicion de brotes relacionados con el estrés en
mujeres con EM.

> Acquired pendular nystagmus in multiple sclerosis:
an examiner-blind cross-over treatment study
of memantine and gabapentin
Starck M, Albrecht H, P6llmann W, Dieterich M, Straube A.
Journal of Neurology 2010 March; 257 (3): 322-327.

Se presenta en este trabajo un estudio para compa-
rar la eficacia del tratamiento con memantina (40-
60 mg/dia) y gabapentina (1200 mg/dia) para el
nistagmo pendular adquirido en 11 pacientes con
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esclerosis multiple. Se documenta la presencia de
nistagmo pendular en 20 ojos mediante electroocu-
lografia. El objetivo es reducir al menos en un 50%
la amplitud o la frecuencia del nistagmus compara-
do con los niveles basales. Esto se consiguié en 17
de 20 ojos con memantina y en 11 con gabapenti-
na. Ambos tratamientos demuestran ser seguros y
eficaces en estos pacientes.

> A placebo-controlled trial of oral cladribine
for relapsing multiple sclerosis
Giovannoni G, Comi G, Cook S, Rammohan K, Rieckmann
P, Soelberg Serensen P, Vermersch P, Chang P, Hamlett A,
Musch B, Greenberg SJ; CLARITY Study Group.
New England Journal of Medicine 2010 February; 362 (5):
416-426.

En este articulo se presentan los resultados de un
ensayo fase III de 96 semanas con un ciclo corto
de cladribina oral en pacientes con EM recurrente
remitente. Se randomizaron 1.326 pacientes para
recibir una o dos dosis acumuladas de cladribina
oral (3,5 0 5,25 mg por kilogramo de peso) o pla-
cebo, administrado en dos o cuatro ciclos cortos en
las primeras 48 semanas y dos mas de la semana
48 ala 52 (un total de 8 a 20 dias al afio). El objeti-
vo fundamental era la tasa de brotes a las 96 sema-
nas. Los grupos de tratamiento activo respecto al
placebo presentaban una tasa anualizada de brotes
menor, una tasa mayor de pacientes libres de bro-
tes, un menor riesgo de progresion sostenida du-
rante 3 meses de la discapacidad y una reduccion
significativa del nimero de lesiones en RMN. Los
efectos adversos fueron mas frecuentes en el gru-
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po de tratamiento con cladribina, incluyendo linfo-
citopenia y herpes zoster.

> A placebo-controlled trial of oral fingolimod
in relapsing multiple sclerosis
Kappos L, Radue EW, O’Connor P, Polman C, Hohl-
feld R, Calabresi P, Selmaj K, Agoropoulou C, Leyk M,
Zhang-Auberson L, Burtin P; FREEDOMS Study Group.
New England Journal of Medicine 2010 February; 362
(5): 387-401.

Se presentan los datos de un ensayo clinico doble
ciego, randomizado a 24 meses en pacientes con
EM recurrente remitente con actividad clinica que
recibieron fingolimod oral (0,5 mg o 1,25 mg) o
placebo. El objetivo primario fue la tasa anual de
brotes y el secundario el tiempo para la progresion
de la discapacidad. 1.033 de los 1.272 pacientes in-
cluidos completaron el estudio. La tasa de brotes
anualizada fue de 0,18 con 0,5 mg de fingolimod,
0,16 con 1,25 mg y 0,4 con placebo. Ambas dosis
de fingolimod redujeron el riesgo de progresion de
la discapacidad a los 24 meses respecto a placebo
(17,7%, 16,6% y 24,1%, respectivamente). Los
parametros de RMN resultaron mejores en ambos
grupos de tratamiento. Las causas de abandono
del estudio y los efectos adversos debidos al fin-
golimod incluyeron bradicardia y bloqueo A-V al
iniciar el tratamiento, edema macular, elevacion de
encimas hepaticas e hipertension leve. Compara-
do con placebo, el tratamiento con fingolimod en
ambas dosis mejora la tasa de brotes y reduce el
riesgo de progresion de la discapacidad y los resul-
tados de RMN.



AGENDA

JUNIO

> The 14th International Congress of Parkinson’s
Disease and Movement Disorders
Ciudad: Buenos Aires (Argentina).
Fecha: 13-17 junio, 2010.
Mais informacidn: http://www.movementdisorders.
org/congress/congress10

> 20th Meeting of the European Neurological Society
Ciudad: Berlin (Alemania).
Fecha: 19-23 junio 2010.
Mais informacidn: http://www.congrex.ch/ens2010

> 14th International Aphasia Rehabilitation Conference
Ciudad: Montreal (Canadd).
Fecha: 27-29 junio 2010.
Mais informacidn: http://www.iarc2010.org

> Basal Ganglia Speech Disorders and Deep Brain
Stimulation
Ciudad: Aix-en-Provence (Francia).
Fecha: 29 junio - 1 julio 2010.
Mais informacidn: http://aune.lpl.univ-aix.fr/~dbs-
speech-symposium2010

JuLIO

> Tth FENS Forum of European Neuroscience
Ciudad: Amsterdam (Paises Bajos).
Fecha: 3-7 julio 2010.
Mais informacidn: http://fens2010.neurosciences.
asso.fr

> 3rd Annual MDS European Section Summer School
for Young Neurologists
Ciudad: Nijmegen (Paises Bajos).
Fecha: 9-11 julio 2010.
Mais informacidn: http://www.movementdisorders.
org/regional_sections/es/summer_school/2010

> Alzheimer’s Association International Conference
on Alzheimer’s Disease 2010 (ICAD)
Ciudad: Honolulu, Hawaii (USA).
Fecha: 10-15 julio 2010.
Mais informacidn: http://www.alz.org/icad/

> Xll International Congress on Neuromuscular
Diseases 2010
Ciudad: Népoles (Italia).
Fecha: 17-22 julio 2010.
Mais informacidn: http://www.icnmd2010naples.org

> 20th Annual Course - A Comprehensive
Review of Movement Disorders for the
Clinical Practitioner
Ciudad: Aspen (USA)
Fecha: 26-29 julio 2010.
Mais informacidn: http://www.columbiacme.org/bro-
chures/fileQHRGU.pdf

AGOSTO

> 6° Congreso Latinoamericano de Epilepsia
Ciudad: Cartagena de Indias (Colombia).
Fecha: 1-4 agosto 2010.
Mais informacidn: http://www.revneurol.com/img/
eventos/349_Programa%?20Definitivo%206%20cong
reso%201at%20epilepsia.pdf

> 12th European Congress on Epilepsy
and Society
Ciudad: Porto (Portugal).
Fecha: 25-27 agosto 2010.
Mais informacién: http://www.epilepsyandsociety.
org

> 23rd European College of Neuropsychopharmacology
(ECNP) Congress
Ciudad: Amsterdam (Paises Bajos).
Fecha: 28 agosto - 1 septiembre 2010.
Mais informacidn: http://www.ecnp.eu/emc.
asp?pageld=332

SEPTIEMBRE

> Tissue Engineering & Regenerative Medicine
International Society TERMIS AP 2010
Ciudad: Sydney (Australia).
Fecha: 15-17 septiembre 2010.
Mais informacidn: http://www.termis.org/ap2010

> The 14th Congress of the European Federation
of Neurological Societies (EFNS 2010)
Ciudad: Génova (Suiza).
Fecha: 25-28 septiembre 2010.
Mais informacion: http://www.kenes.com/efns2010

> The 23rd Scientific Meeting of the International
Society of Hypertension
Ciudad: Vancouver (Canada).
Fecha: 26-30 septiembre 2010.
Mais informacidn: http://www.vancouverhyperten-
sion2010.com
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> World Parkinson Congress 2010
Ciudad: Glasgow (Reino Unido).
Fecha: 28 septiembre - 1 octubre 2010.
Mais informacidn: http://www.worldpdcongress.org

> 20th Alzheimer Europe Conference
Ciudad: Luxemburgo (Luxemburgo).
Fecha: 30 septiembre - 2 octubre 2010.
Mais informacidn: http://www.alzheimer-europe.
org/Conferences/Luxembourg-2010

OCTUBRE

> Brain, Blood and Iron: Joint International Symposium
on Neuroacanthocytosis and Neurodegeneration with
Brain Iron Accumulation
Ciudad: Bethesda (USA).
Fecha: 1-2 octubre 2010.
Mais informacidn: http://www.checkorphan.org/grid/
event/brain-blood-and-iron-joint-international-sym-
posium-on-neuroacanthocytosis-and-neurodegenera-
tion-with-brain-iron-accumulation

> The 7th World Stroke Congress
Ciudad: Seul (Corea del Sur).
Fecha: 13-16 octubre 2010.
Mais informacidn: http://www2.kenes.com/Stroke/
Pages/Home.aspx
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> International Danube Symposium for Neurological
Sciences and Continuing Education
Ciudad: Zagreb (Croacia).
Fecha: 21-24 octubre 2010.
Mais informacién: http://www.docguide.
com/crc.nsf/congresses/C65A1E-
DEE3E004A28525764D003B0F58

> 10° Congreso bianual de Neuroinmunologia
de la Sociedad Internacional
de Neuroinmunologia
Ciudad: Sitges, Barcelona (Espaiia).
Fecha: 26-30 octubre 2010.
Mais informacién: http://www.isni2010.org

> The 4th World Congress on Controversies
in Neurology (CONy)
Ciudad: Barcelona (Espaiia).
Fecha: 28-31 octubre 2010.
Mais informacién: http://comtecmed.com/
cony/2010

> New Therapies for Advanced Parkinson’s
Disease
Ciudad: Durham (USA).
Fecha: 29 octubre 2010.
Mis informacién: http://www.movementdisorders.
org/education
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