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Marcadors clinics i genétics de resposta a l’interfero beta

l. INTRODUCCIO



I.1. Introduccio a ’esclerosi multiple

L’esclerosi multiple (EM) és la primera causa de discapacitat d’origen
no traumatic a la poblaci6 adulta jove del mén occidental, amb un pic
d’incidéencia a la tercera década de vida. Aproximadament un 70% dels
pacients debuten entre els 20 i 40 anys; aixi doncs, es pot entendre facilment
el gran impacte que produeix sobre la vida professional, familiar i social dels
afectats, aixi com ’enorme cost economic i social que genera." Si bé la
prevalenca global de 'EM és el doble a la poblacié femenina, a les formes
d’inici progressiu, amb debut més tarda (al voltant dels 50 anys), la
prevalenca entre sexes practicament s’iguala.’

Classicament, els estudis d’epidemiologia descriptiva realitzats a
Espanya mostraven taxes de prevalenca de 50 casos/100.000 habitants i
d’incidencia de 3 nous casos/100.000 habitants/any, situant a ’estat espanyol
a la franja de “risc mig” pel desenvolupament de la malaltia.’

Els estudis publicats a la darrera decada mostren que aquesta xifra és superior
amb taxes de prevalenca mitja entre 70-80 pacients/100.000 habitants i
d’incidencia entre 4-5 casos nous/100.000 habitants/any, reflectint
probablement un millor diagnostic de l’enfermetat més que un augment real
de U EM.?

L’expressio clinica més comuU de la malaltia és la que segueix un curs
Remitent Recurrent (80-85%), sent els simptomes clinics més habituals els
sensitius (40%) i visuals (35%), seguits dels motors (20%), tronc cerebral (16%),
cerebel-losos (15 %) i vesicals (4%). Durant la seva evolucié les remissions
tendeixen a ser menys constants i unes dues terceres parts dels pacients
passen a una forma progressiva amb o sense brots intercurrents (fase
Secundaria Progressiva) amb un empitjorament gradual de la seva
discapacitat. El temps en que es produira aquesta progressio varia
ampliament, tot i que la mitja es troba entre uns 10-15 anys segons diverses

séries. > En canvi, existeix un petit nombre de pacients que romandran
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assimptomatics durant diversos anys després del primer brot (EM Benigna) i un
altre petit percentatge (<10%) que desenvoluparan una discapacitat
progressiva des de ’inici de la malaltia sense recaigudes ni remissions (forma
Primaria Progressiva).

(Veure Figura 1)

PRECLINICA

N =

_esiones activas

10-15 0 5-15 30-40 afios
Tase inflamatoria TFaseI+D Tase degenerativa
Figura 1

Donada la gran variabilitat de la progressio de la discapacitat entre els
pacients d’EM, molts estudis d’historia natural han buscat aquells factors
predictius que ens permetin seleccionar els pacients amb pitjor pronostic

evolutiu a curt plag, per tal d’iniciar un tractament més precoc i agressiu.



S’han identificat com a variables cliniques predictores de major temps
a Uinici d’una discapacitat irreversible: sexe femeni, menor edat d’inici, curs
en brots (RR), absencia de seqiel.les després del primer brot, clinica de debut
en forma de neuritis optica, absencia d’afectacio de la via piramidal, menor
nombre de brots en els primers anys de malaltia i un major interval entre el
primer i el segon brot ©.

Tanmateix, pel subgrup de pacients amb curs progressiu o bé per
aquells amb forma d’inici en brots que han arribat a una puntuacio de 4.0
(dificultat per caminar de forma il.limitada) a l’escala de discapacitat
modificada de Kurtzke (EDSS) ’ aquestes variables no es mantenen. Aixo
recolzaria la visio global de ’EM com una malaltia amb dues fases que
mostrava la Figura 1: una fase inflamatoria inicial de durada variable,
influenciada per les variables cliniques i una segona fase degenerativa amb
acumul progressiu de discapacitat, independent de les variables cliniques i de
I’activitat inflamatoria de la malaltia (brots).

L’objectiu del diagnostic és evidenciar I’existencia de dues o més
lesions a la substancia blanca del sistema nervios central separades
topograficament i que hagin estat separades en el temps. Als anys 80-90 la
clinica sugestiva (almenys dos episodis) junt amb el LCR, els potencials
evocats multimodals i la Ressonancia Magnetica Cerebral (RM) eren necessaris
pel diagnostic d’EM, segons els primers criteris de Poser °
Des de ’any 2001 gracies al gran avenc de les técniques de RM el pacient es
pot diagnosticar amb un sol episodi clinic, sempre que es demostri per imatge
la disseminaci6 espacial i temporal, segons els criteris de McDonald ' . Els
darrers criteris proposats enguany pel grup europeu MAGNIMS "' permeten el
diagnostic de la malaltia amb un sol episodi i en molts casos, amb una sola RM
(o en dues si no hi ha lesions captants de gadol.lini).

Tot i la gran ajuda d’aquests criteris, cada cop més senzills, el diagnostic
d’EM continua sent dificil i precisa de ’exclusié d’altres entitats que es poden
presentar amb caracteristiques cliniques similars i de ’expertesa del

neuroleg.
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1.2. Patogenia de la esclerosi multiple

L’esclerosi multiple (EM) és una malaltia cronica, autoinmune i
desmielinitzant del sistema nervios central (SNC) d’etiologia desconeguda.
Probablement una certa predisposicio genética individual en confluéncia amb
un agent extern desconegut (toxic, viral...) condicionen una resposta
autoinmune mediada per limfocits T autoreactius vers antigens com la
proteina basica de la mielina (MBP) y la glicoproteina mielinica
oligodendrocitaria (MOG)."

La Figura 2 representa esquematicament els punts més destacables de
la patogenia de la malaltia.'>"

La lesi6 aguda d’EM es caracteritza per la infiltracié multifocal
perivenular de la substancia blanca del SNC per limfocits i monocits-
macrofags, que generen una destruccio de la mielina i dels oligodendrocits.
Classicament, es pensava que aquesta desmielinitzacio era la Unica
responsable de la degeneraci6 axonal posterior; en els darrers deu anys
multiples estudis han demostrat que el dany axonal és ja present a fases
inicials de la malaltia.™"

El procés inmunopatogenic de la malaltia s’inicia quan les cél.lules T
autoreactives son capaces d’escapar al procés de tolerancia central timica,
préviament activades per exposicié a antigens endogens o exogens '°.
Aquestes cél.lules precisen passar la barrera hematoencefalica (BHE) per tal
de produir la resposta citotoxica local: aquesta migracio transendotelial
estara mediada per molecules d’adhesio. Inicialment s’estableix una primera
unioé debil i reversible del limfocit T a la celula endotelial (“tethering”) a
través de selectines i ligandos, que disminueix la velocitat de pas del limfocit,
favorint la unié irreversible a ’endoteli mitjancant les integrines que

s’expressen a la superficie limfocitaria >3,
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Un cop els limfocits activats han pogut accedir al SNC la secrecié de
citoquines proinflamatories augmenta ’expressié de molécules del CMH tipus
Il als macrofags i microglia, que actuaran com a cél.lules presentadores
d’antigen. La unié del receptor del limfocit T als antigens mielinics provocara
la seva reactivacio i la de les cél.lules T naive (CD4"'CD45°RA"), amb |’aparicio
local de les subpoblacions limfocitaries T Helper efectores i T Helper memoria
central (CD4'CD45'R0O"). La comunicacio bidireccional entre cél.lules del
sistema inmune i residents al SNC potenciara les citoquines que generaran
ones de reclutament cel.lular adicional responsables de mantenir el procés
inflamatori local. Aquesta produccié de citoquines locals és un procés dinamic
que varia durant el curs de la malaltia i que disposa dels seus propis
mecanismes de regulacié negativa, establint-se un equilibri entre les
citoquines inflamatories com I’ INF-gamma, TNF-a y B, IL-2 e IL-1 (patr6 Th1)
i antiinflamatories, com el TGF-B, IL-4 e IL-5 (patr6 Th2), el que ens portaria
al concepte de “balanc Th1/Th2”. D’aquesta manera les célules Th1CD4"
especifiques serien les responsables de desencadenar i amplificar la resposta
inflamatoria, mentre que el perfil Th2 estaria implicat a la remissié de la
malaltia, alliberant citoquines antiinflamatories i factors neurotrofics com el
BDNF "', Multiples estudis experimentals han demostrat que el BDNF
afavoreix la preservacié axonal gracies al transport antepregat, estimula la
proliferacio i remielinitzacié de ’oligodendrocit, disminueix I’expressio de les

molécules del CMH tipus Il, augmentant la supervivéncia neuronal """,
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1.3. Tractament de [’esclerosi multiple

El major coneixement de la patogénia de la malaltia ha permeés en els
darrers vint anys el desenvolupament dels farmacs que disposem actualment
per tractar ’EM. La majoria actuen a diversos nivells de la cascada
inmunologica i han demostrat gran efectivitat a la fase inflamatoria de la

malaltia i molt discreta a la progressio de la discapacitat.
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Actualment disposem de cinc tipus de farmacs aprovats per ’EM:
I’interferd beta (INF-B; Betaferon®, Rebif®, Avonex®), I’ acetat de glatiramer
o copolimer (Copaxone®), |’azatioprina, el natalizumab (Tysabri ®) i la
mitoxantrona (Novantrone ®).

L’ interferd beta ha demostrat una reduccié de la taxa de brots i la
disminucid de la carrega lesional a T2 a la RM en pacients amb EMRR
(recomenacid tipus A) a diversos estudis de classe | 2222, No obstant, el seu
efecte a retrassar la progressio de la discapacitat no esta clara i varia segons
estudis; I’ INF-B-1a sc a dosis de 44 pg (Rebif ®) fou capac de reduir de forma
significativa la proporcio de pacients amb progressio confirmada versus
placebo (39% en front al 50%) perd amb efecte molt discret ?*. Pel que fa a
les formes secundariament progressives (EMSP) I’ INF-B8 1b i INF-B 1a sc a altes
dosis han demostrat la seva eficacia per aquelles formes amb persisténcia
d’activitat inflamatoria (brots clinics o activitat a la RM) 2> %%, Totes les
formes d’interfero beta han demostrat també amb estudis de classe | la seva
capacitat de retrassar el diagnostic d’EM (EMCD) amb el tractament precoc de
la sindrome clinica aillada (SCA) amb alt risc de conversié detectat per RM *
27

L’acetat de glatiramer (Copaxone®), una barreja estandaritzada de
polipeptids sintetics és eficac a la reduccio de la taxa de brots a ’EMRR
(recomenacio tipus A), pero no ha demostrat capacitat de retrassar la
discapacitat ni la seva efectivitat a les formes progressives 22?°. Recentment,
s’ha aprovat la seva utilitzacié a la SCA amb alt risc de conversié després d’un
estudi classe | *°.

L’azatioprina, un farmac inmunosupressor analeg al nucleosid 6-
mercaptopurina, és possible que sigui capac de reduir la taxa de brots
(recomenacio tipus C), mentre que el seu efecte a retrassar la progressio de

la discapacitat a ’EM no ha estat demostrat (grau U). Es considera una
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alternativa al tractament per ’EMRR quan no es tolera U'interferd o l’acetat
de glatiramer i esta aprovat el seu Us a ’EMSP amb brots. No obstant
manquen estudis de fase A per augmentar el grau de recomenacié *'*2.

El natalizumab (Tysabri ®), és l’unic anticos monoclonal autoritzat a
’actualitat pel tractament de UEM, que actua bloquejant |’ a4-integrina,
limitant la migracio6 dels limfocits i monocits al SNC a través de la BHE. La seva
eficacia a la reduccio de la taxa de brots (70%), de I'activitat inflamatoria a la
RM (>80%) i a frenar I'evoluci6 a la discapacitat mantinguda als dos anys s’ha
demostrat a dos estudis de classe I, un amb monoterapia **i ’altra en

combinacié amb INF-B 1a im setmanal **

, que va haver de ser interromput per
|’aparicio de casos aillats de leucoencefalopatia multifocal progressiva (LMP).
Per aquest motiu, a l’actualitat, esta restringit el seu Us per aquells pacients
amb manca de resposta als tractaments de primera linia 0 com a primera
opci6 en aquelles formes d’EMRR greu d’evolucid rapida.

La mitoxantrona, derivat antraciclinic amb efecte inmunosupressor, ha
mostrat certa eficacia a les formes “greus” d’EMRR i d’EMSP a un estudi de
classe 11l *. Una revisié de I’any 2005 de tots els assaigs doble cec i controlats
amb placebo, va concloure que el farmac era moderadament eficac pel
control de la progressié de la discapacitat a curt termini *. De totes maneres,
la seva toxicitat cardiologica i el risc de desenvolupar processos leucemics a
mig plac, limiten el seu Us, quedant restringit a ’actualitat com a farmac de
segona linia, per aquells pacients que no hagin tolerat o tingut resposta al
natalizumab.

Les multiples alternatives terapeutiques i I’analisi del seu perfil de
benefici/seguretat han fet que diferents societats cientifiques s’estiguin
posicionant per tal de trobar el millor perfil d’”escalada terapeutica”. A la
figura 3 es pot veure ’algoritme proposat per la Societat Espanyola de

Neurologia a finals del 2009.

15



Algoritmo de escalado terapéutico
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Actualment, nous farmacs com el fingolimod, claridibina, laquinimod
(orals) i nous anticossos monoclonals (rituximab, alentuzumab) estan en fase
avancada d’estudi (classe |) per tal de demostrar la seva eficacia i optimitzar
les alternatives terapeutiques actuals en front una malaltia que acaba

produint una discapacitat irreversible a una poblacié molt jove.
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|.4. Marcadors de resposta clinica a ’ interfero beta

Des de Uinici de la utilitzacio dels interferons a mitjans dels anys 90,
multiples autors han analitzat quins son els factors de resposta clinica que
podrien ajudar-nos a detectar de forma preco¢ aquells pacients amb resposta
suboptima; [’aparicié de nous tractaments amb millor eficacia pero pitjor
perfil de seguretat com el natalizumab (Tysabri ©®), ha fet urgent la seva
definicio.

Els factors clinics més utilitzats actualment com a marcadors de mala
resposta al tractament son: persisténcia de brots o empitjorament de la
discapacitat a I’EDSS el primer any de tractament, preséncia d’anticossos
neutralitzants, aparicié de noves lesions captants de gadol.lini o augment
carrega lesional a T2 a la RM de control ¥, Tot i que en els darrers cinc anys
altres marcadors com les bandes oligoclonals IGM *' o les proteines 14.3.3 i

Tay 24

en LCR han demostrat el seu valor pronostic, la necessitat de fer
puncions lumbars i la complexitat técnica fan que no s’apliquin a la practica

clinica habitual.

1.5 ApoE i esclerosi multiple

L’ apolipoproteina E (ApoE) ha estat involucrada a la regeneracié dels
axons i la reparacio de la mielina de les lesions del sistema nervios central
mitjancant la seva contribucio al transport lipidic 4 L’alel e4 de I’ ApoE s’ha

relacionat a un major risc de tenir una deméncia de tipus Alzheimer **, al

46

deteriorament cognitiu associat a ’edat avancada ™ i com a marcador

7

prondstic als traumatismes cranioencefalics ¥ entre altres malalties.
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Els darrers deu anys multiples autors han publicat estudis sobre el valor
de ’alel e4 del gen de I’ApoE com a marcador de susceptibilitat **°, de

50-57’ radiolbgica 58-61 62,63

progressio clinica o de deteriorament cognitiu en
pacients amb esclerosis multiple, amb resultats contradictoris, que no han
permeés arribar a cap correlacio ferma.

Per altra banda, un cert efecte protector s’ha inferit a 'alel e2 a
algunes publicacions *® **®* de manera poc consistent i algunes vegades
Unicament associat al sexe femeni **.

L’efecte d’aquest marcador genétic a la resposta terapéutica de I’ INF-
B dels pacients amb esclerosi multiple ha estat estudiat Unicament pel grup

de LanzilloR et al &

, a un estudi obert prospectiu a dos anys, focalitzat
fonamentalment al deteriorament cognitiu i la seva relacio amb dades de
ressonancia magnetica, variables cliniques i ’ApoE, sense trobar cap
associacio positiva.

En aquest aspecte, un dels treballs exposats, intenta analitzar la correlacio
dels alels e4 i e2 del gen ApoE amb els diferents marcadors de resposta clinica
a Uinterfero beta: sobre ’activitat inflamatoria (brots) i sobre el seu efecte a

la discapacitat mantinguda.
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IL. 1. HIPOTESIS

H.1.

L’interferd beta (IFN-B) s’ha utilitzat com a tractament de primera linia a
l’esclerosi multiple els darrers vint anys; multiples estudis multicentrics
randomitzats han demostrat la seva eficacia sobre [’activitat inflamatoria de
la malaltia (reduccié de la taxa de brots sobre el 30% i reduccio6 de les noves
lesions a T2 a la RM) pero només un efecte modest i controvertit sobre la seva
capacitat per retrassar l’acumulaci6 de discapacitat dels pacients a llarg
terme.

Per altra banda, assumint que no tots els pacients responen a |’ IFN-B, no
disposem encara de factors predictius inequivocs que ens permetin preveure
de forma precoc la fallida al tractament.

Actualment estudis controlats amb placebo no es podrien justificar eticament,
motiu pel qual els estudis observacionals i la seva comparacié amb cohorts
historiques no tractades ens han de permetre obtenir dades de seguretat,
tolerabilitat i eficacia a llarg terme dels farmacs inmunomoduladors, aixi com

determinar els factors pronostics de resposta al tractament.

H.2.

Sobre un 43-65% dels pacients amb EM desenvoluparan un deteriorament
cognitiu de tipus subcortical al llarg de la seva evolucid, afectant la seva vida
diaria tant com la discapacitat fisica. L’atencid, la velocitat de processament,
la memoria i les funcions executives son les arees més afectades. Alguns
estudis han associat aquest deteriorament a ’atrofia cerebral i a la carrega

lesional a la RM, pero la seva etiologia és encara desconeguda.
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El polimorfisme ApoE-4 s’ha relacionat amb un elevat risc de desenvolupar
Malaltia d’Alzheimer o deteriorament cognitiu associat a ’edat;
paral.lelament, alguns autors han implicat aquest polimorfisme amb el
deteriorament cognitiu que es produeix a I’EM, amb resultats inconsistents.
L’estudi neuropsicologic d’una cohort de pacients amb EM tractats amb el
mateix inmunomodulador i la seva comparacié amb una cohort de subjectes
sans ens ha de permetre confirmar el deteriorament i la seva relacio amb les

variables cliniques de la malaltia i la preséncia de ’alel ApoE-4.

H.3.

Multiples autors han publicat estudis sobre el valor dels alels e4 i e2 de I’ApoE
com a marcadors de susceptibilitat i de progressié clinico-radiologica en
pacients amb EM, amb resultats contradictoris. No obstant, |’efecte d’aquest
marcador genetic sobre la resposta al tractament inmunomodulador no
disposa d’estudis a llarg terme.

El nostre treball analitza la correlaci6 dels alels e4 i e2 del gen ApoE amb els
diferents marcadors de resposta clinica a l’interfero beta-1b en una série de
95 pacients amb un seguiment de quasi cinc anys: sobre [’activitat
inflamatoria (brots) i sobre el seu efecte a la discapacitat mantinguda

(mesurat mitjancant l’escala de ’EDSS).
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11.2. OBJECTIUS

O1.

O1.a. Comprovar U'eficacia de I’ IFN-B1b a retrassar la progressio de la
discapacitat dels pacients amb EMRR a la practica clinica diaria, mitjancant la

comparacio amb una cohort historica de pacients no tractats.

O1.b. Determinar quines variables cliniques ens permeten preveure la resposta
dels pacients amb EM al tractament inmunomodulador d’una forma precoc:

factors clinics pronostics de la malaltia.

02.
02.a. Comparar el grau de detereriorament cognitiu entre una cohort de 50
pacients amb EMRR amb discapacitat moderada i una cohort de 35 subjectes

sans

02.b. Determinar [’associacio entre ’alel ApoE-4 i el deteriorament cognitiu a
la cohort de pacients amb EMRR tractats amb IFN-81b

02.c. Correlacionar el grau de deteriorament cognitiu amb les diferents

variables cliniques de la malaltia (edat d’inici, taxa de brots, grau de

discapacitat)
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03.
03.a. Confirmar la presencia de [’alel ApoE-4 com un factor de mala resposta
al tractament amb interferd beta-1b en una cohort de 95 pacients amb EMRR

(brots i discapacitat mantinguda)
03.b. Confirmar la preséncia de l’alel ApoE-2 com un factor protector o de

bona resposta terapeutica a ’interferd beta-1b en una cohort de 95 pacients

amb EMRR (brots i discapacitat mantinguda)
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IIl. PACIENTS | METODES
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II1. 1. PACIENTS

Ill.1.1.Pacients i variables cliniques

El Disseny del nostre estudi és longitudinal i prospectiu: es varen
incloure tots els pacients (n=115) de la Unitat d’Esclerosi Multiple de
’Hospital de Bellvitge (L’Hospitalet del Llobregat, Barcelona) amb el
diagnostic d’EMRR que iniciaven tractament inmunomodulador (veure taula )
amb IFN-B1b via subcutania cada 48 hores des de l’octubre de ’any 1995 fins
el setembre del 2006, registrats a la base de dades EDMUS®® (European
Multiple Sclerosis Database) del centre.

Tots els pacients complien criteris d’EM clinicament definida, tenien
una forma activa de la malaltia abans d’iniciar el tractament (dos brots en els
darrers tres anys) i es controlaven clinicament cada sis mesos i sempre que
presentaven un episodi clinic de la malaltia, en un periode maxim de set

dies.

Taula I. Criteris per Uinici del tractament inmunomodulador del Consell

Assessor de [’esclerosi multiple de ’Institut Catala de la Salut (1995)

- Esclerosis multiple en forma Remitent- Recurrent

- Evolucié minima d’un any de la malaltia

- Pacients ambulatoris, capacos de caminar sense ajuda un minim de 100
metres (EDSS entre 0-5.5)

- Presencia d’un minim de dos brots en els darrers dos anys
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Seguint els parametres del Consell Assessor de U’Institut Catala de la
Salut (ICS) UIFN-B fou retirat o substituit per un altre farmac
inmunomodulador si presentaven més de tres brots en un any de tractament o
un empitjorament d’almenys dos punts a l’escala de discapacitat de UEDSS,
no relacionat amb els brots. Tots els pacients donaren el seu consentiment
per escrit (aprovat pel CEIC de I’Hospital), sense retirades durant el
seguiment.

Es varen registrar:

1- Variables clinico-demografiques generals:
- Edat d’inici de UEM

- Sexe

- Anys d’evolucio de la malaltia

- Temps de seguiment

2- Variables basals abans d’iniciar el tractament amb IFN-B:
- Taxa de brots anual prévia a l’inici del tractament

- Brots en els primers dos anys de malaltia

- Nombre de brots totals fins Uinici del tractament

- EDSS basal

- Presencia de seqiel.les del primer brot

3- Variables cliniques de la malaltia durant el tractament:
Data d’inici de I’ IFN-B
Preséncia o no de brots
Data del primer brot
Puntuacio de I’EDSS a cada visita
Data de progressio a EMSP
Data d’abandonament i/o canvi de tractament (si s’esqueia)

Motius del canvi de tractament
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Posteriorment es varen determinar els marcadors de resposta a I’ IFN-B1b
segons:
Taxa de brots anualitzada
Temps de progressio d’un punt a ’EDSS (mantingut durant almenys sis
mesos consecutius)
Temps fins a tenir una discapacitat moderada (EDSS=3) i severa
(EDSS=6)
index de progressi6 (definit com la puntuaci6 de I’EDSS dividit pels anys
d’evolucio de la malaltia)
Temps d’evolucio a fase secundaria progressiva

Percentatge d’abandonament de I’ IFN-B1b

IIL. 2. METODES

lll.2.1. Valoracio de ’efecte de I’ IFN-B1b sobre la discapacitat

progressiva

Per tal d’analitzar ’efecte de IFN-B1b a la progressio de la
discapacitat, es va seleccionar una cohort historica de pacients no tractats,
seguida prospectivament cada sis mesos a la mateixa Unitat d’Esclerosi
Multiple (Hospital de Bellvitge). La cohort incloia 44 pacients amb EMRR
clinicament definida, que havien presentat un minim de dos brots en els
darrrers dos anys i un EDSS inicial < 5.5. Les seves dades estaven registrades a
la base de dades EDMUS i complien els mateixos criteris que la cohort
tractada amb IFN-B1b. Aquesta cohort historica estava formada per aquells
pacients d’EMRR registrats abans de l’any 1995, en qué fou aprovat el primer
interfero al nostre pais, mentre esperaven iniciar el tractament

inmunomodulador.
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Il.2.2. Valoracio Neuropsicologica

De la cohort principal es va fer un estudi neuropsicologic complert de
50 pacients amb EMRR que es va comparar amb els resultats de 35 controls
sans; els controls es seleccionaren dels familiars o amics dels pacients que
acceptaven participar a Uestudi i es va fer un ”group matching” per obtenir
distribucions comparables en quan a sexe, edat i nivell educacional.

L’estudi neuropsicologic es va realitzar durant les visites rutinaries, en
una Unica sessio de 45 minuts, per la mateixa neuropsicologa, excepte quan
els pacients estaven en brot o havien estat tractats amb corticoides el darrer
mes; en aquest cas es va postposar |’examen a la seguent visita programada a
la Unitat. Es van excloure aquells pacients que presentaven: discapacitat
motora i/o sensitiva que hagués pogut interferir a la realitzaci6 dels tests,

historia prévia d’abuUs de toxics i/o0 de transtorns psiquiatrics.

Les variables cliniques analitzades foren:
Edat
Sexe
Durada de la malaltia
Nombre de brots
Grau de discapacitat (EDSS)
Edat d’inici de la malaltia

Nivell educatiu (mesurat com a anys d’estudis realitzats)

La bateria neuropsicologica administrada comprenia els seglients test i
funcions: atencio (Barcelona Test), velocitat de processament de la
informacio (SDMT, PASAT 3s, Stroop Test), fluencia verbal (llistes de paraules
en un minut), memoria (Barcelona Test), resolucio de problemes (WCST,

WAIS) i el grau de depressio (Beck Depression Inventory).
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Posteriorment els pacients es varen dividir en tres grups diferents, en base als

resultats dels tests i la bibliografia sobre el tema °’:

No deteriorament cognitiu (0-2 subtests alterats)
Deteriorament cognitiu lleu (3-5 subtests alterats)

Deteriorament cognitiu moderat (més de 5 subtests alterats).

Il1.2.3. Estudi genétic

Les mostres de sang es varen obtenir durant els controls de laboratori
habituals dels pacients, previa signatura del consentiment informat, a 95 dels
115 pacients tractats amb IFNB de la serie. No hi va haver retirades de
consentiment durant el seguiment.

El processament de les mostres i |’obtencié dels seus productes, aixi
com la seva analisi mitjancant sondes/marcadors geneétics es va realitzar amb
l’ajuda i col.laboracié del Servei de Bioquimica de l’Hospital de Bellvitge,

especialment amb la col.laboraci6 del Dr. Pedro Alia.

El metode utilitzat es descriu a continuacio:

- Extraccio del DNA amb els kits comercials estandard

- Conservacio a -20° als congeladors del departament de Bioquimica

- Amplificacié del DNA mitjancant PCR (reaccio de cadena polimerasa)
obtenint una seqiiencia de 244 nucleotids (que incloien els codons 112 i 158)
- Digestio dels nucleotids amb l’enzim de restriccio Cfol per distingir els alels

e2, e3 i e4 del gen ApoE.
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111.2.4. Analisi Estadistica

Inicialment es va fer una analisi descriptiva, amb mesures de tendéncia
central (mitja i mitjana) i de dispersio (desviacié estandard, rang interquartil)
segons normalitat (Test de Kolmogorov-Smirnov test).

Per les variables quantitatives es va utilitzar el test T de Student o de U
Mann -Whitney segons va ser necessari. El test de Xi-quadrat es va utilitzar
per comparacions de variables qualitatives o el test de Fisher segons criteris.
El Test de Kaplan-Meier es va utilitzar per analitzar les variables quantitatives
segons el temps i l’Analisi de Regressio lineal per correlacionar les diferents
variables cliniques i els marcadors de resposta al tractament. Si no existien
interaccions i les covariables eren estadisticament significatives es
consideraren pel model final.

El p-valor de 0.05 fou considerat com a significatiu.

L’analisi estadistica es va fer amb el paquet estadistic SPSS 15.0 per
Windows (SPSS Inc., 2006), amb la col.laboracid del Servei de Medicina

Preventiva de l’Hospital de Bellvitge, especialment de la Dra. Cristina Masuet.

I1.2.5. Aspectes etics

Aquest treball esta inclos al projecte d’investigacio n® 62/01 titulat
“Implicacions genetiques de ’Esclerosi Multiple” que fou aprovat pel CEIC de
l’Hospital de Bellvitge el 30/09/2003. A ’annex | s’adjunta el certificat
d’aprovacio i el document d’informacio al pacient amb el model de

consentiment informat aprovat per U'estudi (versio 01.08.03).
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Marcadors clinics i genétics de resposta a l’interfero beta

IV. RESULTATS
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TREBALL 1.

0. Carmona, V. Casado, E. Moral, L. Alonso-Magdalena, A. Martinez-
Yélamos, S. Martinez-Yélamos, G. Martin-Ozaeta, T. Arbizu.

Interferon Beta-1b in Multiple Sclerosis: Effect on Progression of Disability
and Clinical Markers of Treatment Response.

Eur Neurol 2008: 60 (6): 279-284.

Aquest primer treball avalua U’efecte de I’ IFN-B1b en condicions de practica
clinica habitual en una serie de 115 pacients amb EMRR i demostra la seva
eficacia a retrassar la progressio de la discapacitat de la malaltia a llarg plac

mitjancant la comparacié amb una cohort historica de 44 pacients no tractats.
La meva participacié al treball va ser el seguiment clinic dels pacients,
creacio de la base de dades i la seva explotacid. Aixi mateix vaig redactar

l’article amb [’ajuda dels Drs. Txomin Arbizu i Sergio Martinez-Yélamos.

Aquest treball va ser presentat com a comunicacio oral a la LIV Reunio de la

Societat Espanyola de Neurologia, a |’any 2002
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IV. 1. RESULTATS

IV.1.1 Caracteristiques basals del pacients i estudi descriptiu

La cohort tractada amb IFN-B1b consistia en 115 pacients amb EMRR seguits
de forma prospectiva i de 44 pacients de la cohort historica.

La mitja de seguiment dels pacients tractats era de 4.6 anys (rang: 0.5-7.1
anys) i la mitjana fou de 5.58 anys. La mitjana de ’EDSS basal era 2.5 la
mitja de brots d’1.6 a ’any previ a Uinici del tractament inmunomodulador.
Les caracteristiques basals i demografiques d’ambdues cohorts es mostren a la

taula seguent:

Taula ll. Caracteristiques demografiques basals del grup de pacients tractats

amb interferd beta-1b i del grup de la cohort historica no tractada

Interferé beta-1b Cohort historica P

Sexe:

Homes (%) 33% 28% 0.46
Dones (%) 67% 72%

Edat inici (mitja) 27.7 33.6 0.04
Mitja seguiment (anys) 4.8 1.8 0.00
Taxa brots 2 anys previs 3.2 3.4 0.43
EDSS basal (mitja) 2.5 2.7 0.38
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Al final del seguiment, el 70% (80/115) dels pacients de la cohort tractada
seguien amb el mateix tractament amb bona tolerancia i eficacia sostinguda.
Només el 8.7% (10/115) havien canviat a un altre tractament
inmunomodulador per ineficacia (segons els criteris descrits préviament, del
comite assesor pel tractament de ’EM de U’ICS).

ELl 74% (85/115) d’aquesta cohort havien experimentat una reduccio superior
al 50% de la seva taxa de brots prévia i només el 26% (30/115) havien
presentat una resposta suboptima al tractament amb IFN-B81b . Cal remarcar
que 25 pacients (21.7%) restaren lliures de brots durant el seguiment.
Unicament set pacients (6%) compliren criteris per SPMS durant aquest
periode.

La mitja anualitzada de brots de la cohort tractada fou de 0.70 brots/any.

IV.1.2 Analisi dels pacients que abandonaren el tractament amb IFNB

El 30% dels pacients (35/115) abandonaren el tractament amb IFN-81b durant
el seguiment, tot i que la gran majoria (28/35) manteniren el seguiment clinic
a la Unitat d’Esclerosi Multiple de Bellvitge. Només set pacients (6%) varen
abandonar els controls al nostre centre: cinc per canvi de domicili i

dos varen morir per causes diferents a EM.

Les causes més freqiients d’abandonament del tractament foren: efectes
adversos (n=12), intencié d’embarac (n=4), voluntari (n=2) i ineficacia (n=10).
Els efectes secundaris relacionats amb l’abandonament de I’ IFN-B1b es
mostren a la taula Il

Només un pacient va experimentar un efecte advers greu, que va comportar
hospitalitzacié per hepatitis aguda; inicialment es va pensar que era per
hepatoxicitat del farmac, pero després d’una biopsia hepatica, el diagnostic

fou d’Hepatitis Autoinmune .
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Taula Ill. Efectes adversos relacionats amb [’abandonament del tractament
amb IFN-B1b.

EFECTE ADVERS Nombre de pacients
Astenia 2

Sindrome pseudogripal severa 2

Depressio 3

Reaccid local 3 (dues amb necrosis)
Espasticitat severa 1

Hepatitis Autoinmune 1

Analitzant els pacients que abandonaren el tractament per ineficacia, segons
els criteris del Consell Assessor de U’ICS, tres pacients havien progressat més
de dos punts a UEDSS a [’any previ i la resta de pacients (n=7) havien
presentat més de tres brots en el darrer any.

Si dividim els pacients tractats amb IFN-B1b en dos grups (els que
abandonaren el tractament i els que seguiren amb el mateix farmac) no
observem diferéncies a les seves caracteristiques basals. Aquells pacients que
abandonaren UIFNB per efectes adversos tenien un EDSS similar al final del
seguiment que els que seguien amb el farmac (3.25 vs 2.5, respectivament;
ns).

Obviament, els resultats son diferents en analitzar aquell grup de pacients
que va abandonar U'interfero per ineficacia; el seu EDSS al final del seguiment
era significativament superior als que es varen mantenir amb U’ IFN-B1b (4.5

vs 2.5, respectivament; p<0.01)
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IV.1.3 Analisi del temps fins al primer brot

La mitjana de temps de la cohort tractada amb IFN-B1b (n=115) per presentar
el primer brot després d’iniciar el tractament inmunomodulador foren 375

dies mentre que a la cohort historica fou de 313 dies (p=0.26).

Figura 1.
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La mitja de brots després de dos anys de tractament va disminuir a 1.7 (sent
la mitja de brots basal de 3.2), corresponent a una reduccio6 absoluta del 47%.
L’analisi bivariada no va trobar diferencies significatives entre els pacients en
funcio de si varen presentar un brot precoc o no després de |’instauracio del
tractament, ’edat d’inici de la malaltia, el sexe, les seqiel.les després del

primer brot o la forma de presentacio de UEM.

IV.1.4. Analisi del temps fins a la progressio de la discapacitat

mantinguda

Només el 25% (29/115) dels pacients tractats amb IFN-B1b presentaren una
progressio d’1 o més punts a ’EDSS durant el seguiment de quasi cinc anys.
La mitja del canvi de discapacitat durant el seguiment, mesurada per U’EDSS,
fou de 0.46 punts (95% IC: 0.7-0-2).

La mitjana de UEDSS basal de 2.5 es va mantenir als 24 mesos (101/115
pacients), als 36 m (84/115), als 48 mesos (74/115) i va disminuir
lleugerament a un EDSS 2.25 als 60 mesos (55/115 pacients en seguiment).

Si comparem aquestes dades amb les d’historia natural de ’EM © (considerant
un empitjorament mig de 0.3 punts a ’EDSS anual) només 18 pacients (15.7%)
progressaren més de l’esperat. Podriem dir, en conseqiiéncia, que el 84.3%
(97/115) dels pacients de la cohort tractada varen obtenir benefici del
tractament amb IFN-B1b a la progressié de la discapacitat de la seva malaltia.
A Uanalisi bivariada, no es varen trobar diferencies entre els pacients que
progressaren a la seva discapacitat o els que es varen mantenir estables, en
quan a edat d’inici, sexe, seqiel.les després del primer brot o inici mono o

polisimptomatic.
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IV.1.5. Analisi del temps fins a fase secundaria progressiva

Al final del seguiment, el 6% (7/115) dels pacients havien convertit a fase
secundaria progressiva i la majoria (5/7) havien abandonat el tractament amb
IFN-B1b; dos per efectes adversos, un de forma voluntaria i els altres dos per

manca d’eficacia.

IV.1.6. Marcadors de resposta al tractament amb IFN-81b

La mitja anualitzada de brots als dos anys de seguiment fou de 0.74 en el grup
tractat amb IFN-B1b respecte a 2.2 a la cohort no tractada (p=0.001).

Per altra banda, després de dos anys de seguiment el 32.5% dels pacients
tractats estaven lliure de brots en comparacié amb el 22.7% dels no tractats
(ns).

Es va trobar una correlacié positiva entre el nombre total de brots previ a
l"inici del tractament i el nombre total de brots després de l’inici de I’ IFN-
B1b (Coeficient de correlacié de Pearson= 0.27; p=0.004).

Els pacients que presentaren un brot durant els primers dotze mesos de
tractament amb IFN-B1b tenien un EDSS superior al final del seguiment que
aquells que no varen tenir brots (3.37 vs 2.36, respectivament; p=0.003), tot i
que no hi havia diferencies entre els dos grups a ’EDSS basal (2.61 vs 2.18;
p=0.07).

A més, ’index de progressio abans i després de inici del tractament amb
INFB també fou diferent: 0.03 pels pacients lliures de brots al primer any

versus 0.21 pels pacients amb brot (p=0.024).
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IV.1.7. Analisi Multivariada

L’analisi de les variables disponibles a l’inici de la malaltia va mostrar:

1- Nomeés el nombre de brots els primers dos anys de la malaltia (activitat
inflamatoria inicial del’EM) fou predictor d’un brot precoc després de
l’inici del tractament amb IFN-B81b (ROR: 1.13; p = 0.009)

2- El temps entre el primer i el segon brot de I’EM es va relacionar amb la
progressio precoc d’un punt a ’EDSS (ROR: 1.01; p = 0.026) i amb la
conversio a EMSP (ROR: 1.02; p = 0.028) després de 'inici de I’ IFN-B1b

Quan s’afegiren les variables disponibles a |’inici del tractament, només el
nombre de brots en els primers dos anys de malaltia es relacionava amb un
brot precoc¢ (ROR: 1.15; p=0.004). L’edat d’inici, sexe, debut mono o

polisimptomatic o la presencia de seqtiel.les després del primer brot no es
varen relacionar amb la progressio de la discapacitat després de ’inici del

tractament inmunomodulador.

IV.1.8. Progressio de la discapacitat comparada amb la cohort historica

La cohort tractada amb IFN-B1b (n=115) i la cohort historica (n=44) eren iguals
en quan a sexe, EDSS basal i nombre de brots en els dos anys previs a Uinici
de U'estudi tal com s’ha mostrat a la taula Il. L’edat mitja d’inici de UEM era
inferior a la cohort tractada amb IFN-B1b que la de la cohort historica. El
seguiment mig era inferior a la cohort historica (1.8 versus 4.6 anys,

respectivament; p<0.001).
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A U’analitzar el temps per progressar un punt a ’EDSS s’observaren diferencies
significatives entre ambdues cohorts: 36.94 mesos (cohort historica) comparat
amb 72.94 mesos (cohort amb IFNB), tal com es pot veure a la figura 2;
(p=0.002).

Figure 2. Time to increase 1 EDSS point
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TREBALL 2.
0. Carmona, C. Masuet, O. Santiago, P. Alia, V. Casado, E. Moral, L. Alonso-
Magdalena, T. Arbizu.

Multiple sclerosis and cognitive decline: is ApoE4 a surrogate marker?

Acceptat per la seva publicacioé a la revista « Acta Neurologia Scandinavica »

el 16/11/2010.

Aquest segon treball avalua la presencia de deteriorament cognitiu a una
cohort de 50 pacients amb EMRR tractats amb IFNB, mitjancant la
comparacio amb una cohort de controls sans i analitza si el fet de ser
portador de l'alel ApoE4 és un factor de risc per desenvolupar-lo d’una forma

més precog.

La meva participacié al treball va ser el seguiment clinic dels pacients,

creacio de la base de dades i la seva explotacid. Aixi mateix vaig redactar

l’article amb ’ajuda dels Drs. Txomin Arbizu, Olga Santiago i Cristina Masuet.
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IV.2. RESULTATS

IV.2.1 Caracteristiques basals dels pacients

L’edat mitja dels pacients al moment de l’estudi neuropsicologic fou de
37.08 (SD 8.6) i el 66% (33/50) eren dones.

La mitja d’anys d’escolaritzacié fou de 10.62 anys (DE 3.6).

La mitjana de UEDSS fou de 2.25 (DE 1.6) i la durada mitja de la malaltia de
9.44 anys (SD 7.1).

Els pacients havien rebut tractament amb IFN-B81b durant un temps mig de
3.24 anys (DE 1.34).

Taula IV. Caracteristiques demografiques del grup de pacients i del grup

control que realitzaren [’estudi neuropsicologic

Pacients EM (n=50) Controls (n=35) p
Edat (Mitja +/- SD) 37.08 +/- 8.6 38.34 +/-14.2 0.64
Sexe (Dones) 66 % 65.7% 0.97
Anys educacio (mitja+/- SD) 10.62 +/- 3.6 11.66 +/- 3.7 0.20
EDSS (mitja+/- SD) 2.25+/- 1.6 n-a
Durada EM (mitja+/- SD) 9.44 +/-7.1 n-a
Durada del tractament 3.24 +/-1.34 n-a

(mitja+/- SD)

n-a: no aplicable
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IV.2.2 Comparacio dels estudis neuropsicologics entre els pacients d’EM i

els controls sans

En comparar les valoracions neuropsicologiques dels pacients amb EM i els

controls sans es trobaren diferencies significatives als seglients items :

memoria verbal
aprenentatge

velocitat de processament de la informacio

Inesperadament, les puntuacions als tests de depressié de Beck (BDI) no eren
diferents a ambdos grups: 5.63 (DE 6.84) pels subjectes sans versus 7.98 (DE
5.85) pels pacients d’EM (p=0.094).

A la taula V es descriuen els resultats de tots els subtests aplicats a l’estudi

neuropsicologic segons el grup de pacients tractats i de control sans, i les

seves diferencies.
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Taula V.

Pacients EM

Fluéncia verbal
Animals 60 s
Paraules comencen amb “p” 60 s

Velocitat de processament
Stroop paraules

Stroop colors

Stroop paraula-color

PASAT 3s

Digit symbol test

Control mental
Interferéncia

Atencié

Test de Digits directes

Inversa Test Digits

Resolucié de problemes (WAIS)
WSCT nombre de categories
WSCT respostes correctes
WSCT primer intent categories
WSCT perseveracions

Memoria immediata i diferida
Test aprenentatge 1

Test aprenentatge 2

Test aprenentatge 3

Aprenentatge global

Aprenentatge diferit

Memoria immediata verbal

Memoria diferida

Questions memoria immediata
Questions memoria diferida

Memoria visual
Memoria de reproduccio visual

(n=50)

18.56 (5.8)
12.60 (4.7)

94 (20)
59.46 (14.7)
36.19 (9.7)
35.65 (16.4)
41.68 (12.1)

-82.74 (24.3)

11.10 (2.4)

* T-test (Mitja i desviacidé estandard)
** Mann-Whitney U test (Mitja i rang interquartil)
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Controls
(n=35)

-89.96 (18.7)

5.00 (1)
4.00 (2)
9.42 (2.3)
4.00 (2.0)
47.82 (9.1)
2.00 (2.0)
3.54 (3.7)

12.82 (2.4)

0.92*
0.35%

0.032”
0.08*

0.087*
0.001*
0.005*

0.160*

0.204*
0.065**
0.046*
0.113*
0.221*
0.057**
0.05

0.164*
0.641*
0.030**
0.730*
0.060*
0.036*
0.014*
0.091**
0.085*

0.002*



IV.2.3 Relacio deteriorament cognitiu i variables cliniques de I’EM

La majoria de pacients tractats amb IFN-B1b (41/50) no presentaven signes de
deteriorament cognitiu després de quasi deu anys de malaltia (errors a 0-2
tests) i només el 18% (9/50) varen suspendre 3-5 tests, correponent a un
“deteriorament cognitiu lleu”. Cap pacient de la nostra serie complia criteris
de deteriorament cognitiu moderat (més de 5 tests).

No es va trobar correlacié amb el deteriorament cognitiu i la discapacitat
fisica (mesurada per I’EDSS), l’index de progressio, el nombre de brots, la
durada mitja de la malaltia o el temps d’exposicio al tractament amb IFNB.

Es va utilitzar la Regressid lineal per estudiar el risc de deteriorament cognitiu
(definit com errors a 3 0 més tests), considerant les segilients variables: sexe
(p= 0.776), durada mitja de la malaltia (p=0.251), EDSS (p=0.603),
puntuacions al BDI (p=0.622), nivell educatiu (p=0.032) i la presencia de [’alel
ApoE4 (p=0.757).

El nivell educatiu va ser la Unica variable independent que permetia predir el

deteriorament cognitiu al nostre grup de pacients amb una OR =0.73.

IV.2.4 Relacio deteriorament cognitiu i [’ApoE4

La distribucié del genotip ApoE a la nostra mostra era la seglient:

E2-E2 0%
E2-E3 16%
E3-E3 68%
E3-E4 10%
E2-E4 4%
E4-E4 2%

Degut al nombre reduit de portadors d’ApoE4 es van dividir els pacients amb
dos subgrups: Portadors E4 (16%) i noE4 (84%).
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No es varen trobar diferencies entre els portadors i no de l’ApoE4 als tests
neuropsicologics, a les puntacions de ’escala de depressio de Beck (BDI) o pel
que feia a les diferents variables cliniques.

Els resutats es mostren a la Taula VI.

Taula VI. Caracteristiques demografiques, cliniques i neuropsicologiques dels
pacients d’EM segons el genotip ApoE4

E4+ E4- p
(n=8) (n=42)
Sexe (dones) 66.7% 62.5% 0.558*
Edat, mitja (DE) 33.25 (2.69) 37.81 (1.34) 0.062
Nivell educacional, mitja (DE) 11.50 (1.39) 10.68 (0.51) 0.550
Durada (en anys), mitja (DE) 10.73 (2.69) 12.05 (1.08) 0.157
EDSS, mitja (DE) 2.12 (1.38) 2.73 (1.70) 0.292
BDI, mitja (DE) 5.13 (4.58) 8.54 (5.95) 0.092
Fluéncia verbal, mitja (DE) 3.49 (0.22) 3.37 (0.31) 0.312
Velocitat de processament, mitja (DE) 255.00 (31.92) 260.70 (57.94) 0.716
Control mental, mitja (DE) 108.50 (16.75) 100.84 (21.32) 0.345
Atencio, mitja (DE) 37.50 (14.94) 47.06 (17.56) 0.165
Memoria verbal inmediata, mitja (DE) 39.37 (5.37) 39.97 (8.15) 0.265
Memoria verbal diferida, mitja (DE) 23.87 (6.60) 20.02 (7.39) 0.184
Deteriorament cognitiu lleu/no deterior  25.0% 23.8% 0.627*

* Chi-Square test or Student t-test segons necessari
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TREBALL 3.

0. Carmona, C. Masuet, P. Alia, E. Moral, L. Alonso-Magdalena, V. Casado,
Martin-Ozaeta G, T. Arbizu.

Apolipoprotein Alleles and the response to interferon-beta1b in multiple

sclerosis

Acceptat per la seva publicacioé a la revista “European Neurology” el dia

24/12/2010

Aquest tercer treball avalua el valor predictor dels alels E4 i E2 de I’ApoE
sobre la resposta al tractament inmunomodulador amb IFN-B81b a un grup de
95 pacients amb esclerosis multiple remitent-recurrent seguits a la Unitat

d’Esclerosi Multiple durant una mitja de temps de quasi cinc anys.

La meva participacié al treball va ser el seguiment clinic dels pacients,
creacio de la base de dades i la seva explotacid. Aixi mateix vaig redactar

’article amb ’ajuda dels Drs. Txomin Arbizu i Cristina Masuet.

Els resultats preliminars d’aquest treball van ser presentats com a poster al

20th Congress of the European Commitee for Treatment and Research in

Multiple Sclerosis (ECTRIMS) a Viena, ’any 2004.
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IV. 3. RESULTATS

IV.3.1 Caracteristiques basals dels pacients

De la cohort original de 115 malalts d’EM tractats amb IFN-B1b es varen poder
obtenir mostres de sang per [’estudi del polimorfisme de |’ApoE de 95
pacients (82.6%).

La taula VIl mostra les caracteristiques clinico-demografiques dels pacients
abans d’iniciar el tratament amb IFN-B1b i la seva distribucié segons I’ ApoE.
El 15% dels pacients de la mostra eren portadors de ’alel E4 i el 14% de ’alel

E2. Només un pacient (1.06%) era homozigot per E4 i cap per E2.

Taula VII. Caracteristiques demografiques basals de la poblacio i distribucio
segons els alels de [’ApoE

Sexe Dones n (%) 66 (69,5)
Edat inici Mitja (DE) 28,08 (7,99)
Temps de seguiment Mitja (DE) 7,44 (2,98)
(anys)

Nombre de brots dos Mitja (DE) 3,29 (1,97)
anys previs IFN-81b

EDSS a Uinici Mitja (DE) 2,35 (1,28)
E2-E2 n (%) 0 (0)
E2E3 n (%) 11 (11,58)
E4E4 n (%) 1 (1,06)
E4 portadors n (%) 14 (14,73)
E3E3 n (%) 70 (73,68)
E4E3 n (%) 11 (11,58)
E4E2 n (%) 2 (2,10)
E2 portadors n (%) 13 (13.68)
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No es varen trobar diferencies basals per les variables cliniques entre els
pacients portadors o no de ’alel E4 ni tampoc entre el grup de portadors o no

de U’alel E2 tal com es pot veure a la taula seguent.

Taula VIIl. Caracteristiques basals segons genotip ApoE

E4 portadors Total p- E2portadors Total p-
valor valor
negatius positius negatius  positius
Sexe Dones 57 (70,37) 9 (64,29) 66 (69,47) ,755 57 (69,51) 9 (69,23) 66 (69,47) 1,000

n (%)
Edat d’inici Mitja (DE) 28,21 (7,49) 27,36 (10,75) 28,08 (7,99) ,714 28,11 (8,15) 27,92 (7,17) 28,08 (7,99) ,938
Temps de  Mitja (DE) 7,27 (3,09) 8,39 (2,13) 7,44 (2,98) ,106 7,36 (3,00) 7,98 (2,94) 7,44 (2,98) ,486
seguiment
(any)
Nombre brotsMitja (DE) 3,37 (2,09) 2,86 (0,95) 3,29 (1,97) ,370 3,37 (2,06) 2,85 (1,14) 3,29 (1,97) ,379
dos anys
previs IFNB1b
EDSS inicial Mitja (DE) 2,39 (1,28) 2,10 (1,22) 2,35 (1,28) ,439 2,43 (1,29) 1,80 (1,05) 2,35 (1,28) ,098

IV.3.2 Correlacions amb [’alel E4

No es van trobar diferencies significatives entre les variables de resposta al
tractament amb IFN-B1b i els pacients portadors de [’alel E4, a excepcio6 del
“temps fins al primer brot després del tractament”, que era superior en
aquells portadors de l’alel E4, tot i que la taxa de brots o el nombre total de

brots durant el seguiment no eren diferents.

A la Taula IX es mostren els resultats de tots els marcadors de resposta clinica

analitzats
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Taula IX. Marcadors de resposta a ’interfero-betaib i la seva relacié amb

l’alel E4 de ’ApoE.

Nombre de brots (seguiment)
Taxa de brots (seguiment)
Temps de seguiment (mesos)
Temps fins primer brot (mesos)
Temps progressio EDSS (mesos)
Temps fins a SPMS (mesos)
Temps fins EDSS=3 (mesos)
index de progressio

Percentatge d’abandonaments

* T-test (mitja i desviacié estandard)

APOE4+
n=14

3.00 (5)

0.24 (0.54)
255.23 (64.64)
74.29 (71.44)
82.75 (46.72)
255.10 (64.77)
160.78 (74.64)
0.25 (0.82)

21.4%

** U-Mann-Whitney test (mitja i rang interquartil)

*** Chi-Square

IV.3.3 Correlacions amb [’alel E2

3.00 (4)
0.42 (0.73)
221.26 (93.93)
35.44 (45.55)
86.70 (84.15)
219.64 (93.50)
143.03 (115.10)
0.28 (1.42)

40.7%

0.883**
0.096*
0.197*
0.035*
0.24*
0.084*
0.502**
0.878*
0.169***

El temps per arribar a una discapacitat moderada (mesurada com a EDSS=3 a

l’escala de discapacitat de Kudzke) era superior en els pacients portadors de

’alel E2 (204.50 mesos) que en aquells no-E2 (142.90 mesos) (p=0.032).

Es va observar també una tendéncia a un menor index de progressio (calculat

com U’empitjorament de I’EDSS dividit pels anys d’evolucioé de ’EM) pels

portadors de ’alel E2 (0.13 versus 0.17; p=0.119), tot i que sense tenir

significacio estadistica.
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No es trobaren diferéncies entre els altres marcadors de resposta al

tractament amb INFB, ni el nombre d’abandonaments per ineficacia o per

efectes adversos.

La taula X mostra els resultats complerts de totes les comparacions.

Taula X. Marcadors de resposta a interfero-betaib i la seva relacio amb

l’alel E2 de ’ApoE.

Nombre de brots (seguiment)

Taxa de brots (seguiment)

Temps fins primer brot (mesos)
Temps fins progression EDSS (mesos)
Temps fins a SPMS (mesos)

Temps fins a EDSS=3 (mesos)

index de progressio

Percentatge d’abandonaments

APOE2+
n=13

2.00 (2)
0.20 (0.40)

120.04 (10.63)

95.73 (74.33)

204.77 (157.95)
204.50 (155.00)

0.13 (0.12)
23.1%

* T-test (mitja i desviacio estandard)

** U-Mann-Whitney test (mitja i rang interquartil)

*** Chi-Square
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APOE2- P
n= 82
4.00 (4) 0.154**
0.42 (0.72) 0.096**
167.38 (31.89) 0.18*
83.48 (77.34) 0.30*

151.97 (78.51) 0.251*
142.90 (102.64)  0.032**
0.17 (0.24)  0.119*
40.2% 0.236***



1V.3.4 Analisi Multivariada

Es va utilitzar la regressio logistica per estudiar el temps fins a arribar a una
discapacitat moderada (EDSS=3) considerant les seguents variables com a

possibles determinants:

sexe (p=0.458)

edat d’inici de U'EM (p=0.426)

nombre de brots als dos anys de Uinici del tractament (p=0.282)
genotip ApoE2 (p=0.036)

L’alel E2 de I’ApoE fou la Unica variable inpendent capac de predir la

progressio de la discapacitat moderada al nostre grup de pacients.
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V. DISCUSSIO GENERAL
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V.1. Efecte de l’interfero beta-1b sobre la progressio de la discapacitat i

marcadors clinics de resposta terapeéutica

Aquest primer treball confirma la seguretat, tolerabilitat i efecte
sostingut a llarg termini de I’ IFN-B1b a reduir la taxa de brots i la progressio
a la discapacitat a una cohort de pacients d’EMRR, tot i ’efecte de regressio a
la mitja ® 7. Els pacients van ser monitoritzats pel mateix grup de neurolegs
durant tot el seguiment i varen tenir una bona adherencia al tractament, que
és una mica superior a altres séries publicades ”'.

La progressio de la discapacitat es va mantenir estable (definida com a
progressio de menys d’un punt a ’EDSS) a quasi el 75% dels pacients al final
del seguiment. Aquest resultat és millor del que s’esperaria per les
descripcions classiques d’historia natural de UEM®, pero similar a algunes
revisions més recents °. L’eficacia a llarg termini de I’ IFN-B1b per retrassar la
discapacitat no es va poder demostrar d’una manera clara als estudis pivotals

20.72 " srobablement per problemes de disseny. Les bases de dades de la

practica clinica habitual 3

poden ser Utils per analitzar ’eficacia a llarg
termini aixi com les dades de seguiment obert dels estudis pivotals ". Les
cohorts historiques de pacients no tractats es poden utilitzar com a grups
control per valorar Uefecte de regressio a la mitja ¢ 7°. Utilitzant aquest
enfoc el nostre treball demostra que |’ IFN-B1b té un efecte sostingut sobre la
progressio de la discapacitat dels nostres pacients, tal com s’havia comunicat
a Uestudi de seguiment de 16 anys del pivotal per Ebers GC et al *. Els
nostres resultats, amb només un 25% dels pacients amb empitjorament de més
d’un punt a ’EDSS, son una mica superiors als del pivotal, amb un

percentatge de no progressio del 65% a 4 anys de seguiment %°. Una possible
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explicacio seria que el nombre de pacients que abandonaren I’ IFN-B1b a la
nostra serie poguessin suposar un biaix de seleccio, pero no pensem que
aquest fet expliqui completament els nostres resultats.

Més del 20% (25/115) dels nostres pacients estaven lliures de brots al
final del seguiment i el 74% havien reduit la seva taxa previa de brots més del
50%; aquestes dades son similars a les aportades en altres séries publicades **
. La reduccio6 de la taxa anualitzada de brots de la nostra serie (0.7 versus
0.78 a l’estudi pivotal) també fou similar a altres treballs 3* 7" 7> 7> A la
nostra analisi varem utilitzar el “temps fins el primer brot” (analisi de
supervivencia) com a objectiu primari, en lloc de la taxa anualitzada de brots,
per tal d’evitar el biaix de seleccié per la cohort tractada. Donat que el
nombre de brots (més de tres en un any) era un dels criteris per fer canvi de
tractament, amb ’abandonament corresponent dels pacients de la cohort,
varem pensar que estariem excluint els pacients més actius al final del
seguiment i consequentment magnificant ’efecte del tractament, si
utilitzavem la taxa de brots anualitzada com a “gold standard”.

En referencia a les variables pronostiques de resposta a I’ IFN-B1b,
’activitat inicial de la malaltia (especialment els dos primers anys de malaltia
i els dos anys previs a l'inici del tractament inmunomodulador) fou el factor
més relevant al nostre estudi. Aquests marcadors pronostics son diferents dels

| % a la seva seérie; a la nostra cohort ni ’edat d’inici

descrits per Waubant et a
ni la durada de la malaltia eren marcadors de resposta al tractament
inmunomodulador, mentre que al grup frances, els pacients de major edat
amb més temps d’evoluci6 de la malaltia tenien una millor resposta a
"interferd. Aquestes troballes contradiuen els resultats a llarg termini
realitzats amb inmunomoduladors que ens han demostrat que ’eficacia

d’aquests farmacs és superior a estadiatges inicials de la malaltia 2 % 77,
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Cal afegir també, que els responedors de la cohort francesa tenien una taxa
de brots més alta a ’any previ de l’inici del tractament; en canvi, a la nostra
cohort, ’alta activitat inflamatoria als dos anys previs a l’inici de 'IFNB fou
un factor predictor de brot precoc durant el seguiment i de pitjor pronostic.
Pel que fa a la progressio de la discapacitat, només el temps entre el primer i
segon brot (reflexe un cop més de ’activitat inicial de la malaltia) fou
predictor de la progressié mantinguda d’un punt a ’EDSS o de la conversi6 a
fase secundaria progressiva a la nostra serie. Les caracteristiques basals
d’ambdos estudis son similars en quan a edat d’inici i taxa de brots abans del
tractament, pero difereixen lleument a la mitja de UEDSS a Uinici del
tractament inmunomodulador (1.5 a la cohort francesa versus 2.5 a la nostra
cohort). Es dificil de dir si aquesta dada pot explicar o no les diferéncies

observades entre els dos estudis.

V.2.1. Esclerosi Multiple i deteriorament cognitiu

62,63, 67, 78 a|5 nostres resultats mostren

D’acord amb la literatura
diferencies significatives al rendiment dels tests neuropsicologics entre
subjectes sans i els pacients d’esclerosi multiple, confirmant la preséncia de
deteriorament cognitiu inclos en pacients amb baixa discapacitat fisica.

No obstant, al nostre estudi el deteriorament cognitiu no es relacionava
amb marcadors clinics de progressié (mesurats com puntuacié a UEDSS o
l’index de progressio) tal com s’havia apuntat a altres series. Una possible
explicacio seria la baixa discapacitat dels nostres pacients; en aquest sentit,
Amato P et al no va trobar correlacié entre ’EDSS i el deteriorament cognitiu

a la seva primera série publicada ¢’ a estadiatges inicials de la malaltia, perd
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quan va reanalitzar els mateixos pacients deu anys després, ’EDSS si que fou
predictor d’alteracié cognitiva ®. De totes maneres, aixd explicaria només en
part els nostres resultats, si tenim en compte que els nostres pacients tenien
una mitja de durada de la malaltia de quasi deu anys; les diferencies a la
discapacitat de les dues cohorts (mitjana de I’EDSS de 2.25 a la nostra serie
versus 3.5 a la cohort italiana) o l’efecte del tractament inmunomodulador
sobre el deteriorament cognitiu (només el 24% dels pacients italians estaven
amb tractament actiu) podrien ser altres causes alternatives de la disparitat

de resultats.

l79 l80

En linia amb la nostra hipotesi, Zivadinov R et al ** i Koutsis G et a
tampoc trobaren relaci6 entre la puntuacio de ’EDSS i el deficit cognitiu en
una serie de pacients amb poca discapacitat.

Probablement el percentatge tan baix de deteriorament cognitiu a la
nostra serie (18%), que només era “lleu”, pogui atribuir-se a ’efecte del

tractament inmunomodulador.

V.2.2. L’ApoE-4 com a marcador de deteriorament cognitiu en pacients

amb esclerosi Multiple

En relacio6 al polimorfisme de l’ApoE, i en consonancia amb les troballes

6. 818 ‘o hem trobat diferéncies significatives entre el

d’altres grups
deteriorament cognitiu dels pacients portadors de [’alel E4 i la resta.

El grup de Savettieri G ® havia publicat una correlacid, poc consistent,
entre aquest polimorfisme i alteracions neuropsicologiques: les diferencies
eren només significatives al grup dels homes, mentre que la correlacio es

perdia quan s’analitzava tot el grup de pacients; els autors suggerien un
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possible efecte protector dels estrogens per explicar les seves troballes. Des
d’aquest punt de vista Beatty WW et al ®, havien realitzat préviament una
analisi de l’estudi neuropsicologic de 64 pacients amb EM respecte al genere,
trobant Unicament diferéncies significatives als tests de memoria verbal i no
verbal. Els autors ajustaren el seus resultats per sexe seguint la metanalisi del
grup de Herlitz A ®, que suggeria una diferéncia de génere en quan a les
tasques d’aprenentatge verbal i memoria a la poblacié sana. Al contrari, el
nostre estudi no va trobar diferéncies respecte al sexe analitzant el grup de
pacients ni el grup de controls sans, tot i que som conscients que el nostre
tamany de mostra no permet fer conclusions fermes al respecte.

En concordancia amb els nostres resultats, Oliveri RL et al ®* i

L ® tampoc no trobaren relacié entre el deteriorament

Parmenter BA et a
cognitiu i el sexe o I’ApoE4 (la proporcio de portadors de [’alel E4 era baix,
inferior al 20%, a l’igual que la nostra série). Desafortunadament, cap
d’aquestes series (inclosa la nostra) no disposava de dades de carrega lesional
per RM, que ha mostrat una correlacié més clara amb ’alel E4 de I’ApoE ©'.

Recentment, Portaccio E i el seu grup ¢, han publicat un treball sobre
aquest tema; tot i que tampoc varen trobar relacioé entre les mesures de
deteriorament cognitiu i el marcador genétic, demostraren una associacio
clara entre el grau de lesio cortical i les tasques d’aprenentatge verbal i el
grau de lesid subcortical amb una pitjor realitzacio dels tests d’atencio i
concentracio en pacients amb EM. Una conclusi6 similar s’ha trobat a l’estudi
COGIMUS & que va demostrar que el volum lesional a T2 era un factor
predictor de deteriorament cognitiu en pacients no tractats.

A la nostra cohort tampoc hem trobat relacié amb la durada del
tractament inmunomodulador i el grau d’afectaci6 cognitiva, en contrast amb
els resultats de Fletcher S et al ® i de Kappos et al ® a ’estudi BENEFIT.

Estudis longitudinals amb llarg seguiment clinic i radiologic son encara
necessaris per confirmar U’efecte de ’interferé-beta sobre el deteriorament

cognitiu en pacients amb EM.

58



V.3.1. La ApoE-4 com a marcador de resposta al tractament amb IFN-81b

en pacients amb esclerosi multiple

A la nostra serie de pacients amb EM tractats amb IFN-B1b, l'alel E4 de
l”ApoE no es va relacionar amb els marcadors clinics habituals de resposta al
tractament: index de progressio, taxa de brots, temps fins ’empitjorament
d’un punt a ’EDSS o fins a una discapacitat moderada (definida com a
EDSS=3), o abandonament o canvi de tractament degut a ineficacia. Tot i que
el temps fins al primer brot després de ’inici de I’ IFN-B1b dels pacients
portadors de ’alel E4 va ser significativament superior als pacients no
portadors (suggerint un efecte protector), altres mesures com la taxa
anualitzada de brots o el nombre d’abandonaments del tractament per
ineficacia no confirmaren aquest efecte.

Aquests resultats son similars als del grup de Lanzillo R et al ®°, al seu
estudi amb una poblacié de pacients d’EM tractada amb IFN-B81b amb un EDSS
(mitja=2) i percentatge de portadors de ’alel E4 (14%) similar al nostre grup;
els autors no van trobar associacio entre ’alel i el deteriorament cognitiu o
variables cliniques de resposta. No obstant, les nostres troballes difereixen de
les publicades pel grup d’Enzinger C et al *’; van estudiar una série de 44
pacients durant dos anys, trobant que la taxa de brots dels pacients amb [’alel
E4 era el doble que la dels no portadors (4.1 versus 1.7; p=0.02) i una major
tendencia a canvi de tractament inmunomodulador al grup E4 (44% versus
17%; p=0.17).

La majoria de treballs publicats sobre el gen ApoE son transversals o

retrospectius. Només tres grups °® % ¢

, han realitzat estudis prospectius, tot
i que el seguiment més llarg fou de dos anys. L’ampli seguiment del nostre

estudi (7.44 + 2.98 anys) reforca els nostres resultats sobre els factors
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pronostics, especialment pel que fa a l’index de progressio i el temps per
arribar a una discapacitat moderada; no obstant, persisteix la limitacié de
l’absencia de dades radiologiques durant el seguiment.

Tot i que no consideren la resposta al tractament, dos estudis

°0. 51 "amb una proporcié de

retrospectius realitzats per grups espanyols
pacients E4 similar a la nostra (17-20%) tampoc trobaren associacié entre
aquest marcador genetic i els marcadors clinics pronostics, tals com ’index
de progressio o el temps fins a una discapacitat moderada (EDSS=3) o severa
(EDSS=6). De fet, Sedano MJ et al *' puntualitzava a la seva publicacié que la
majoria d’estudis que han trobat relacio entre ’alel E4 i les formes cliniques

més agressives de ’EM s’havien portat a terme al nord d’Europa “ °¢°,

mentre que els estudis negatius s’havien realitzat al sud d’Europa **>">*%,
Factors ambientals com la dieta podrien modificar el gen de I’ApoE i explicar
aquestes diferéncies, tal com s’ha proposat a multiples publicacions sobre la
resposta al tractament amb estatines *'.

Una altra possible explicacio a la disparitat de resultats sobre l’efecte
del gen ApoE a ’EM és que els estudis que han demostrat correlacid positiva
tenen una proporcio de l’alel E4 a la poblacio (20-45%) superior als que no han
pogut demostrar-la (15-20%).

L 2 concloia

Després d’una metanalisi de 24 estudis, Burwick RM et a
que no hi ha relacié entre l'alel E4 i la susceptibilitat, severitat i forma clinica
de UEM. Nosaltres podriem afegir que tampoc sembla que es relacioni amb la

resposta clinica al tractament amb IFN-B1b d’aquests pacients.
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V.3.2. L’ ApoE-2 com a marcador de resposta al tractament amb IFN-81b

en pacients amb esclerosi multiple

A diferencia de ’alel E4, ’alel E2 si es va associar a la resposta a
I’ IFN-B1b a la nostra cohort. Els pacients portadors d’aquest alel d’ambdos
sexes tenien una menor probabilitat de tenir una discapacitat moderada
(mesurada com a EDSS=3) que els no portadors. No obstant, l’alel E2 no es va
associar a una menor probabilitat de desenvolupar la fase secundaria
progressiva (tenint en compte que només el 13.7% dels nostres pacients van
assolir aquest item). Aquests resultats es confirmaren a [’analisi multivariada:
l’alel E2 fou ’Unic marcador associat amb una progressié més lenta a la
discapacitat moderada, independentment d’altres variables com el sexe, edat
d’inici de UEM o nombre de brots als dos anys abans de ’inici de I’ IFN-B1b.

Paral.lelament a aquests resultats, ’any 2002 Schmidt S et al “®
suggeria al seu treball que l’alel E2 podia tenir un efecte protector contra les
formes severes o més agressives d’EM, després de trobar una menor
probabilitat de desenvolupar una discapacitat moderada deu anys després de
l’inici de la malaltia (OR=2.10).

Es dificil determinar si la progressié més lenta de la discapacitat dels
nostres pacients és deguda Unicament a ’efecte de l’alel E2 o si la presencia
d’aquest alel pot influir a la resposta inmunomoduladora del mateix interfero.

Des del nostre punt de vista, aquests resultats podrien obrir una nova
linia de recerca en el paper de ’alel E2 a la resposta del tractament
inmunomodulador per tal de determinar si és capac de conferir una millor
resposta terapeutica als interferons, que continuen sent la terapia de primera

linia de U’esclerosi multiple a I’actualitat.
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VI.  CONCLUSIONS
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C1.

C1a. L’interferd-beta1b (IFN-B1b) és capac de reduir la progressio a la
discapacitat a la nostra cohort de pacients d’EMRR durant una mitja de

seguiment de quasi cinc anys

C1b. L’activitat inflamatoria inicial de la malaltia (mesurada com el nombre
de brots els primers dos anys) fou predictora d’un brot precoc després

d’iniciar el tractament inmunomodulador

C1c. El temps entre el primer i el segon brot de 'EM es relaciona amb la
progressio precoc de la discapacitat i amb la conversié a la forma secundaria

progressiva de la malaltia.
C1d. L’activitat inflamatoria a U’inici del tractament inmunomodulador

(mesurada com a presencia d’un brot als primers dotze mesos) fou predictor

d’una progressioé precoc de la discapacitat.

C2.
C2a. Els pacients d’EM amb baix nivell de discapacitat, presenten pitjors
puntuacions de memoria verbal, capacitat d’aprenentatge i velocitat de

processament de la informacid respecte als controls sans

C2b. No hi ha diferencies significatives als tests de depressio (BDI) entre els

pacients d’EM amb discapacitat moderada i els controls sans
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C2c. No hi ha correlacié entre el deteriorament cognitiu i els marcadors de
progressio clinica ni el temps d’exposicio al tractament inmunomodulador a la

nostra cohort de pacients d’EM

C2d. El nivell educatiu previ és |’Unic factor predictor de deteriorament

cognitiu

C2e. El baix percentatge de deteriorament cognitiu (només lleu) de la nostra
serie de pacients amb EM (18%) podria atribuir-se a l’efecte del tractament
inmunomodulador.

C2f. El deteriorament cognitiu dels nostres pacients d’EM no es relaciona amb
la presencia de ’alel E4

C3.

C3a. L’alel E4 de ’ApoE no es relaciona amb les variables de resposta al

tractament inmunomodulador a la nostra serie

C3b. L’alel E2 de ’ApoE confereix un efecte protector vers la progressio a una

discapacitat moderada (EDSS=3) sota tractament amb IFN-B1b
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VIl. BENEFICIS DE LA INVESTIGACIO, APLICABILITAT I VALIDESA

El primer treball publicat ha contribuit a la confirmacio de la capacitat dels
tractaments inmunomoduladors en retrassar la discapacitat que produeix 'EM
a llarg plag i recolza la utilitat dels estudis observacionals per valorar terapies
que ja existeixen al mercat pero que pels estudis pivotals fase Ill, només

disposem de resultats a un periode restringit de temps a 2-3 anys.

Els dos treballs seguents, confirmen la majoria d’articles de la literatura que
defensen el possible paper de I’APOE4 com a marcador de susceptibilitat pero
“no” de valor pronostic als pacients amb EM. Per altra banda, les troballes
d’un possible efecte protector de l’APOE2 sobre la progressio de la malaltia,
recolzaria articles recents i podria ser d’utilitat (si es confirma per altres
estudis) per la presa de decisions dels neurolegs que tractem pacients amb EM
davant un pacient amb resposta suboptima a les terapies de primera linia i la
possibilitat d’iniciar farmacs de segona linia que tenen un perfil de seguretat

inferior.
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X. ANNEX |

Hoja de informacién al Paciente | ]

Titulo del proyecto: ESTUDIO GENETICO DE LA APOE y SUS
ALELOS COMO MARCADOR DE PROGRESION Y/O DE
RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON INTERFERON BETA EN
SANGRE DE PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE (EM).

Cddigo: N° 62/01

Antecedentes y propésito

Actualmente se estan iniciando amplias investigaciones sobre los genes causantes de la EM, y
sobre la eficacia de ciertos medicamentos en funcion de las variaciones genéticas. De la misma
manera se estaninvestigando factores bioquimicos de la sangre, orina, y de liquido cefaloraquideo
(LCR), que de ahora en adelante llamaremos “muestras biolégicas”, que pueden ser marcadores
diagnosticos y también marcadores pronésticos de la evolucion de la enfermedad y de la respuesta
a determinados medicamentos.

Entre estas investigaciones diversos autores (Chapman et al, 2001) han implicado la variante alélica
E4 del gen de la APOE como posible marcador de progresion de discapacidad en pacientes con EM
y de una mayor rapidez en alcanzar una discapacidad moderada (EDSS 3) o severa (EDSS 6)
durante su evolucioén clinica.

La Unidad de EM del Hospital Universitario de Bellvitge, planea estudiar los genes que podrian estar
involucrados en la E.M., asi como los factores bioquimicos implicados en la evoluciéon y en la
respuesta farmacologica. Entre ellos se va a estudiar el gen APOE (con sus variantes alélicas E2,
E3 y E4) como marcador de progresion de la enfermedad y/o marcador de buena o mala respuesta
al tratamiento con Interferén beta. Por ello, dado que usted padece esta enfermedad, se le pide que
participe en este estudio y que autorice el uso de una muestra de su sangre para su estudio.

El objetivo de este estudio es recoger una muestra de sangre para una o mas de las siguientes
actividades:

1. Identificar variaciones en el gen de la APOE que puedan modificar el curso de la EM.

2. Buscar si dicho gen esta relacionado con la E.M.

3. Identificar las posibles causas genéticas (variaciones alélicas del gen de la APOE) por las que
ciertos pacientes responden de forma distinta a los medicamentos (interferén beta)..

4. Relacionar dicho marcador genético en sangre de pacientes con E.M, con la forma clinica
evolutiva de la enfermedad y con la rapidez de aparicion de discapacidad residual.

El Comité Etico de Investigacion Clinica de este hospital ha aprobado la realizacion de este estudio
(proyecto de investigacion n° 62/01 titulado “Implicaciones genéticas de la Esclerosis Mdltiple”,
05/04/01).

Periodo del estudio, visitas y tratamiento

Si usted decide participar, su médico le hablara de la E.M. y le preguntara sobre su salud y su
historia familiar.

Se le extraera una muestra de 5 ml de sangre, que es una cantidad inferior a la de cualquier
extraccion de sangre para realizar un analisis, normalmente aprovechando un andlisis habitual
preciso para el seguimiento y control de su tratamiento. Si la muestra inicial no pudiera ser
procesada por alteracién, manejo o transporte inadecuados, pérdida o dificultades técnicas para
extraer el material genético y/o factores bioquimicos, podria ser necesaria una segunda extraccion.
Su muestra sera la fuente del material genético (DNA) para estudiar las variantes alélicas de dicho
gen. La informacién de su material genético se combinara con su informacion clinica, pero usando
un sistema de codificacion desidentificador para proteger su confidencialidad. El término
"desidentificador" significa que su muestra se identificara solo por un cédigo y que la Unidad de
Esclerosis Mdltiple mantendra la relacion entre este codigo y sus datos bajo estrictos procedimientos
operativos, para asegurar la confidencialidad y solo personas debidamente autorizadas podran
relacionar los datos genéticos con los datos clinicos.
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Participacién voluntaria

La decisién de participar o no participar en este estudio es totalmente voluntaria por su parte. Su
decision,sea cual fuere, no comportara penalizacion alguna, ni afectara de ningin modo a los
cuidados médicos yla asistencia que usted reciba.

Ademas, si usted acepta participar, después puede retirarse del estudio en cualquier momento, sin
tener que explicar sus motivos y sin que ello repercuta tampoco en la asistencia que reciba en el
futuro. Si decide retirarse, su muestra (sangre) y el DNA extraido podran ser destruidos. Sin
embargo, si los resultados genéticos de su muestra ya se hubieran incluido en el analisis genético
global del estudio antes de recibir su peticion de destruccion, no podran retirarse aunque su muestra
se destruya.

Por otra parte, si en el momento en que usted pide la destruccion, su muestra ya ha sido
anonimizada, no podra destruirse, porque ya no podra ser relacionada con usted. Al final de esta
hoja de informaciénencontrara el teléfono de su médico, que puede usar para pedir la retirada de su
muestra.

Alternativas a participar en el estudio

La alternativa a la participaciéon es no autorizar el uso de una muestra de su sangre para este
estudio.

Como ya se ha dicho antes, la participacién o no participacion en este estudio no afectara en modo
alguno al tratamiento y asistencia que usted reciba

Beneficios

La participacion en este estudio no le beneficiara directamente. Sin embargo, en el futuro puede
beneficiar a otras personas con E.M., ya que los estudios que se realicen pueden ayudar a los
cientificos a entender porque aparece la enfermedad, porque no siempre evoluciona de la misma
manera o porque las personas responden de modos distintos a los farmacos.

Riesgos
El riesgo fisico y molestias de una extraccion de sangre incluyen dolor menor, hematoma o, en raros
casos, infeccion en el punto de inyeccion o desvanecimiento.

Sus responsabilidades

Si decide participar, debera:

Y Firmar el formulario de consentimiento informado

Y Proporcionar una muestra de sangre, que pasara a ser propiedad de la Unidad de Esclerosis
Multiple. EI material genético de su muestra se conservara durante un periodo de tiempo indefinido y
podra ser destruido o anonimizado.

Y Responder a las preguntas sobre su salud y sus antecedentes familiares. Al firmar el
consentimiento informado autoriza usted a la Unidad de Esclerosis Mdultiple de este estudio, el
acceso a sus antecedentes médicos.

Y Informar a su médico si quiere retirarse y que se destruya su muestra.

Confidencialidad

Si usted esta de acuerdo en participar, toda la informacioén respecto a sus resultados se almacenara
y procesara por ordenador, cumpliendo los requisitos de la Ley 15/99 de proteccion de datos de
caracter personal. La informacién en el ordenador se limita a los datos clinicos como la edad, sexo,
estado de salud, de la variante alélica del gen APOE, etc. y el acceso a ellos sera restringido.

Dado que el posible significado de los datos genéticos no podra definirse hasta después de diversos
estudios, no se informara ni a usted ni a su médico de los resultados de los analisis genéticos
realizados, ni figuraran en ningun caso en su historia clinica.

El promotor no dara informacion genética individual identificable a terceros, a menos que sea por
requerimiento legal. En caso de requerimiento legal, si es posible el promotor intentara ponerse
previamente en contacto con usted, con lo que tendra oportunidad de proteger sus intereses.

Se mantendra totalmente la confidencialidad de sus datos y su nombre no aparecera en ningun caso
en ningun informe ni publicacion de resultados del estudio.

No le podemos garantizar que sus resultados genéticos y bioquimicos no se relacionen jamas con
Su persona, pero se adoptaran todas las medidas posibles para evitarlo.

Aspectos comerciales

Los resultados de las investigaciones genéticas que se realicen pueden llegar a ser valiosos desde
un punto de vista comercial y/o de propiedad intelectual, dando lugar a patentes. Por ejemplo, se
podrian usar para desarrollar nuevos farmacos o tests diagnoésticos, bien directamente por el
promotor o bien colaborando con diferentes empresas.
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Usted no recibira ninguna compensacion por ninguna actividad comercial relacionada con el material
genético o biolégico de su muestra, ni ningun interés o participacion en los beneficios derivados de
ella.

Personas de contacto

La persona de contacto por si tiene alguna duda acerca del estudio o de sus derechos como
participante,o para el caso de que usted desee retirarse y que su muestra sea destruida, es su
médico/investigador:

Dr. Txomin Arbizu Urdiain ...........cccvvveeeiiieiiiiiiiinnnn. Teléfono de contacto 93/2607509 ................

Su médicol/investigador le informara asimismo de cualquier nueva informacion de que disponga, que
pudiera influir en su decision de participar o continuar participando en el estudio.

Recibira usted una copia de esta hoja de informacion al paciente y del consentimiento informado
firmado por usted.

Titulo del proyecto: ESTUDIO GENETICO DE LA APOE y SUS
ALELOS COMO MARCADOR DE PROGRESION Y/O DE
RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON INTERFERON BETA EN

SANGRE DE PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE (EM).
Cédigo: N° 62/01

CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

D DMAA: ettt et ————————————————
1. He leido la hoja de informacion que me ha sido entregada.

2. He podido hacer preguntas acerca del estudio.

3. He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

4. He hablado con el Dr. Arbizu Urdiain.

5. Mi participacion es voluntaria.

Y presto libremente mi conformidad para participar en el estudio, autorizando asi
mismo se conserve indefinidamente mis muestras biolégicas y mi material
hereditario o ADN para realizaciéon de futuros estudios bajo las condiciones antes
referidas.

Firma del Investigador Firma del paciente
Fecha: Fecha:
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14722

I|||| Bellvitge

HOSDi tal Comite Etic d’Investigacié Clinica

Institut Catala
de la Salut

Dr. Txomin Arbizu
Servicio de Neurologia

Distinguido Doctor,

En relacién al proyecto de investigacion n°® 62/01, propuesto por Ud. como
investigador principal y titulado: “IMPLICACIONES GENETICAS DE LA
ESCLEROSIS MULTIPLE”, el Comité Etico de Investigacion Clinica de este
Hospital Universitario de Bellvitge, en su reunién de fecha 30 de Septiembre de
2003, ha evaluado la siguiente documentacion, para el estudio incluido en dicho
proyecto y titulado:

“ESTUDIO GENETICO DE LA APOE Y SUS ALELOS COMO MARCADOR DE
PROGRESION Y/O DE RESPUESTA AL TRATAMIENTO CON INTERFERON
BETA EN SANGRE DE PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE (EM)”

e Hoja de informacién al paciente y consentimiento informado version de fecha
01.08.03

Tras estudiar la documentacién presentada, el Comité ha acordado dar su
aprobacién definitiva al mencionado proyecto de investigacion, cuyo documento le
adjunto.

Con un cordial saludo,

Dr4. Malgnama Ferrer Salvans
Secretario del CEIC

L'Hospitalet de Llobregat, 06 de Octubre de 2003
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