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Introduccién

Muchos de los factores y cofactores de la coagulacion son constitutivos del Sistema
Nervioso. Hasta la fecha, gran parte de los estudios recientes se han centrado en la relacion entre
el sistema fibrinolitico y la enfermedad cerebrovascular, maxime tras la aprobacion del activador
tisular del plasmindgeno recombinado (rt-PA) como tratamiento del ictus isquémico en la fase
aguda del infarto cerebral. Sin embargo, junto a ello, otros factores y cofactores de la
coagulacion, a través de su interaccion sobre receptores criticos, participan en el desarrollo de
procesos cerebrales esenciales, estando estrechamente relacionados tanto con procesos

neurobioldgicos como con la cascada inflamatoria.

Aunque a priori pudiera parecer que la relacion entre el sistema de la coagulacion y la
Esclerosis Multiple es inexistente, esto dista mucho de la realidad, pues existe una estrecha
relacion de algunos de los factores de la coagulacion con receptores celulares de la importancia
de los antagonistas del receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), con citocinas de la relevancia de
la TNF-a 6 la IL-1, 6 con metaloproteinasas de la matriz extracelular. También esta relacion es
estrecha por la localizacion de estos factores o cofactores en grupos celulares, neuronas y
astroglia. Todo ello explica el porqué los factores de la coagulacion llevan a cabo en el Sistema

Nervioso una funcién independiente de la que habitualmente tiene en el torrente sanguineo.

Un esfuerzo especial se estd realizando para conocer cudles serian los factores genéticos
que predisponen al desarrollo de la Esclerosis Multiple. En este sentido, la naturaleza en si
multifactorial de la Esclerosis Multiple implica que un fenotipo clinico puede ser determinado
por una multitud de mecanismos patogenéticos, y que en su desarrollo varios polimorfismos
dentro de un locus pueden afectar a los niveles de produccion de una determinada proteina
relacionada con la inflamacion. Por tanto, cabria preguntarse si la expresion de un determinado
polimorfismo de los factores implicados en el sistema fibrinolitico pudiera favorecer el
desarrollo de esta enfermedad. Asi lo sugieren estudios preliminares (Luomala et al. 2000), si
bien se carece de otros resultados que contrasten hallazgos obtenidos por dichos autores en otras

poblaciones. De ahi que nuestro interés y esfuerzo se haya encaminado en dilucidar la
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Introduccién

implicacion de los factores y cofactores de la coagulacion y de los polimorfismos del activador e

inhibidor del activador del plasmindgeno en la Esclerosis Multiple.
A. ESCLEROSIS MULTIPLE.

La Esclerosis Multiple, es una enfermedad crénica del Sistema Nervioso Central
(SNC), que se caracteriza por la pérdida de la vaina de mielina que rodea a los axones neuronales
en la sustancia blanca del cerebro y de la médula espinal, y cuya incidencia y prevalencia varia
en relacion al paralelo terrestre; con maxima incidencia entre latitudes 40° - 60° del hemisferio
norte y la minima a nivel del ecuador. Son muchos los estudios que han sido realizados con el fin
de determinar que factores de riesgo podrian inducir o activar dicha enfermedad y, a partir de los
conocimientos adquiridos mediante los estudios epidemiologicos, se han generado dos hipdtesis

complementarias referentes a la/s causas que originan la Esclerosis Multiple:

1.- Hip6tesis ambiental: Se presenta con mayor frecuencia en el sexo femenino, en la
raza blanca, en ambientes urbanos, en grupos sociales con un nivel socioecondmico medio o
alto. En funcion a la distancia del ecuador, tanto en el hemisferio norte como sur, se han

determinado cuatro zonas de riesgo:

a) Zona de alto riesgo: cuando la prevalencia es mayor o igual a 30 casos por 100.000
habitantes. Dicha zona estaria comprendida entre las latitudes 43-65 grados latitud norte (que
incluye poblaciones del norte de Europa y EEUU y Canadd), y entre 33-44 grados latitud sur

(que incluye poblaciones de Australia y Nueva Zelanda).

b) Zona de riesgo medio: cuando la prevalencia es de 5-29 casos por 100.000 habitantes,

y corresponde al sureste de EEUU, sur de Europa y zona meridional de Australia.

¢) Zona de bajo riesgo: que corresponde a prevalencias de menos de 5 casos por 100.000

habitantes, e incluye a Asia, América Latina, Africa y regiones proximas al Ecuador.

Espana se incluiria en una zona de riesgo medio-alto (prevalencias de 53 a 65 por
100.000 habitantes). En la Espafia insular se han completado cinco estudios, dos de ellos
antiguos, realizados en la provincia de Las Palmas de Gran Canaria y en Lanzarote. Asi, en la

década de los ochenta, Sosa Enriquez (1983), hall6 una prevalencia 6 casos/100.000 habitantes.
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Introduccién

Estas cifras bajas de prevalencia eran similares a las de la Espafia continental de la época. Los
tres estudios mas recientes, sin embargo, han detectado prevalencias similares a las del
continente: uno en las islas Baleares (Menorca), y los otros dos en las islas Canarias. En la isla
de La Palma, Hernandez MA., encontré una prevalencia de 42 casos/100.000 habitantes
(Hernéndez 2002), y en las Palmas de Gran Canaria, Aladro Y. hall6 una prevalencia de 74

casos /100.000 habitantes (Aladro et al. 2005).

2.- Hipdtesis genética: Los estudios genéticos de ligamiento y asociacion, en realidad
estudios caso-control, han identificado como un determinante genético para la Esclerosis
Multiple al complejo mayor de histocompatibilidad (CMH). Se localiza en el brazo corto del
cromosoma 6. Este complejo codifica los antigenos del sistema de histocompatibilidad (HLA)

que presentan los antigenos peptidicos a las células T.

La region clase II de este sistema, se asocia fuertemente con la Esclerosis Multiple, en
particular con el alelo DR2 y su correspondiente haplotipo (DRB1*1501, DQA1*0102,
DQBI1*0602). Aparte de la region HLA, algunos estudios han identificado otros genes. Se
incluye el gen en el receptor de la célula T (TCR) en el cromosoma 7; el locus de la cadena
pesada de la inmunoglobulina en el cromosoma 19; y, en poblacién finesa, un gen ligado a la

proteina basica de mielina en el cromosoma 18.

La FISIOPATOGENIA de la Esclerosis Multiple es aun desconocida (figura 1). Los
pero los estudios epidemiologicos y de laboratorio sugieren que es una enfermedad autoinmune,
iniciada posiblemente por un agente infeccioso (un virus), que induce una respuesta inmune

mediada por linfocitos T, en un individuo con una susceptibilidad genética (Noseworthy JH et al.

2000).

La desmielinizacion se produce cuando el sistema inmunitario es incapaz de impedir la
activacion de linfocitos T autoreactivos dirigidos frente a antigenos asociados a la mielina. La
respuesta inflamatoria se activa cuando los receptores de los linfocitos T “helper”, forman un
complejo trimolecular con las moléculas MHC de clase II en la superficie de una célula
presentadora de antigeno y un péptido antigénico (un componente de la proteina de mielina). El
complejo trimolecular activa al linfocito T “helper” inicidndose la secrecion de interleucinas (IL)

proinflamatorias (IL-2, TNF-a, IFN-y) (Steinman et al. 1996; Rodriguez et al. 1996).
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Se asume que la Esclerosis Multiple es una enfermedad autoinmune porque en las
lesiones desmielinizantes agudas aparecen linfocitos T colaboradores (CD4+), expresion
anomala de los antigenos CMH clase II (macrofagos y astrocitos); asi como la activacion de las
células B, demostrada por la presencia de inmunoglobulinas sintetizadas en el SNC, que dan

lugar al hallazgo caracteristico de bandas oligoclonales en el liquido cefalorraquideo (LCR).

En la respuesta inflamatoria desmielinizante interviene el sistema inmune adaptativo,

celular y humoral, que de forma somera describiremos.

En la Esclerosis Multiple la predisposicion hereditaria, combinada con un factor
ambiental desconocido, establecen o mantienen a los linfocitos T autoreactivos. Estos, tras un
periodo de latencia de 10-20 afos, seran activados por un factor sistémico o local (infeccion
virica, puerperio, etc.), mediante un mecanismo de mimetismo molecular. Asi intervienen
epitopos compartidos por la mielina y posibles agentes infecciosos (Trapo et al. 1998), o una

estimulacion a través de superantigenos viricos o bacterianos.

Los superantigenos son proteinas bacterianas o viricas que son capaces de unirse a la
molécula HLA de la célula presentadora de antigenos fuera de la hendidura de unién antigénica,
tal como describieron Prineas et al. (1993). Una vez activados, estos linfocitos T pasan
selectivamente la barrera hematoencefalica (BHE), y al ser expuestos de nuevo a su
autoantigeno, inician una reaccion inflamatoria mediada por linfocitos Th-1. Ademas, se produce
la amplificacion epitopica (Lassmann y Wekerle 2006), consistente en que inicialmente los
linfocitos T reconocen un epitopo de un antigeno. Con el paso del tiempo estas células
reconocen, y, por tanto, se activan, ademas con otros epitopos del mismo antigeno, e incluso con

otros antigenos.

El mecanismo por el cual los linfocitos T sistémicos penetran en el SNC es un proceso
secuencial. Inicialmente, las citocinas proinflamatorias, interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis
tumoral o / B (TNF o / B) e interferon y (IFN vy), inducen un aumento de la expresion de las
moléculas de adhesion endotelial, E-selectina, molécula de adhesion intracelular (ICAM -1), y

molécula de adhesion vascular (VCAM-1).
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Las selectinas endoteliales establecen enlaces débiles con ligandos leucocitarios que
hacen a los leucocitos rodar sobre la pared vascular en la direccion de la corriente sanguinea. El
deslizamiento permite la activacion y cambio conformacional de las integrinas leucocitarias,
antigeno asociado a la funcion linfocitaria (LFA-1) y antigeno muy tardio (VLA-4). Asi, las

integrinas se unirdn a sus respectivos ligandos (ICAM-1 y VCAM-1) mediante enlaces estables.

Entonces las células se deforman y atraviesan el endotelio. La extravasacion ocurre, bien
a través del endotelio, bien a través de las uniones celulares. Requieren la interaccion de ICAM-
1/LFA-1, asi como la de otras moléculas de adhesion, y la produccion linfocitaria de proteasas
que degraden la matriz extracelular (metaloproteasas de la matriz o MMP-gelatinasa A o0 MMP-
2, y la gelatinasa B o MMP9). En este momento desempefian un papel importante las
quimiocinas, citocinas quimioatrayentes, que son responsables del reclutamiento selectivo de

células inflamatorias.

Una vez en el SNC, el linfocito T autorreactivo encontrara a una célula presentadora de
antigeno (macrofago o microglia). Esta expresa en su superficie el antigeno responsable de la
Esclerosis Multiple, en el contexto de una molécula HLA clase II y de las moléculas
coestimuladoras, reactivandose. Las proteinas mielinicas del SNC implicadas en la
autoreactividad de los linfocitos T incluyen: PBM (proteina béasica de la mielina), MAG
(glucoproteina asociada a la mielina), PLP (proteina proteolipidica), B-cristalina, transaldolasa,
fosfodiesterasas, y otras proteinas no mielinicas, como las HSP (proteinas de choque térmico;
Giovannoni y Hartung 1996), los antigenos astrocitarios (proteina S100), algunos antigenos

endoteliales, y factores nucleares.

Asi constituido el complejo trimolecular (receptor del linfocito T o TCR, el antigeno y la
molécula HLA clase II), las células T reactivadas, que son de fenotipo colaborador CD4 tipo 1
(Thl), producen citocinas proinflamatorias (interferon y, TNF o, IL-1, IL-2, IL-12) y
quimiocinas. Estas inducen proliferacion clonal del linfocito T y atraen a los macrofagos y a la
microglia, activandolos, con lo que se pone en marcha la inflamacion. Por otro lado, los
linfocitos T colaboradores tipo 2 (Th2) liberan citocinas antiinflamatorias (IL4, IL-6, IL10, TGF)
que tienden a regular a la baja el estado proinflamatorio del sistema inmune. Ademads inducen la

proliferacion de células B y la consecuente elaboracion de anticuerpos por éstas.
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Fig. 1: Fisiopatologia de la Esclerosis Multiple.
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El equilibrio entre las distintas citocinas y de sus concentraciones determina en gran
medida el sentido de la reaccion inmune de todo el proceso. Ademas, los linfocitos T supresores
(CD8+), y las células T que expresan el receptor "asesino natural”, producen la disminucion de la
proliferacion de los linfocitos T colaboradores (respuesta antiergotipica), asi como inhibicion de
su activacion (respuesta antiidiotipica). Contribuyen de este modo a la contrarregulacion de la

inflamacion (Navikas y Link 1996; Martino y Hartung 1999).

La desmielinizaciéon puede producirse por diversos mecanismos. Incluyen los
mecanismos de inflamacion celular y humoral especifica, mecanismos moleculares, asi como

mecanismos especificos de las células productoras de mielina, los oligodendrocitos.
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Entre los mecanismos celulares destaca el ataque directo a los oligodendrocitos por los
linfocitos T citotoxicos (TCR) que no tienen restriccion CMH, y que estan presentes en las
lesiones (Lucchinetti et al. 1996; Lassmann et al. 1997; Storch y Lassmann 1997). Los
oligodendrocitos son dafiados gradualmente, como espectadores inocentes, por especies reactivas
de oxigeno y de nitrogeno, excitotoxinas (glutamato), proteasas, y por la activacion del sistema
perforina/granzima. Otra posibilidad lesional es a través de mecanismos de apoptosis por medio

de receptores de muerte celular CD45 (Fas) y TNF-R1.

Por otro lado, la inmunidad humoral también estd presente en la patogenia de la
Esclerosis Multiple. La alteracion de la barrera hematoencefalica permitiria el paso de
anticuerpos circulantes al SNC (anticuerpos antiPBM, antiMOG, antiMAG, etc.). Estos
producirian desmielinizacion mediante la citotoxicidad mediada bien por células antigeno
dependiente; bien mediante la activacion del complemento, que pondria en marcha el complejo
de ataque a la membrana; bien a través de la opsonizacion de la mielina, que promueve la
fagocitosis mediante los macrofagos; o por ultimo, mediante la atraccion de los macrofagos y

microglia que liberarian sustancias mielinotoxicas.

En cuanto a la remielinizacion de las placas agudas destacar que ésta se realizaria
fundamentalmente a partir de las células progenitoras del oligodendrocito (OA2). La
remielinizacion es incompleta debido, bien a que los episodios repetidos de desmielinizacion
producirian la deplecion de OA2, bien a que se produciria la muerte de los mismos por falta de
factores de crecimiento especificos. Por ultimo, también a que la hiperplasia astrocitaria podria

inhibir la migracion de los OA2.

Se han descrito la existencia de mediadores moleculares del dafio a los oligodendrocitos:
independientes de receptor y dependientes de receptor (Gonsette R. 2001). Entre los primeros
destacan: a) especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrogeno (RNS) tales como: el OH
(radical hidréxilo libre), O2- (anién superdxido), ONOO (peroxinitrito) y NO (6xido nitroso); b)
excitotoxinas (glutamato); c) proteasas; d) sistema perforina/granzima. Entre los mediadores

dependientes de receptor destacan los receptores de muerte: CD95 (Fas) y TNF-RI1.

Por ultimo, mencionar que los mecanismos patogénicos de la destruccion axonal presente

en la Esclerosis Multiple no se conocen bien; se sabe que puede ocurrir en fases tempranas de la
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enfermedad y que estaria relacionada con la intensidad del proceso inflamatorio en las lesiones
activas de desmielinizacidon. Sin embargo, la lesion axonal podria ser en parte independiente de
la actividad desmielinizante y estar involucrados mecanismos patogénicos diferentes (Gonsette

R. 2001).
GENETICA DE LA ESCLEROSIS MULTIPLE

La susceptibilidad a la Esclerosis Multiple es compleja. Existen varias evidencias que
sustentan la existencia de un componente genético. Asi lo apoyaria la mayor incidencia de la
enfermedad en noérdicos europeos en relacion a poblaciones indigenas de la misma localizacion
geografica; la presencia de agregacion familiar; y la carencia de un exceso de Esclerosis Multiple
en pacientes adoptados en el seno de una familia con la enfermedad. También lo apoya el que
entre gemelos monocigoticos se haya sugerido la existencia de un riesgo en torno al 25-30%, y
que éste solo sea del 3-5% entre los gemelos dicigéticos o, Unicamente, del 2-4% entre los

pacientes con un familiar de primer grado afecto (Kantarci y Wingerchuk 2006).
Cinco grupos de genes han sido implicados:
1. Genes de los antigenos de las Células T humanas (HLA).
2. Genes de los Receptores de células T.
3. Genes de las moléculas accesorias que participan en la presentacion de Antigenos.
4. Genes de las Citocinas.
5. Genes de los Autoantigenos.
1. Genes de los Antigenos de célula T humanas (HLA).

La Unica asociacion genética, consistente y convincente, observada en la Esclerosis
Multiple es con los alelos y haplotipos del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
localizado en el cromosoma 6p21. Existen 3 tipos de HLA que se expresan en la region

cromosoma (Cr.) 6p21.3.
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Los HLA T presentan canales a y B2 microglobulina (acoplados en Cr.15) y a su vez los
canales a presentan 3 locus (HLA-A, HLA-B, HLA-C). Los HLA de clase II son también
canales ay B (HLA-DP, HLA-DQ, HLA-DR). Se han descrito las siguientes asociaciones:

HLA-DR2 y Esclerosis Multiple.

Existen multiples estudios que asocian los HLA-DR2 con la Esclerosis Multiple en la
poblacién caucasica (Rasmussen et al. 2001; Ebers et al. 1996) y muy especificamente con
determinadas regiones (DRB1*1501, DRB5*0101, DQA1*0102 y DQB1*0602). Rasmussen
(2001), a través de un metaanalisis (europeo), observod la existencia de un efecto aditivo con el
haplotipo DRB1*1501, frente al efecto protector independiente a la asociacion DR2 del
haplotipo DR1 (Francis et al. 1991), del DR6 (Haegert et al. 1996; Laaksonen et al. 2002) y del
DR7 (Haegert et al. 1996). Otros estudios en poblaciones como la asiitica no han revelado
relacion entre el alelo DRB1*1501 y la Esclerosis Miultiple. Estos datos hablan a favor de la
diferente patogenia en funcion de las razas (Kira et al. 1996), e incluso de la existencia de
diferencias en sujetos de la misma poblacion. Estos estudios han revelado que los sujetos con
haplotipo DR4 tienen mayor susceptibilidad de padecer una Esclerosis Multiple, y sugieren la

existencia de diferencias inmunogenéticas entre las diferentes poblaciones.
HLA-111y Esclerosis Multiple.

El HLA-III tiene un punto de unién al gen del TNF-a. Este gen parece participar muy
activamente en la susceptibilidad y severidad de presentar Esclerosis Multiple. Sin embargo,
existen hallazgos a favor (Kira et al. 1997) y en contra (Fugger et al. 1990; Garcia-Merino 1996;
He et al. 1995) de su participacion. Junto a los anteriores existe también un estudio a favor de la
existencia de una mayor susceptibilidad independiente del HLA DRBI1*1501 del promotor
polimérfico del TNF-376 (Fernandez-Arquero et al. 1999).

En todo caso, el consorcio internacional de genética en Esclerosis Multiple (IMSGC
2005), analizé mas de 4500 polimorfismos en 730 familias, y de los datos extraidos, reciente

meta-analisis, s6lo resultd ser significativo el HLA DRB1*1501.
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2. Genes de los Receptores de células T (TCR).

Los genes de los TCR-a estan situados en el cromosoma 14 y los TCR-B en el
cromosoma 7q35. Presentan marcadores polimorficos que pueden influir sobre la funcion de los
TCR y son potencialmente un impulso de las células T autoreactivas. Aunque numerosos
estudios sobre los polimorfismos de los TCR conducen a la susceptibilidad a padecer Esclerosis
Multiple en relacion a los TCR- a y B (Seboun et al. 1999; Martinez-Naves 1993; Buhler et al.
2000), existen discrepancias (Wei et al. 1995; Vandevyver et al. 1994; Droogan et al. 1996) muy

probablemente en base a factores étnicos y genéticos.
3. Genes de las moléculas accesorias que participan en la presentacion del Antigeno.

a) El gen de la molécula ICAM-1 se localiza en el cromosoma 19. Aunque en 1998 el
estudio de Mycko et al. sobre el riesgo de Esclerosis Multiple en una poblacion polaca puso de
manifiesto una relacion estrecha entre ésta y la molécula de adhesion ICAM-1, sin embargo,
estos resultados no han sido reproducidos en poblacion germanica (Killestein et al. 2000) ni en

nérdica.

b) El gen del CTLA-4 esta localizado en el cromosoma 2q33. En poblaciéon nérdica se ha
relacionado con una mayor susceptibilidad de Esclerosis Multiple (Harbo et al. 1999; Ligers et

al. 1999).

¢) El gen que codifica el CD45 (proteina tirosin-fosfatasa transmembrana) que participa
de la unidén entre el receptor de Linfocito T y la célula presentadora de Ag. también se ha visto
implicado en la susceptibilidad para la Esclerosis Multiple (Jacobsen et al. 2000). Dicha
susceptibilidad a su vez aumenta en sujetos que presentan también una sobreexpresion del
CTLA-4, pues la disregulacion sobre la respuesta de las células T es mayor y, por tanto, mayor la

susceptibilidad y la agresividad de la Esclerosis Multiple.
4. Genes de las Citocinas.

En los sujetos afectos de Esclerosis Multiple existe un aumento en la produccion de
citocinas Th1 y Th2 en el LCR (Calabresi et al. 1998; Monteyne et al. 1998) y en las lesiones

(Baranzini et al. 2000; Connella et al. 1995). Por ello el gen implicado en la expresion de IL-1 se
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ha relacionado con la mayor susceptibilidad y severidad de la Esclerosis Multiple (De la Concha

et al. 1997). Dicha implicacion no es tan tacita en otras publicaciones (Niino et al. 2001).

Un estudio con Esclerosis Multiple e IL-4 puso de manifiesto que las modificaciones en
esta ultima modificaba la edad de inicio de Esclerosis Multiple (Fedetz et al. 2001), por los que
el gen implicado en la secrecién de dicha proteina podia influir en el curso y severidad de la

enfermedad (Vandenbroek et al. 2000).

Por ultimo, un estudio con el gen del IFN-y, encontré asociacion entre la Esclerosis
Multiple y las variantes DR3/DR4 (-), pero no fue asi en sujetos nordicos (Miterski et al. 1999).
También hubo una relacion significativa entre Esclerosis Multiple y INF-o (Miterski et al.1999)

y el TGF-B1 (Green et al. 2001).
5. Genes de los Autoantigenos.

Los propios componentes protéicos que componen la mielina, a veces, pueden
comportarse como autoantigenos en la Esclerosis Multiple. La proteina basica de la mielina
(PBM), es el mayor componente protéico de la mielina en el SNC y es el mayor candidato a
comportarse como autoantigeno. El gen de la PBM, estd en el cromosoma 18q22-23, y la
expresion de esta se ha implicado, en multiples estudios, con el riesgo y severidad de Esclerosis

Multiple (Boylan et al. 1990; Tienari et al. 1998; Guerini et al. 2000).

La glucoproteina mielinica oligodendrocitica (MOG) es, por el contrario, la menor de las
proteinas que constituyen la mielina y, aunque también pudiera comportarse como autoantigeno
en la Esclerosis Multiple, los estudios existentes no muestran asociaciéon entre Esclerosis

Multiple y la MOG (Rodriguez 1997).
6. Futuros genes.

Junto a los datos existentes existen muchos estudios genéticos que intentan relacionar
determinados genes con la susceptibilidad, la progresion y la severidad de la Esclerosis Multiple.
La Apolipoproteina (Apo) E, es una molécula implicada en multiples e importantes procesos
biologicos. La Apo E tiene tres formas alélicas apoE4, E3, E2 pero es la primera, la apoE4, la

que se asocia con el incremento del riesgo de aterotrombosis, de desarrollar una enfermedad de
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Alzheimer y con la Esclerosis Multiple. Parece que su presencia es un factor de mal prondstico
(Fazekas et al. 2001; Schmidt et al. 2002) y, aunque su mecanismo de accion aun es incierto,

pudiera estar en relacion en la reduccion de la capacidad de remielinizacion.

Dos estudios sugieren que también el gen del promotor de las IL-1p determina el
prondstico de la Esclerosis Multiple (Kantarci y Wingerchuk 2000; Schrijver et al. 1999), pero
otros no han determinado una asociacion significativa con su severidad, y, muestra de ello son

los estudios realizados con los genes de B7, CTLA-4, IL-10 e IL-4.

Tabla 1. Estudios de susceptibilidad genética (Tabla resumen).

Genes Cromosoma Poblacion Resultados (-) Resultados (+)

Activacion linfocitaria

HLA DR2  6p21.3 Caucésica Rasmussen et al 2000
TCRp 7935 Americana Beall et al. 1989
Americana Seboun et al. 1989
Danesa Fugger et al. 1990
Sueca Hiller et al. 1991
Americana  Lynch et al. 1991 Beall et al. 1993
Espaiola Martinez et al. 1993
Belga Vandevyver et al. 1994
Americana  Wei et al. 1995
Germana Epplen et al. 1997
Finlandesa =~ Wansen et al. 1997
Australiana Buhler et al. 2000
CTLA-4 2q33 Sueca Ligers et al. 1999
Noruega Harbo et al. 1999
B7-1 3q13.3-g21 Americana  Weinshenker et al. 2000
ICAM-1 19p13.3-p13.2 Polaca Mycko et al. 1998
Sardinia Marrosu et al. 2000
CD45 1q31-q32 Germana Jacobsen et al. 2000
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Genes

Cromosoma

Poblacion

Resultados (-)

Resultados (+)

Quimiotaxis leucocitaria

CCR 3p21-24
MCP-3 17q11.2
Citocinas

IL-1RA 2ql4-q21
IL-1B 2ql4-q21
IL-2 4q26-21
IL-4 5q23-31
IL-6 Tp21
IL-10 1q31-q32
Interferon- B 9p21
Interferon-o  9p21
Interferon-y 12q14-15

Australiana
Caucasica

Sueca

Sueca
Espafiola
Finlandesa
Italiana
Britanica
Americana
Finlandesa
Britanica
Americana
Sueca
Francesa
Britanica
Sueca
Francesa
Italiana
Germana
Francesa
Sueca
Caucasica
Germana
Germana
Germana

Sueca

Bennetts et al. 1997
Barcellos et al. 2000

Huang et al. 1996

Fiten et al. 1999

De la Concha et al.1997

Cansen et al. 1997

Feakes et al. 2000
Kantareci et al. 2000
Wansen et al. 1997
Feakes et al. 2000
Kantarci et al. 2000
He et al. 1998
Reboul et al. 2000
Feakes et al. 2000
He et al. 1998
Reboul et al. 2000
Vandenbroeck et al. 2000
Schmidt et al. 2000
Reboul et al. 2000
He et al. 1998
Pickard et al. 1999
Maurer et al. 2000
Miterski et al. 1999
Miterski et al. 1999
He et al. 1998
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Genes Cromosoma Poblacion  Resultados (-) Resultados (+)

Actividad proteolitica

Gelatinasa B 20q11.2-q13 Sueca Nelissen et al. 2000
Sardinia Nelissen et al. 2000

TIMP-3 22ql2 Britanica Chataway et al. 1999

Autoantigenos

MPB 18922-q23  Canadiense Boylan et al. 1990
Caucésica  Barcellos et al. 1997
Sueca He et al. 1998

Caucasica Seboun et al. 1999

Francesa Coppin et al. 2000

Italiana Guerini et al 2000
MAG 19q13.1 Britanica Chataway et al. 1999

TCR: receptor de LT, CTLA-4: Ag linfocitario citotéxico T, ICAM-1: molécula de adhesion, IL-1: interleucina
1, CCRS5: receptor de quimiocina 5, MPC-3: proteina quimiotactica de monocitos, TIMP: inhibidor tisular de
las metaloproteinasa, MPB: proteina basica de la mielina, MAG: glicoproteina asociada a la mielina.

B. FACTORES DE LA COAGULACION SANGUINEA IMPLICADOS EN
LA INFLAMACION.

B.1 GENERALIDADES.

La coagulacion y la fibrinolisis forman parte del sistema de defensa bioldgico celular al
actuar a través de receptores de superficie y receptores plasmaticos. Activan reacciones en
cascada enzimdticas y regulan con ello algunas interacciones célula-célula y célula-matriz
extracelular. Los mecanismos que intervienen en el proceso de la fibrinolisis no sélo participan
en la coagulacion sanguinea, sino que también actian en otros procesos vitales, tales como la

angiogénesis, la migracion celular, la ovulacién, la inflamacién, la reparacion tisular y la

32



Introduccién

cicatrizacion; e incluso, median en procesos fisiopatologicos como la ateroesclerosis y la

metastatizacion tumoral.

La homeostasis, definida por Virchow en el siglo pasado, es el resultado del perfecto
equilibrio de un elevado niimero de interacciones entre los componentes de la sangre y las

paredes de los vasos sanguineos.
Cuatro son los componentes de la homeostasis:
1. El endotelio y subendotelio vascular.
2. Las plaquetas y células sanguineas.
3. La coagulacion y anticoagulacion.
4. La fibrinolisis y antifibrinolisis.

Y, a su vez, los componentes de este fragil y delicado equilibrio, pueden también

dividirse de forma secuencial siguiendo a Standinger et al. (1996) en:

1. Hemostasis primaria: que comprende la interaccion con la pared del vaso, plaquetas y

algunos factores de la coagulacion, dando lugar a la formacion del coagulo.

2. Coagulacion: proceso enzimatico que se desarrolla sobre la pared del vaso o sobre las
superficies celulares, bajo la influencia de distintas acciones reguladoras y que finaliza con la

formacion de un trombo hemostatico de fibrina.
3. Cicatrizacioén: mediante la proliferacion de fibroblastos y sistemas de coldgeno.

4. Fibrinolisis: proceso enzimatico por el que se eliminan los trombos de fibrina,
facilitando la recanalizacion vascular y que se desarrolla también bajo la influencia de distintas

acciones reguladoras.

La fase plasmatica de la coagulacién consiste en un conjunto de reacciones proteoliticas
cuya finalidad es transformar el fibrin6geno (factor I) en fibrina insoluble, mediante la accion de

la enzima trombina (factor II).
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Segun la iniciacion del proceso se distingue una via intrinseca, desencadenada por el
contacto del plasma con el endotelio vascular alterado o una superficie extraia. Y una via
extrinseca, o activada por la rotura de continuidad de la superficie endotelial o el paso de

sustancias tromboplasticas.

Existen sustancias enddgenas que tienden a autolimitar el proceso coagulativo, siendo el
mas conocido el de antitrombina III (AT-III), proteina que inactiva, entre otros, los factores Il

activado (Ila) y X activado (Xa) (Standinger et al. 1996).

Pero para que la fibrina insoluble se forme a partir del fibrindgeno, se precisa la actuacion
de su enzima especifica, la trombina, que circula de forma inactiva como protrombina, y cuya
activacion la producen conjuntamente los factores V y X activados, junto con el calcio y el factor

plaquetario 3.
Via extrinseca de la coagulacion:

La coagulacion in vivo es iniciada por el factor tisular o tromboplastina tisular, una
glicoproteina transmembrana presente en la superficie de muchos tipos celulares (vasculares),
que se localiza fundamentalmente en la pared de los vasos vertiéndose a la sangre tras la lesion
de estos. Estudios recientes también han demostrado que ciertas citocinas pueden inducir dicha
expresion sin que medie dafo en el endotelio vascular (Poskitt TR y Poskitt PK 1985; Csako et

al. 1988).

Cuando en el torrente circulatorio aparece la tromboplastina tisular procedente de tejidos
lesionados, ésta se une al factor VII en presencia de calcio, activandola. Dicho complejo en
presencia de calcio y fosfolipidos anidnicos (PL), permitira, al igual que en la via intrinseca, la

activacion del factor X.
Via intrinseca de la coagulacion:

La coagulacion sanguinea se inicia al activarse el factor XII estimulado por distintas
sustancias o por complejos antigeno-anticuerpo, bajo la coaccion de la calicreina y el

quiminégeno de elevado peso molecular. Y se continua al activarse sucesivamente los factores
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X1, IX, VIII, en presencia de calcio, y utilizando como fosfolipido el factor 3 plaquetario (Baker

y Levin 1998).
Via comin de la coagulacion:

Se inicia con la activacion del factor X que puede producirse por el complejo [Xa-VIla-

Ca-PL (via intrinseca) o el complejo tromboplastina tisular-VIII-Ca-PL (via extrinseca).

De uno u otro origen, la formacion de tromboplastina concluye una vez alcanzada la
activacion del factor Stuart Power, el cual, junto con el factor V, y en presencia de Ca y PL,

constituye el detonante para la produccion de trombina.
La trombinoformacion :

La protrombina circulante (factor II) permanece inactiva mientras no recibe la orden
proveniente del factor X activado a través de la via comln, para convertirse en trombina. Una

vez formada la trombina ya es imparable el fendémeno de la coagulacion.

Igualmente, de forma paralela, la trombina también dispara el proceso de
anticoagulacion. De esta forma, se alcanza el equilibrio hemostatico entre la fluidez sanguinea y

el trombo autocontrolado.
La fibrinomodulacion:

El factor I, fibrindgeno, es un homodimero de un heterotrimero que contiene dos cadenas
Aa, dos BP y dos vy, que sufrira su transformacion en una red soluble de fibrina, que encierra
entre mallas los elementos formes de la sangre. El paso de fibrindogeno a fibrina ocurre
especificamente bajo el control de la trombina. Este potente procoagulante, en presencia de
calcio, también es el activador del factor XIII; el cual, una vez activado, convierte el coagulo de
fibrina en un trombo ya estable capaz de detener de forma definitiva la hemorragia (Baker y

Levin 1998).
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La autorregulacion de la coagulacion:

Si no existiesen mecanismos fisioldgicos de anticoagulacién, el potente efecto
fibrinoformador de la trombina seria imparable. Y, a diferencia de los factores anticoagulantes
patologicos, que actuan sobre factores no activados, los anticoagulantes naturales son especificos

de los factores activados. Destacaremos aquellos factores relacionados con nuestro estudio.
a) Antitrombina 111 (AT-111).

La Antitrombina III, también llamada cofactor I de la heparina, est4 codificada por un
gen localizado en el cromosoma 1q23-25. Actlia frente a la trombina formando complejos 1:1, en
los cuales el centro activo del enzima queda inactivado. También puede actuar sobre otras

serinas proteasas y otros factores de la coagulacion como el XII, XI, X, IX activados.
b) Sistema de las Proteinas Sy C.

La accion anticoagulante de la proteina C y S esta dirigida frente a los factores V y
VIII activados, pero también poseen actividad fibrinolitica al contrarrestar al inhibidor del

activador tisular del plasmindgeno (PAI-1).

La proteina C se activa por accion de la trombina, para lo cual se necesita que ésta esté

unida a la trombomodulina, receptor de la trombina en la célula endotelial.

La proteina S es una glicoproteina, vitamina K dependiente, sintetizada en el higado,
células endoteliales y megacariocitos, que circula unida a la proteina C4b en un 60%, mientras
que el 40% restante constituye la forma funcionalmente activa que acttia como cofactor de la
proteina C. Por ello las alteraciones en este sistema originan un estado de hipercoagulabilidad,

aumentando el riesgo de trombosis (Pedersen-Bjergaard et al. 1997).
¢) Trombomodulina.

La trombomodulina es una glicoproteina asociada a la membrana de las células
vasculares. Esta codificada por un gen localizado en el cromosoma 20. Actia como receptor que
internaliza a la trombina por endocitosis. Tiene dos efectos diferentes de inhibicion de la

coagulacién. Por un lado, inhibiendo la capacidad de la trombina de convertir enzimaticamente
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el fibrindgeno en fibrina, y por otro, la conversion del zimogeno de la proteina C en una proteina

C activada.
d) Otros anticoagulantes naturales.

Entre ellos, y de nuestro interés, mencionaremos a las nexinas 1 y 2. Las nexinas
(Kappa et al. 1987) pertenecen a la familia de las serpinas, que actuan como inhibidores

endogenos de las serinas-proteasas, ejerciendo también efectos sobre la coagulacion.

El papel fisiopatoldgico de la nexina 1 parece estar en relacion con la proteccion de la
matriz extracelular frente a la degradacion por la urokinasa y el activador del plasminogeno
(Kappa et al. 1987). La nexina 2, a diferencia, solo ejerce un papel en la regulacion de la

coagulacion.

B.2 SISTEMA FIBRINOLITICO.

El sistema fibrinolitico podemos definirlo como un mecanismo de defensa natural del
organismo, que elimina la formaciéon de coédgulos, asegurando asi la fluidez circulatoria. Su
activacion se lleva a cabo por la accion coordinada de activadores e inhibidores, manteniendo un
equilibrio dindmico con el sistema de coagulacion para asegurar la permeabilidad vascular (Bick
et al. 1992). De la fibrinolisis/antifibrinolisis depende la fluidez de la sangre. Su importancia
fisiopatologica deriva de las alteraciones que condicionan un exceso de activacion, que
implicaria tendencia al sangrado; como se ha observado en individuos con deficiencia de
antiplasmina o del inhibidor del activador tisular del plasminégeno (PAI-1), ya que ambos son
inhibidores del sistema (Schror et al. 1997). Sin embargo, es mas frecuente encontrar un defecto
de la misma, como ocurre por un déficit de plasmindgeno, o de su activador, o un exceso de
PAI-1; que llevaria a una tendencia trombotica desmesurada. No obstante, hoy sabemos que la
destruccion de la fibrina es tan s6lo una de las diversas funciones del sistema fibrinolitico, cuyos

principales componentes mostramos en la siguiente tabla:
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Tabla 2. Composicion y sintesis de los componentes relacionados con el sistema fibrinolitico.

Componente Concentracion Sintesis

Plasmin6geno 1-1,5 pmol/L Higado

tPA activo 10 pmol/L Endotelio

scuPA L Rifion

Antiplasmina 1 umol/L Higado

PAI-1 0,3 nmol/L Multiples 6rganos

PAI-2 No aplicable Placenta

Vibronectina 3-4 pmol/L Higado

uPAR b Multiples 6rganos
Receptor de manosa No aplicable Higado

LRP No aplicable Higado

tPA: activador tisular del plasminogeno; scuPA: prourokinasa; PAI-1: inhibidor 1 del activador del
plasminégeno; PAI-2: inhibidor 2 del activador del plasmindgeno; uPAR: receptor del activador del plasmindgeno

urokinasa; LPR: receptor de las lipoproteinas de baja densidad; ; desconocido.

Otra de las actividades del sistema fibrinolitico es la activacion de las metaloproteinasas.
Estas, a su vez, poseen la capacidad de degradar las matrices extracelulares, siendo éste un
mecanismo importante en el remodelado de los tejidos (ej. cicatrizacién), en los mecanismos

implicados en la migracion celular (Kobrinsky et al. 1984) y en el crecimiento invasivo.

En los ultimos afios se ha realizado un gran esfuerzo en desentranar en que grado
contribuyen los factores genéticos y ambientales en la variacion interindividual de los niveles
plasmaticos de estos factores hemostaticos. Asi, se ha estimado en un estudio espafiol compuesto

de 397 individuos de 21 pedigrees una influencia genética para el tPA y PAI-1 del 0.27 £ 0.07 y
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0.30 + 0.80 respectivamente (Souto et al. 2000). Por contra, la influencia genética para estos
factores en gemelos se ha estimado del 0.62 para el tPA y del 0.60 para el PAI-1 (de Lange et al.
2001). La razdn para esta diferencia esta en la mayor similitud en ambos genes y en los factores

ambientales entre gemelos cuando se comparan con aquellos observados entre familias.
A continuacion describiremos los principales componentes del sistema:
1. Fibrin6geno.

Es una proteina soluble de 340 kDa, que posee tres subunidades monoméricas en sus tres
canales polipeptidicos Aa, BB, y y. Se sintetiza en el higado, y, como otras proteinas, es
secretada al plasma, donde circula a concentraciones bajas en torno a los 1,5-4 mg/ml,
aumentando en condiciones patologicas (Kamath y Lip 2003). Su papel estd muy bien delimitado
en la coagulacion y circulacion sanguinea, pero en condiciones de BHE rota deja la circulacion
periférica, se extravasa, y entra en el parénquima cerebral donde altera la composicion del la

matriz extracelular neurovascular.
2. Plasmindgeno.

Es el componente principal del sistema fibrinolitico. Es una glicoproteina monocatenaria
de 92 kDa, sintetizada en el higado y codificada en un gen localizado en el cromosoma 6. Actua
como una proenzima de la plasmina, y es responsable de la degradacion proteolitica de la fibrina.
Su concentracion plasmatica es de 2mM (20mg/dl) y su vida media es de 2.2 dias. Por la accion
de sus activadores se convierte en una molécula bicatenaria de plasmina. Una vez activa ésta
ejerce su capacidad proteolitica, no s6lo sobre la fibrina sino también sobre los factores V' y VIII,

algunos componentes del complemento, ACTH, glucagén, GH.... (Janson PA et al. 1980).
2.1. Factores activadores del plasmindgeno:

Los activadores fisiologicos del sistema fibrinolitico son los factores XII y XI activados
(activacion intrinseca), el tPA (activador tisular del plasmindgeno), y el uPA (activador
urokinasa del plasminogeno), aunque éste ultimo parece ser relativamente mas importante en la

proteolisis celular y pericelular.
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2.1.1 El activador tisular del plasmindgeno (tPA), en su forma nativa es una proteasa
serinica monocatenaria constituida por 530 aminoacidos y un peso molecular de 68000 daltons.
Es convertida en una molécula de doble cadena por la plasmina. La cadena pesada A (1-278aa)
es la que contiene los dominios “fingers” o “kringles” homodlogos a otras proteinas como son la
fibronectina, el factor de crecimiento epidérmico, el plasmindgeno..., mientras que su centro
activo se localiza en la cadena ligera B (279-530aa) y contiene los aminoacidos serina, histidina
y acido aspartico; de forma semejante a otras proteasas como la trombina, la plasmina y la

elastasa.

Es sintetizado por las células endoteliales y liberado a la circulacion por estimulos tales
como el estrés, el ejercicio fisico, la oclusion venosa o administracion de fArmacos vasoactivos.
Estos favorecen la liberacion de tPA desde el endotelio vascular, mientras que los corticoides
(dexametasona) y citocinas como la IL-1 6 el factor de necrosis tumoral, disminuyen su
liberacion. Su concentracion plasmatica oscila entre 1 y 6 ng/ml, su vida media es de 5 minutos,

y su principal via de eliminacion es la hepatica.

Se codifica por un gen localizado en el cromosoma 8pl12-p11.2. Se han descrito tres
variantes del polimorfismo Alu (II, ID, DD), siendo el genotipo ID (insercién de una repeticion
Alu en el intron 8, que afecta directamente a la funcion del alelo I), de especial interés pues los
individuos heterocigotos para el alelo I presentan mayor riesgo protrombético (Ludwing et al.
1992, Landenvall et al. 2000) (Figura 2). La variante genotipica II del tPA se ha postulado que
interfiere en la secrecion de tPA (Jern et al. 1999). Se han observado altos niveles de secrecion
del tPA en sujetos homocigoticos para el alelo de insercion comparandolo con los procesados
por el alelo deleccion. En el estudio Roétterdam el alelo de insercion de este polimorfismo se ha
asociado con el riesgo de infarto de miocardio (Van der Bom et al. 1997), aunque esta asociacion

no se ha confirmado en otros estudios.

Recientemente se han descrito 8 polimorfismos nucledtido-individuales, tres de ello se
asocian con la secrecion de tPA (-7351C>T, 20 099T>C en el ex6n 6, 27 445T>A en el intrén
10), siendo el 7351T el que se ha relacionado con el riesgo de infarto de miocardio (Van der
Bom et al. 1997) y, mas recientemente, con el incremento del riesgo de sufrir un ictus, que ya se

habia relacionado previamente con el polimorfismo TT del tPA.
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El promotor del gen tPA presenta 2 terminales (SP1) de inicio, TATA-independientes,
que median en el inicio de la transcripcion, asi por ejemplo, la transicion de citosina a timina en

el codon -7351 altera el core en uno de los SP1 y con ello la transcripcion y las interacciones.

Figura 2. Polimorfismo Alu del gen del tPA.

Polimorfismos del Gen t-PA

Intron 7~

lll/"l_
/

Intr01f7

---._.-_

2.1.2 El activador de la urokinasa plasmindgeno (UPA), como el tPA, posee un centro

con actividad serina-proteasa y ejerce su misma funcion.
2.2. Factores inhibidores del plasmindgeno:

Se conocen varios inhibidores de las serinas-proteasa (serpinas), tales como la
antiplasmina, el PAI-1 y PAI-2, implicados en la regulacion de la actividad del sistema

fibrinolitico.
2.2.1. El inhibidor del activador del plasmindgeno (PAI-1)

Denominada recientemente SERPINA El, pertenece también a la superfamilia de las
serpinas. Posee una masa molecular de 52 kDa, esta constituida por 379 aminoacidos y contiene

un 13% de carbohidratos (Figura 3).
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Figura 3. Estructura tridimensional de la molécula PAI-1

Fuente: Hekman C et al.1985.

En condiciones normales es producido por varios tipos celulares, incluyendo células
endoteliales, hepatocitos, células musculares lisas, adipositos y plaquetas. En condiciones
patologicas existen otros tejidos capaces de secretar PAI-1, siendo éste el caso de estirpes de
células tumorales y de las células endoteliales en respuesta a citocinas inflamatorias, como se ha

observado en la diabetes mellitus, en el infarto de miocardio o en la trombosis venosa.
En plasma circula unido a la vibronectina y actaa tanto sobre el tPA como sobre el uPA.

Las concentraciones plasmaticas de PAI-1 son muy bajas (25ug/L), pero superiores a las
de los activadores del plasminogeno, lo que unido a su gran reactividad con ellos, hacen del PAI-
1 un importante regulador de la fibrinolisis. Su sintesis (Tabla 3) y concentracion en plasma se

caracteriza por:

a) Tener fluctuaciones. Los niveles diurnos son mayores y presentan variaciones en

relacion con la ingesta de carbohidratos y de cafeina.

b) Al ser un reactante de fase aguda, aumenta su actividad de forma significativa tras

sufrir un infarto agudo de miocardio, un traumatismo, en la coagulacion intravascular
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diseminada, en la trombosis venosa profunda, y tras una intervencion de cirugia mayor. Sin
embargo, esta actividad disminuye hasta valores practicamente normales tras la primera semana
del evento, comportandose como el reactante cuyas cifras plasmaticas retornan mas rapidamente

a la normalidad después de la elevacion inicial.

¢) Aumentar gradualmente su concentracion durante el embarazo y descender a niveles
normales tras el parto. Asi como aumentar en las enfermedades hepaticas, en la obesidad, en la
hipertrigliceridemia (Hong et al. 1997, Henry et al. 1997), en la fibrosis pulmonar, en las

glomerulonefritis, y en la ateroesclerosis, stress fisico y con la hipoxia.

d) Aumentar en relacion con la insulina, con la adrenalina, con la angiotensina II, con la
administracion de corticoides (dexametasona) y con el aumento de citocinas como la IL-1

(Dawson et al. 1993) y el factor de necrosis tumoral.

Existen dos pools de PAI-1, uno de ellos estaria constituido por el que se encuentra en
estado de libre circulacion por el plasma; y el otro estaria contenido en los granulos de las

plaquetas, siendo indistinguible inmunolodgica y estructuralmente de aquél.

Su principal funcion es participar en la fibrinolisis bloqueando la conversion de
plasmindgeno a plasmina, al participar en el control de la activacion de las metaloproteinasas
(MMPs). También interviene en otras funciones, como por ejemplo en el ciclo celular, por su
relacion intima con el p53; y, recientemente, se ha implicado en la fisiopatologia de procesos
inflamatorios, degenerativos y neoplésico, al participar en la migracion celular, en los procesos
de proteolisis celular, al favorecer la infiltracion de polimorfonucleares e intervenir en la

migracion microglial.

Se codifica en el cromosoma 7, y comprende 9 exones y 8§ intrones. Su transcripcion
genética es activada por citocinas inflamatorias, especialmente por IL-f, TNF-a y TGF-B, y
activadores no protein-kinasa C; y todo lo contrario, inhibida por el TNF-y, el 6xido nitroso,

factores natriuréticos y por drogas hipolipemiantes.
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Tabla 3: Factores que influyen en la sintesis de PAI-1.

In vitro In vivo
Trombina Aumenta N.D
IL-1a Aumenta N.D
TGF-B Aumenta N.D
Glucocorticoides Aumenta N.D
Insulina Aumenta N.D.
Glucosa Aumenta No efecto
Triglicéridos Aumenta No efecto
TNF-a Aumenta Aumenta
Endotelina 1 Aumenta N.D
Testosterona N.D. Disminuye
Estrogenos N.D. Aumenta
Angiotensina II Aumenta Aumenta
Tabaco N.D. No efecto o aumenta
Ejercicio fisico N.D Disminuye

TGF: factor de crecimiento, TNF: factor de necrosis tumoral, N.D: no disponible
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Se han descrito tres variantes polimorficas del gen del PAI-1 (4G/4G, 4G/5G y 5G/5G),
siendo el genotipo 4G/4G de la region protomérica de especial interés, pues los individuos
homocigotos para el alelo 4G presentan un 25% mas de concentraciones plasmaticas y
plaquetarias de PAI-1 que las de los sujetos con alelo 5G. Estudios in vitro han confirmado
mayores niveles de transcripcion asociados con el alelo 4G y diferencias en la unién a proteinas
nucleares. Ambos alelos se unen a un activador transcripcional, mientras que el alelo 5G también
se une a una proteina represora, resultando en una disminucion de la transcripcion del alelo 5G
en comparacion con el alelo 4G (Dawson et al. 1993). Este hallazgo que se ha relacionado con
un mayor riesgo protrombdtico. Por otro lado, el genotipo 5G/5G parece ser un bajo productor
de PAI-1 (Eriksson et al. 1995). También se ha sugerido que el promotor del PAI-1 responde a
la interlucina 1-a (IL-1a) de una manera especifica alélica, incrementdndose la produccion de
PAI-1 en las células incubadas con interlucina 1-a que contenian el alelo 4G en comparacion con
cultivos no estimulados (Dawson et al. 1993), aunque estos resultados no han sido confirmados

(Eriksson et al. 1995).

2.2.2. El inhibidor-2 del activador del plasmindgeno (PAI-2) o SERPINA B2, es una
serpina producida por la placenta y los macroéfagos que inhibe la formacion preferentemente del

uPA, aunque su papel en la regulacion de la fibrinolisis es clara, es ain incierta.

2.2.3. La antiplasmina, es una glicoproteina de 70 kDa, presente tanto en el plasma como
en las plaquetas, que parece tener un efecto inhibidor especifico de la plasmina. Su reaccion con
¢ésta es extremadamente rdpida, formando un complejo que la inhibe irreversiblemente, para lo
cual requiere que tanto el centro activo como los sitios de union de la lisina de la plasmina estén

libres.

La antiplasmina se produce en el higado y su concentracion plasmatica es de 70 mg/L.
Una pequefia porcion de ella queda unida a la fibrina por medio del factor XIIla (Kobrinski NL

et al. 1984).
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B.3 HOMOCISTEINA.

La homocisteina es un aminoacido, intermediario del metabolismo de la metionina, y
convertido de vuelta en ésta por la metil-n-tetra-hidrofolato reductasa o por la homocisteina
metiltransferasa. Alteraciones en ambas vias genera el aumento de los niveles plasmaticos de
homocisteina, por ello podemos decir, que las concentraciones extracelulares de homocisteina
son un indicador de la actividad enzimatica y de la biodisponibilidad de cofactores y sustratos
involucrados en su metabolismo: vitamina B6, B12 y dacido fo6lico. Otras causas de
hiperhomocisteinemia son el fallo renal cronico, el hipotiroidismo, la diabetes mellitus,

tratamientos farmacologicos, etc...

Las concentraciones plasmaticas, en ayunas, oscilan entre 5 y 16 umol/l, siendo la vida
media de la homocisteina en sangre de 12 a 24 horas. Elevadas concentraciones son toxicas para
las células endoteliales, incitando a una reaccion trombdtica y ateroesclerdtica, tanto en el

territorio arterial como en el venoso.

C. SISTEMA DEL FIBRINOGENO Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Las neuronas y los astrocitos, dada su proximidad a las células endoteliales, poseen la
propiedad de participar en la regulacion de la homeostasis vascular y la microcirculacion
cerebral. Estas interacciones neurovasculares y gliovasculares determinan la gran mayoria de las
funciones nerviosas: el desarrollo neuronal, la actividad sindptica, el intercambio metabolico, la
neurogénesis adulta, etc... Entre ambos sistemas existe una barrera natural, la llamada barrera
hematoencefalica (BHE) (Abbot et al. 2002), que regula la entrada de proteinas y demas

componentes circulantes por el torrente sanguineo sistémico.

La BHE es de base celular y molecular compleja. Su ruptura es punto de partida de
multiples entidades patologicas del SNC: patologia tumoral, como en el glioblastoma cerebral
(Seitz y Wechsler 1987; Roberts et al. 2000); procesos infecciosos como en la encefalitis por el
virus de la inmunodefiencia adquirida (HIV) o en la meningitis bacteriana (Langford y Masliah
2001); en procesos isquémicos cerebrales (Wang y Lo 2003); en procesos neurodegeneracion

como la enfermedad de Alzheimer (Berzin et al. 2000; Giri et al. 2000); en enfermedades
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desmielinizantes como la Esclerosis Multiple (Minagar y Alexander 2003); y en el dafio medular

espinal (Popovich et al. 1996).

Un comun denominador en todas ellas es el paso de los componentes de la sangre, y por
ende, del fibrindgeno, al parénquima cerebral, provocando el edema, la inflamacion, la isquemia,

la hemorragia, etc... En definitiva, generando el dafio y lesion de las células nerviosas.

El fibrinogeno, en condiciones de BHE rota, abandona la circulacion periférica, se
extravasa y entra en el parénquima cerebral, donde altera la composicion de la matriz
extracelular neurovascular por su actividad procoagulante local (Friedmann et al. 1999). Asi se
genera la conversion de fibrindgeno a fibrina por la accion de factores tisulares perivasculares
(Thomas et al 1993). Existe ademads, en el sistema nervioso central, cuya localizacion reflejamos

en la Tabla 4, una amplia variedad de proteinas relacionadas con la fibrina.

La actividad del fibrindgeno se vehiculiza a través de los receptores y las proteinas

ligantes del fibringeno.

Tabla 4. Proteinas relacionadas con la fibrina en el SNC.

Proteinas Localizacion y funcion en Referencias

relacionadas Sistema Nervioso

con la Fibrina

Via de la Coagulacion

Protrombina Neuronas dopaminérgicas Weinstein et al. 1995
Trombina Neuronas Dihanich et al. 1991
Receptor de Trombina Neuronas dopaminérgicas Weinstein et al. 1995
Factor tisular Astrocitos Eddleston et al. 1993
Proteina C N. piramidales y Células Purkinje | Yamamoto y Losutoff
1998
Trombomodulina Astrocitos Pindon et al. 1997
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Via Fibrinolitica

Plasminogeno Microglia y Neuronas Nakajima et al. 1992
Basham y Seeds 2001
Neuropsinas Oligodendrocitos Chen et al. 1995
He et al. 2001
tPA Microglia, Neuronas, Cel Schwanr| Sapinno et al. 1993
Tirska 1997
Gingrich 2000
uPA Microglia Hastings el al. 1997
Neuroserpinas Neuronas Yong et al. 1998
MMPs Microglia,Astrocitos,Oligodendrocitos

Receptores de Fibrina

avp3 Oligodendrocitos Milner et al 1996
Astrocitos Blaschuk 2000
Células Schwann y leucocitos Milner et al. 2001

a5p1 Oligodendrocitos Relvas et al. 2001

ICAM-1 Astrocitos, células endoteliales Lee et al. 2000

VE-Cadherina

Células endoteliales

Navratil et al. 1997

Calreticulina

Neuronas

Hossain et al. 2000

Mac-1

Microglia, macrofagos

Perry et al. 1985

Moléculas marcadoras de la fibrina y factores de transcripcion

Rho GTPasa

Neuronas, Células Schwann

Luo 2000
Cheng et al. 2000
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ERK1/2 Células Schwann, Oligodendrocitos | Birmingham 2001
Stariha 1997
PI3-kinasa Oligodendrocitos, Células Schawnn | Ebner et al. 2000

Liet al. 2001

NF-KB Neuronas, Células Gliales Mattson y Camandola 2001

Matriz Extracelular

Laminina Crecimiento neuronal, Luckenbill-Edds 1997
Mielinizacion/ inflamacion Cheng and Strickland 1997
Tenascina-R Adhesion neuronal y diferenciacion Pesheva y Probstmeier
2000
Fibronectina Neuronas, Astrocitos Pires Neto et al. 1999
Fibrina Exacerbacion del daio axonal Akassoglou et al. 2000
Exacerbacion de EAE Inoue et al. 1996

Receptores de Fibrin (6geno):

El fibrindgeno exhibe una gran habilidad para activar receptores con una amplia
expresion tisular (integrinas: aS5B1, aMB2, ollBB3, aVPS... y no integrinas: ICAM-1, VE-
cadherina... (Tabla 5), que expresan en su superficie leucocitos, macrofagos y monocitos,
siendo dicha interaccion la que pone en marcha los procesos adhesion, migracion y activacion de
procesos tan dispares como la coagulacion, la angiogénesis, la inflamacion y la propagacion de
infecciones (Figura 4). Su interaccion mas conocida es con los receptores de las integrinas

(Adams et al. 2004).
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Tabla 5: Receptores del fibrindgeno.

Receptores Células de union Via activacion Funcion
INTEGRINAS
a5p1 Leucocitos Migracion
Células endoteliales Adhesion
aMp2, Neutrofilos NF-KB Adhesion
Migracién
allBfB3 Plaquetas PLC Adhesion
Megacariocitos
AVp3 Células endoteliales PLC Adhesion
Fibroblastos
aVps Células de Schawnn ERK1/2 Adhesion
Proliferacion
NO
INTEGRINAS
ICAM-1 Leucocitos Adhesion
Neutrofilos Rho Migracion
C¢lulas endoteliales ERK1/2 Supervivencia
VE-caherina Células endoteliales Proliferacion
Migracion

NF-KB: factor nuclear Kappa B, PI3K: Kinasa fosfoinositada 3, ERK1/2: Kinasa de regulacion extracelular 1 y2,

PLC: fosfolipasa, ICAM-1:Molécula de adhesion celular tipol.

a). Proteinas ligantes del Fibrin(ogeno):

El fibrindgeno, al interaccionar con diferentes proteinas fijadoras (Tabla 6), participa en

multiples funciones fisioldgicas y patoldgicas. Asi, la interaccion entre la matriz extracelular (ej.

fibronectina) y el fibrindgeno regula la adhesion y migracion de los fibroblastos (Engvall et al.

1978; Grinnell et al. 1980).
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Figura 4. Unidn del fibrindgeno a sus receptores y funciones derivadas de ello.(Akassoglou
Ky Strickland S. 2002).

FIBRINOGENO

ICAM-1 MAC-1
l \ 5 5
2 6
Rho GTPasa ERK1/2phop. NK-xB PI3-K/Akt
L l
Migracion Proliferacion Citocinas Supervivencia/Apoptosis

1. Altieri et al. 1995.

2. Sans et al. 2001.

3. Pluskota y D’"Souza 2005.
4. Altieri et al. 1988.

5. Whitlok et al. 2000.

6. Pérez et al. 1999.
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Tabla 6. Proteinas ligantes del fibrindgeno.

Proteinas ligadoras Células/lugar de interaccion Funcion
Proteinas Mamiferos

Fibronectina Fibroblastos Adhesion
IGFBP-3 Estroma celular Migracion
bFGF (FGF-2) Células endoteliales Proliferacion
VEGF Células endoteliales Proliferacion
Trombina Plasma Coagulacion
Plasminogeno Plasma Fibrinolisis
tPA Células endoteliales y Plasma Fibrinolisis
Gelsolina Plasma Coagulacion

Proteinas Bacterianas

CIfA, CIfB, FnbpA, Staphylococcus aureus Adhesion,
FnbpB adhesinas Anti-coagulacion
Map/Eap, Efb, Emp Staphylococcus aureus Anticoagulacion
M1, M5 Group A streptococo Supervivencia

IGFBP-3: factor de crecimiento insulin-like 3; bFGF: factor de crecimiento fibroblastico; VEGF: factor de
crecimiento del endotelio vascular; tPA: activador tisular del plasminogeno; CIfA: factor de unién A; CIfB: factor de
union B; FnbpA: proteina de unioén a la fibronectina A; FnbpB: proteina de unién a la fibronectina B; Map/Eap:
proteina analoga del complejo mayor de histocompatibilidad clase II / proteina de adhesion extracelular; Efb:
proteina de adhesion extracelular del fibrindgeno; Emp: proteinas de uniéon a la matriz extracelular; M1 y M5

(receptores de proteinas y factores de virulencia).
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También, durante la cicatrizacion de las heridas, la gelsolina (proteina plasmatica), al
unirse con el fibrindgeno, estabiliza el coagulo (Smith et al. 1987); y, la unién del fibrindgeno a
factores de crecimiento insulin-like (IGFBP-3) favorece tanto la coagulacion como la unién a
factores de crecimiento de fibroblastos (ej. bFGF y FGF-2), estimulando la proliferacion de las
células endoteliales (Sahni et al. 1998; Campbell et al. 1999). La activacion de las plaquetas y la
formacion de fibrina durante la coagulacion, se acompana de la traslocacion de proteinkinasa A
(PKA), vitronectina y PAI-1 en las fibras de fibrina, generando la fosforilacion de la vitronectina
e iniciando con ello el proceso fibrinolitico (Morgenstern et al. 2001; Ponnura et al 2003). Junto
a lo anterior, la fibrina(n6geno) también puede intervenir en la patogénesis microbiana, pues
muchas bacterias como estafilococos y estreptococos expresan proteinas que pudieran unirse al
fibrin6geno. Un ejemplo de ello lo encontramos en el estafilococo aureus que secreta proteinas
solubles que se unen a la fibrina y previenen la coagulacion, o en el estreptococo del grupo A
que expresan proteinas de superficie M1 a M5 con gran afinidad por la fibrina, favoreciendo la

supervivencia bacteriana (Ponnura et al. 2003; Ringdahl et al. 2000).

b.1) Interrelacion entre el sistema del fibrindgeno, el TNF- a y las endotoxinas:

Las proteinas procoagulantes necesarias para la formacion de fibrina estan presentes en el
parénquima cerebral, y de su concentracion depende el dafio neuronal. Junto a ellas, existen
factores neurodegenerativos y neuroprotectores que exhiben una funcién reguladora en la
Sistema Nervioso (Tabla 7). El ya referido sistema fibrinolitico (Kerschensteiner et al. 2003), el
factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y las endotoxinas. En condiciones inflamatorias los tipos
celulares mas afectados por la extravasacion del fibrindgeno son las células de Schwann en el

Sistema Nervioso Periférico y los macrofagos en el Sistema Nervioso Central.

El TNF-a y las endotoxinas, ademas de la funcidon proinflamatoria, contribuyen a la
formacion de fibrina, incrementando la expresion de moléculas claves en la activacion de la
cascada de la coagulacion (Esmon et al. 2000). Al actuar sobre los astrocitos, en condiciones
inflamatorias, son capaces de favorecer la extravasacion del fibrindgeno, que altera-rompe las

uniones de las células endoteliales (Kirk et al. 2003).
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Tabla 7. Factores neurodegenerativos y neuroprotectores que exhiben una
funcién reguladora en la Sistema Nervioso (Kerschensteiner et al. 2003).

Factores Pro-inflamatorios y Neurotoxicos
Metaloproteinasas de la matriz (MMP)
Activadores del plasminogeno
Citocina Th1 ( Linfocito T helper)
Factor de necrosis tumoral (TNF)
Interleukina (IL)-1
Osteopontina
Leucotrienos
Glutamato
Oxido nitroso
Neurotrofinas (via p75NTR)
Factores Anti-inflamatorios y Neuroprotectores:
Factor neurotrofico ciliar
Citocinas Th2 (Linfocito T helper)
Factor de crecimiento
Receptor TNF soluble

TNF-R
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Receptor IL-1 soluble
Prostaglandinas
Lipoxinas
Inhibidor tisular de las metaloproteinasas
Antitrombina 11
Neurotrofinas:
- Factor neurotréfico cerebral
- Factor de crecimiento nervioso
- Neurotrofina (NT)-3
- NT-4/5
- Factor neurotrofico derivado de la célula glial

- Factor inhibidor de la leucemia

b.2) Actuacion sobre la microglia:

La microglia, es considerada como las células fagocitarias del cerebro, son las verdaderas
células “inmunes” del SNC (macrofagos titulares). Cuando la microglia detecta un dafio en el
cerebro migra a las zonas de lesion, prolifera localmente y se activa, sufriendo una seria de
transformaciones (Kreutzberg 1995). La microglia activada esta ligada a entidades
neurodegenerativas, isquémicas e inflamatorias-autoinmunes: ej. Esclerosis Multiple/Encefalitis

Aguda Experimental (Dickson et al. 1993; London et al. 1996).
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En la Esclerosis Multiple /Encefalitis Aguda Experimental, la microglia se cree
contribuye a la proliferaciéon de citocinas proinflamatorias, proteasas y radicales libres
(Benveniste, 1997). En estas circunstancias la microglia expresa factores de crecimiento tales
como el factor de crecimiento insulin-like 1, el factor de crecimiento plaquetario, factor de
crecimiento de fibroblastos (Diemel et al. 1998); sustancias inmunosupresores tales como TGF-$
I, que se relaciona con la remisién clinica en Esclerosis Multiple/Encefalitis Aguda
Experimental (Kiefer et al. 1998); y sustancias procoagulantes como el tPA. El tPA se expresa
en la microglia. En la Encefalitis Aguda Experimental la erradicacion de la microglia se
correlaciona con un decremento sustancial de la actividad inflamatoria. La Tabla 8, muestra la

lista de moléculas disreguladas en microglia y astrocitos en pacientes con Esclerosis Multiple.

Tabla 8. Moléculas que disregulan la microglia y los astrocitos en la Esclerosis Multiple.

Microglia

1.- Incrementan

Funcion

iNOS Stress Oxidativo

GRMS Inducen no neurotoxicidad microglial
CXCL1 Atraccion de LT por quimiotaxis
CXCR2 Movilizacion de activacion microglial
GRM2 Receptor glutamaérgico
mGluR1 Neuroproteccion y secrecion BDNF

IL-10,IL-10R, IL-4R

Anti-inflamacion

Oncoctatin M

Citocina Proinflamatoria

IL-6 Inducen la neurodegeneracion
CCR2, CCR3, CCR5 Migracion
Leucotrieno A2 Proinflamatoria
MCPI Migracion
TNF-a Citotoxicidad,
Inducen la muerte neuronal in vitro
Anexina 2 Apoptosis
NgR Activacion de la mielinolisis
2.- Disminuyen
IGfBP-2 ” Factor de Crecimiento
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Astrocitos
1. Aumentan
14-3-3 proteina Progresion rapida en neurodegeneracion
mGluR4 y mGluR8 Excitocitosis
Sincitina Toxicidad oligodendrocitaria
IL-10, IL-4, ILIOR Th2 citocinas, Proinflamatoria
iNOS Inducen el stress oxidativo
Oncostatina M Molécula proinflamatoria
IL-8 Migracion
CCRS Migracién
IL-6 Neurotoxicidad
Alfa Beta cristalina Inmunomodulacion
MHC-II Presentacion antigénica
IGF-1 Factor de crecimiento
C5a Complemento asociado a inflamacion
Anexina II Apoptosis
BAFF TNF- regulados
Tenascina C Matriz extracelular
TNF alfa Citotoxicidad
2. Disminuyen
Neuroregulina ” Supervivencia axonal

¢). El fibrin(égeno) en los procesos inflamatorios-desmielinizantes del Sistema

Nervioso Central (SNC):

Algunos datos relevantes en modelos animales de Encefalitis Aguda Experimental ponen
de manifiesto el rol del fibrin(6geno) en los procesos inflamatorios-desmielinizantes del Sistema

Nervioso Central. Asi:

1.- En la encefalitis aguda experimental (EAE) se ha observado un incremento en la

actividad de la coagulacion, que precede a la sintomatologia de la encefalitis (Inaba et al. 2001).
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2.- La deplecion farmacoldgica de la fibrina en la EAE disminuye los sintomas clinicos
(Inoue et al. 1996). Ademas, la inhibicidn en la formacion de fibrina, disminuye la formaciéon y

activacion de la trombina. Ello, se ha visto, disminuye la lesién del nervio optico.

3.- La fibrina permanece en las placas ain siendo éstas inactivas. Esto sugiriere la
incapacidad del Sistema Nervioso Central para degradar la fibrina. De los estudios en Encefalitis
Aguda Experimental se desprende que los depositos de fibrina preceden, y regulan el inicio de la
demielinizacion. La fibrina es por tanto el mayor componente-derivado sanguineo que interviene
en los procesos inflamatorios del Sistema Nervioso Central. Su mecanismo de accioén es mediado
mediante la activacion de los macrofagos y la liberacion de citocinas proinflamatorias y
quimiocinas que desencadenan la respuesta inmune citotdxica responsable de la degradacion de

la mielina.

4.- Pero el dafio que genera la fibrinolisis tiene su base en el tPA. Estudios en ratones,
(Raine et al. 1980), ratas (Ackermann et al. 1981) y cerdos de guinea (Sobel et al. 1988) con
Encefalitis Aguda Experimental han mostrado que la severidad clinica y la disfuncion
neurologica esta en relacion a un déficit de tPA. En los ratones con Encefalitis Aguda
Experimental y déficit de tPA el inicio clinico es més tardio, pero la sucesion de brotes y

severidad es mayor (Akassoglou et al. 2000; Akassoglou et al. 2002).

Pero junto a lo anterior, la fibrina no sélo media en la interaccion leucocitaria con las
células endoteliales, y en la liberacion de citocinas proinflamatorias, sino que mediante la
activacion de los macréfagos, interviene en la reaccion inflamatoria inicial de la

desmielinizacion (Wakefield et al. 1994; Gay et al. 1997).

Debemos afiadir que la actividad descrita de la fibrina no s6lo tiene implicacion en el
SNC, sino que también la tiene en el sistema nervioso periférico, donde la actividad fibrinolitica
y la degradacion post-fibrina se correlacionan con el dafio y la posterior regeneracion nerviosa
(Horner y Cage 2000). Los estudios andtomo-patologicos en humanos han puesto de manifiesto
la presencia de depodsitos de fibrina tanto en las dreas desmielinizantes (Kwon y Prineas 1994),

como en las zonas de dafio axonal (Gveric et al. 2001).
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Todo lo anterior lleva por tanto a la formacion de acamulos perivasculares de fibrina,
que a su vez pueden contribuir a la desmielinizacion por un cuadruple efecto. 1) Inflamatorio:
pues los acumulos se encuentran estrechamente relacionados con el aumento de células
inflamatorias. 2) Con el paso de proteinas al espacio perivascular, al aumentar la permeabilidad
microvascular y/o por la rotura de la BHE (Claudio et al. 1995). 3) Por efecto dispersor glial. 4).
Por ultimo, por efecto favorecedor del dafio axonal; pues no en vano, el fibrindgeno se colocaliza
con neurofilamentos no fosforilados en axones dafiados de la médula espinal en el raton tPA™".
La innata habilidad para la degradacion de la fibrina acumulada en las placas desmielinizantes
pudiera representar un mecanismo para la reparacion del dafio y la regeneracion, de ahi la
hipotesis de que la degradacion de la fibrina pudiera convertirse en posible diana terapéutica en
la Esclerosis Multiple, terapia que iria directamente a disolver los acimulos de fibrina de las
placas desmielinizantes con sustancias anticoagulantes (Anton et al. 1994; Chen y Strickland

2003).

D. SISTEMA PLASMINOGENO Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

Pero junto al fibrinégeno y la fibrina existen otros componentes del sistema fibrinolitico
que estan relacionados-implicados en la fisiopatologia de los procesos neuroinflamatorios.
Destacamos entre ellos, el plasmindgeno, sus activadores (tPA, uPA) y sus inhibidores (PAI y

antiplasmina).

D.1. El plasmindgeno:

El plasminogeno, una serinproteasa zymogena, y su sistema activador-inhibidor, juegan
un papel muy importante en la regulacion de procesos fisioldgicos y/o patoldgicos. Entre estos
ultimos, y aunque los mas conocidos son los procesos vasculares (isquémicos), también
recientemente se han relacionado con otros procesos de etiologia y fisiopatologia muy diversa,
tanto sistémicos como nerviosos (Gingrich et al. 2000; Teesalu et al. 2002; Melchor et al. 2003;
Lo et al. 2004). El plasminogeno ha sido considerado tradicionalmente el mayor sustrato de la
tPA para iniciar la cascada proteolitica. Sin embargo, este efecto también puede ser

desencadenado por otros sustratos de la plasmina. Asi se incluyen la laminina de la matriz
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extracelular, la molécula de adhesion neuronal (NCAM), clave para la remielinizacion axonal,

asi como el tPA, que interactia sobre la subunidad NR1 del receptor NMDA.

El plasminogeno ha sido detectado por algunos investigadores en el cerebro de ratones
adultos (Sappino et al. 1993), y en el humano. A menudo se colocaliza con el tPA en

compartimentos vesiculares de las neuronas (Teesalu et al. 2002).

El sistema del plasminogeno esta integrado por un conjunto de proteinas enzimaticas que
reaccionan en cadena hasta desembocar en la sintesis de plasmina. Para ésta como para el
activador tisular del plasmindgeno, existen en condiciones fisiologicas otro conjunto de
moléculas que las modifican de forma especifica, provocando su inhibicién. Entre éstas cabe

destacar el PAl y la antiplasmina (Tsirka et al. 1996, Tsirka et al. 1997).

Mencion especial se debe realizar de las lipoproteinas y de la reelina. Dentro de las
lipoproteinas destacaremos la Apo(a) proteina (Lp(a)) de gran peso molecular (200-700 kDa)
que comparte estructura, por similitud, con el plasminégeno. Ambas, hasta en un 80% comparten
idénticas secuencias. Asi, presentan multiples dominios en comun, hecho que permite, por tanto,
a la Lp(a) unirse a las moléculas que interaccionan con el plasmindégeno (Miles y Plow 1990;
Hoover-Plow et al. 1993). Ello le permite intervenir en funciones propias del mismo como son:
activar los receptores del plasmindgeno, intervenir en la proteolisis de la fibrina, actuar en la
activacion de TGF-B por la plasmina, y unirse a células como lo haria el plasminogeno. No es de
extraiar pues que la Lp(a) pueda ejercer una competitividad con el plasminoégeno (Edelberg et
al. 1989; Miles et al. 1989; Hajjar et al. 1989; Kojima et al. 1991; Scanu 1992). En cuanto a la
reelina, ésta tiene actividad proteasa intrinseca y se comporta como sustrato del activador del
plasmindégeno y de la plasmina (Smalheiser et al. 2001). Los activadores del plasmindgeno
convierten a la reelina en una proteina de cadena unica (310 kDa). Siendo ésta el mayor
fragmento reelina-inmunoreactiva que se expresa en la sangre. La reelina se une a los receptores
VLDL, el tPA y la uPA por tener gran especificidad por ella. Este hecho queda demostrado por
su accion directa sobre un pufiado de proteinas (plasminodgeno y factores hepatocitarios de
crecimiento), y por su participacion en la regulacion de la migracion neuronal (Impagnatiello et
al. 1998; Guidotti A et al. 2000), en la plasticidad sinaptica (Knable et al. 2001; Persico et al.

2001), y en los mecanismos de potenciacion. Actualmente a la reelina se la ha relacionado con
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tres entidades patologicas como son el retraso mental, con la psicosis esquizofrénica y con el
trastorno bipolar (Guidotti et al. 2000), y el autismo (Fatemi et al. 2002); pero aun se precisa de

mas estudios.

En cuanto a los receptores del plasmindgeno mencionar que las células endoteliales
tienen la capacidad de modular la expresion de dichos receptores, y esa capacidad esta regulada
por el propio sistema del plasmindgeno y su actividad funcional. Podemos hablar por tanto de
que la expresion de los receptores del plasmindgeno es altamente maleable. Dentro de los
estimuladores de los receptores del plasmindégeno estan la trombina (Miles et al. 1986), la
plasmina, hormonas como los glucocorticoides (dexametasona), y la fibronectina, vitronectina o

la laminina, presentada por los monocitos (Kim et al. 1992).
Por ultimo, en el Sistema Nervioso, el eje plasmindégeno-plasmina ha sido implicado en:
1.- El desarrollo del cono de crecimiento neuronal (Krystosek y Seeds 1981).

2.- La degeneracion walleriana y regeneracion neuronal (Bignami et al. 1982; Salles et

al. 1990).
3.- La migracion de las neuronas cerebelosas.
4.- En la potenciacion a largo plazo (LTP) (Frey et al. 1996; Huang et al. 1996).
5.- En la depresion a largo plazo (Calabresi et al. 2000).
6.- La remodelacion sinaptica (Baranes et al. 1998; Neuhoff et al. 1999).
7.- La transmision nerviosa mediada por receptores NMDA (Nicole et al. 2001).

8.- Situaciones patologicas como la excitocitosis (Tsirka et al. 1995; Chen y Strickland

1997) y el dafio del nervio periférico (Akassoglou et al. 2000).

9.- La degradacion por la plasmina de la proteina basica de la mielina (Cammer et al.

1978).
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D.2. El activador tisular del plasmindgeno (tPA):

En cuanto al tPA, si bien su principal fuente de produccion es el endotelio vascular,
también es una proteina constitutiva del SNC. En el endotelio vascular cerebral exhibe menores
niveles que en otros endotelios (Levin et al. 1997), mientras que en el cerebro, existe variacion
de su expresion segin la especie. En el raton se exhibe en las células ectodérmicas del
hipocampo (via de las fibras musgosas que conducen a CA3), hipotdlamo y amigdalas
cerebelosas (Friedmann y Seeds 1994; Strickland et al. 2001); en el cerebro del hamster y el
jerbo existen altos niveles de tPA en la via de las fibras musgosas del hipocampo (Sallés y
Strickland 2002); mientras que en cerebros humanos Teesalu et al. (2002), encuentran expresion
neuronal de tPA, desde el primer mes postnatal hasta los 78 afios, localizada en el manto
neocortical, tdlamo, amigdala, neuronas piramidales del hipocampo, motoneuronas del asta
anterior y en neuronas del ganglio de la raices dorsales; y solo, en algunos cerebros, la
apreciaron en areas micro y astrogliales. La expresion de tPA y serpinas en el SNC la hemos

resumido en la Tabla 9.

Tabla 9. Expresion de tPA 'y Serpinas en el Sistema Nervioso.

Neuronas |Astrocitos |Microglia | Células Oligo- Células

Epéndimo | dendrocitos | Schawann

tPA +(1,5) +/- (2,3) + (4) + (5)
PAI-1 +/- (6,2) +(2) -

Neuroserpinas | + +(7) +/- (2) - +(7)
PNI +(8,9) + - + + +

tPA:activador tisular del plasminogeno, PAI-1:inhibidor tisular del plasminogeno-1, PNI: proteasa nexina I.
1) Krystosek y Seeds 1981; 2) Docagne et al. 1999; 3) Rogister et al. 1999;
4) Krystosek y Seeds 1981; 5) Osterwalder et al. 1996; 6) Hastings et al.1997;

7) Reinhard et al. 1994; 8) Blasi y Carmeliet 2002; 9) Mulligan et al.1991.

El tPA constitutivo juega no solo un papel en la neurogénesis y morfogénesis, sino que
también hay evidencias de su participacion en la modulacion sinaptica y plasticidad neuronal, y

muy posiblemente participe en los siguientes procesos:
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1.- En los mecanismos relacionados con el aprendizaje y la memoria (Calabresi et al.
2000). Asi, el tPA, por activacion de la proteolisis extracelular por la plasmina, convierte el
precursor del factor neurotropico derivado cerebral (BDNF) en la forma madura (mBNDF),
conversion que interviene en los fendmenos de potenciacién neuronal, y estos a su vez,

intervienen en la memoria a largo plazo (Petti et al. 2002).
2.- En los procesos vasculares cerebrales (Tabrizi et al. 1999; Kilic et al.1999).

3.- En la generacion de crisis comiciales mediante la potenciacion a largo plazo (LTP)

(Qian et al. 1993).
4.- En procesos neurodegenerativos y tumorales (Sciacca et al. 2004).
5.- Durante el crecimiento neuritico (Garcia-Rocha et al. 1994).

6.- Neuroprotector del nervio periférico al eliminar los acimulos de fibrina después de

una lesion mecanica (Akssoglouk et al. 2000).

7.- En enfermedades inflamatorias-desmiclinizantes, mediante la induccion de la muerte
neuronal por excitotoxicidad (mediados por zinc) y/o la activacion proteolitica de la matriz

extracelular neuronal. (Tsirka et al. 1995; Chen y Strickland 1997)

El gen responsable de la tPA se localiza en cromosoma 8p12-p11.2, contiene 14 exones y

presenta 3 variables genomicas Alu (II/DD/ID).

En suma, el tPA actia a nivel tanto del Sistema Nervioso Central como Periférico, con
funciones neurodegenerativas y neuroprotectoras, de forma que la expresion de tPA en neuronas
y microglia degrada la laminina y otros sustratos protectores de la matriz (Tabla 10), haciendo
mas vulnerable a la neurona para la muerte celular. En el SNP, la expresion de tPA en la célula
de Schwann, genera plasmina, que utiliza en este caso fibrina como sustrato, favoreciendo la

supervivencia neuronal.
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Tabla 10: Papel del tPA y la Plasmina en el Sistema Nervioso (Strickland S. 2001)

HIPOCAMPO N. CIATICO

(SNO) (SNP)

f tot

t-PA — Plasmina C.Schwann — tPA — Plasmina
—>
Daiio

Laminina en Matriz Fibrina

Degradacion de laminina Degradacion de Fibrina

Daiio

l

U8

A/

Supervivencia

e\

El control de la expresion de tPA parece ser primariamente transcripcional, y en algunos
casos es almacenada en vesiculas intracelulares (Teesalu et al. 2002). La actividad del tPA esta
regulada por diferentes mecanismos (Collen 1999), destacando la liberacion del mismo por parte
de las paredes de los vasos sanguineos, su rapido aclaramiento del plasma por el higado o la
interaccion selectiva con las moléculas de fibrina ligadas al plasmindgeno. Sin embargo, su

activacion puede no requerir la presencia de la activacion del plasminogeno, como lo ha sugerido
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su activacion: 1) a nivel de la microglia (Rogove et al. 1999), 2) en el desarrollo de las fibras
musgosas a nivel hipocampal (Wu 2000), y 3) en la activaciéon mediada por el t-PA de la sefial

del receptor NMDA (Nicole et al. 2001).
A continuacion describiremos aquellos receptores en el SNC relacionados con el tPA.
a.) Receptores lipoproteinicos de baja densidad (LRP):

Los receptores lipoproteinicos de baja densidad (LRP), tienen gran expresividad en el
cerebro humano, en las neuronas (Tooyama et al. 1995), en la microglia y en los astrocitos
(Marzolo et al. 2000). Los LRP forman parte de un grupo de receptores endociticos, localizados
en la mayoria de las células y con capacidad de unirse a diferentes ligandos, encontrandose entre
ellos el tPA (Bu et al. 1992) y la MMP-9 (Hahn-Dantona et al. 2001). Entre sus funciones esta el
participar en procesos de transporte transendotelial a través de la barrera hematoencefalica
(Figura 5), en procesos mediados entre la pared vascular y el SNC (Zhuo et al. 2000; Boucher et
al. 2003). En suma, su funcidon es modular la actividad proteasa en el cerebro. Median en la
internalizacion celular a través de las neuroserpinas o a través de los complejos neuroserpinas-

tPA (Makarova et al. 2003).

La interaccion entre el tPA y el LRP regula la transcripcion de la metaloproteinasa de
matriz tipo 9 (MMP-9) (Wang et al. 2003) y la subsiguiente apoptosis. En los fibroblastos
intersticiales renales se ha observado también que tPA actia como una citocina que se une a los
receptores de membrana LRP-1, induce la fosforilacién de la tirosina y ponen en marcha la
transduccion de la sefial intracelular y la expresion genética especifica de la MMP-9 (Hu y
Ivashkiv 2006). También se ha observado que la matriz neurovascular puede ser degradada bien
directamente por el efecto proteolitico del t-PA o via MMP9 mediada a través de la LPR (Wang
et al. 2003, Yepes y Lawrence 2003).

Cao C et al. 2006, proponen la importancia en los pasos de la migracion magrofagica de
la mediacion de 3 sistemas: las integrinas, el sistema de la coagulacion-fibrinolisis y la

endocitosis, es donde tendria su papel los receptores LRP-1 (Figura 6).
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Figura 5: Migracion macrofagica y sistema de la coagulacion-fibrinolisis.
La migracion de los macrofagos activados es esencial para la fase aguda de la
inflamacién y la iniciacién de la inmunidad adaptativa. Esta migracion depende del
reconocimiento en la Mac-1 de un complejo binomio entre la fibrina y el tPA. La
neutralizacion posterior del tPA por el PAI-1, al unirse al receptor endocitico LRP,
dispara el cambio en las células de adhesion. La inactivacidn genética de la Mac-1, tPA,

PAI-1 o LRP impide la migracion del macréfago (Cao C et al. 2006).

LRP
/ / Membrana
|

plasmatica

N
P
¥ Sefializacioén intracelular
p3g | [[#] (transcripcion, adhesion?
l :
NF-xB X
Dab2, Arlh —» Y= P+ 5hc
SN
Endocitosis Sefializacion
(supresion del (MAPK)

crecimiento)

(a) Senalizacion a través del agrupamiento homotipico.

(b) Formacion del heterocomplejo de LRP con el receptor tyrosin-kinasa de la membrana

(PDGFRp) que a su vez modula la sefializacion PDGFR y controla la proliferacion de VSMCs.

(¢) Procesamiento proteolitico del LRP por el tPA o por un mecanismo dependiente de tPA.
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En esquema se representa en la siguiente figura (Figura 6):

Figura 6: tPA/ PAI-1y su unién al receptor endocitico LRP.

Paso 1: Ataque de los macrofagos activados a la matriz extracelular por la via de la

formacion de complejos binarios tPA/Fibrina.

Paso 2: La fibrina es degradada parcialmente por el tPA. El tPA es neutralizado por el
PAI-1y se unen a la LRP.

Paso 3: Union por la LRP a las moléculas de adhesion e internalizacion de las integrinas.
Paso 4: Internalizacion del complejo Mac-1/LRP.

Paso 5: Movimiento hacia el borde células.
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b.) Receptor N-metil-D-aspartato (NMDA):

El tPA también interactla en otros receptores como N-metil-D-aspartato (NMDA)
(Koenig H et al. 1992; Cuzner y Opdenakker 1999). Se fija en al dominio amino-terminal de la
subunidad NR-1 en la arginina 260, y a la subunidad NR2B. Sin embargo, el mecanismo por el
que el tPA modula el receptor de NMDA es desconocido. Nicole et al. (2001), han postulado que
el tPA potencia la sefial mediada por los receptores glutaminérgicos en los cultivos de neuronas
de corteza cerebral, interactuando con la subunidad NR1 del receptor NMDA. Asi mismo, ellos
han sugerido que esta interaccion entre el tPA y la subunidad NR1 del NMDA se previene con el
pre-tratamiento con PAI-1 recombinante, que bloquea el sitio catalitico del tPA. Se ha observado
que la union del tPA a la subunidad NR1 no estd mediada por la plasmina (Fernandez-Monreal et

al. 2004).

¢.) Anexina ll:

La anexina II (All), forma parte la familia de las proteinas fosfolipidicas calcio-
dependientes (Hajjar y Krishnan 1999). Aunque en condiciones basales (cerebro humano “sano”
tiene poca expresion (Reeves et al. 1992), en condiciones patolégicas, como por ejemplo en

tumoraciones cerebrales (Nygaard et al. 1998), aumenta su expresividad.

A través de su union con la fibrina y la proteina de matriz extracelular denominada
Tenascina C, la anexina II puede inducir directamente la actividad plasminolitica, dando lugar a
la fibrinolisis, a la remodelacion de la matriz extracelular y a la produccion de factores
angiogénicos (Siever y Erickson 1997; Ling et. al 2004). En los macrofagos y células tumorales
esta es la via mas desarrollada, pues disminuyen las uniones locales y aumentan la capacidad

invasiva (Falcone et al. 2001; Brownstein et al. 2004).

En el SNC la anexina II ha sido implicada en la activacion microglial mediada por la tPA
(Siao y Tsirka 2002), y es requerida para el ensamblaje de los filamentos acido-proteicos en los

astrocitos (Garbuglia et al. 1995).
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En ausencia de All-unida al tPA, como se muestra en la figura siguiente (Figura 7), la
degradacion del plasmindgeno ocurre por pequeias reacciones catabolicas que son inhibidas por

anti-plasminas.

Recientemente Gveric et al. (2005) han inmunocolocalizado receptores LRP y anexina II
en macrofagos y astrocitos de las lesiones agudas de Esclerosis Multiple. Sus resultados
muestran una disponibilidad limitada de t-PA en la lesion desmielinizante, a causa de la
formacion de complejos PAI-1/tPA, reduciéndose asi la capacidad fibrinolitica en las lesiones

activas. Este hecho conduce probablemente a el dafio axonal.

Figura 7: Receptor Anexina Il.

A: Activacion del plasmindégeno en
plasmina en presencia de All unida al
tPA.

B: En ausencia de All-unida al tPA la
degradacion del plasmindgeno ocurre
por pequeias reacciones catabodlicas
que son inhibidas por antiplasminas.

Plg:plasminogeno;Pl:plasmina;
AP:anti-plasmina.;All:receptor
Degradation anexina 11

Fuente : Gveric et al. 2005

E. SISTEMA DEL PLASMINOGENO Y ESCLEROSIS MULTIPLE.

Hallazgos cada vez mas frecuentes evidencian la relacion entre el sistema tPA/PAI con la

desmielinizacion (Lu et al. 2002); asi lo sustenta:
E.1 La implicacién del tPA en la Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE).

a) El tPA promueve la desmielinizacion. La plasmina puede degradar directamente la
proteina basica de la mielina (PBM) (Cammer et al. 1978), a través de la activacion de la cascada

de las metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y romper las membrana (Cuzner y Opdenakker

1999).
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b) El tPA puede alterar las reacciones inflamatorias en el SNC e incrementar la

permeabilidad de la barrera hematoencefalica (Paterson et al. 1987).

c) El tPA puede promover la muerte celular por excitocitosis. Juega un papel en los
estadios iniciales de Esclerosis Multiple al contribuir a la muerte neuronal a través de la

activacion de la via glutamaérgica de los oligodendrocitos (Pitt et al. 2000).

d) El tPA puede contribuir a la regeneracion neuronal al disminuir los depositos de
fibrina local (Herbert et al. 1996; Akassoglou et al. 2000), y al promover la migracion de los

progenitores de los oligodendrocitos a través de la matriz extracelular (Uhm et al. 1998).

Estos hallazgos confieren al tPA, en la EAE, un doble papel neuroprotector y

neurotoxico, sustentado en:

1.- EAE en ratones tPA-/-: El polimorfismo tPA-/- se ha relacionado con inicio mas
precoz, con brotes mas severos y con una mas mayor progresion de la enfermedad. Ello implica
recuperaciones parciales e incrementos del déficit neurolégico comparado con ratones de otros

polimorfismos genéticos.

2.- Desmielinizacién y patologia axonal: El fibrindgeno en la fase aguda de la
enfermedad se colocaliza con los neurofilamentos no-fosforilados en los axones de ratones tPA-
/-, y ello, se relaciona con inicio mas precoz del proceso desmielinizante y con una mayor

cronicidad.

3.- La fibrina(-6geno) y el plasmindgeno estan significativamente mas elevados en los
ratones tPA-/- en los brotes agudos de EAE. Utilizando anticuerpos especificos frente al
fibrindgeno y productos de degradacion de la fibrina como el Dimero D se hallaron acimulos en
regiones perivasculares afectas y en los axones inflamados. Estos datos apoyan el posible
mecanismo patogénico de los mismos en la desmielinizacion (Akassoglou y Strickland 2002). El
aumento de fibrina se ha relacionado con la inflamaciéon mediante la activaciéon y modulacion de
las células de adhesion, la migracion celular y la expresion de citocinas (Smiley et al. 2001).
Mostramos en la figura 8 un esquema aproximado de la relacion entre el tPA y la funcion glial

en condiciones normales y patologicas del SNC (Gravanis y Tsirka 2005).
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4.- La plasmina y uPA son capaces de romper la laminina (Chen y Strickland 1997) y la
fibronectina respectivamente y, posiblemente, otros componentes de la matriz extracelular de los
axones. El uPAR puede activar otras proteasas extracelulares de la familia de las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs), conocidas por tener efectos neuroinflamatorios, y en

especial la MMP-9 que es capaz de degradar la mielina (Cuzner y Opdenakker 1999).

Figura 8. tPA y funcién glial en la salud y la enfermedad. El tPA remodela la matriz extracelular,
permitiendo a las neuronas la formacion de nuevas sinapsis Yy el crecimiento neuritico. En la
enfermedad, la sobreexpresion de tPA conduce a la activacion de la microglia (amarilla) alterando la
capacidad buffering astrocitaria (roja). La microglia perineuronal trata de contener el dafio -efecto
neuroprotector- (flecha de dos puntas), mientras mas distalmente puede secretar mediadores tdxicos y

amplificar la neurodegeneracion. Fuente: (Gravanis y Tsirka 2005).
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En conclusién podemos decir, que tanto el tPA como el uPAR estdn implicados en la
inflamacion, desmielinizacion y neurodegeneracion que se produce en la EAE, hallazgos que

abren una posible nueva puerta terapéutica.
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E.2.- Modificacion de los niveles de tPA/PAI en el LCR en pacientes afectos de EM.

Tanto en LCR como en plasma las concentraciones de PAI-1 en pacientes afectos de
Esclerosis Multiple son contradictorias. Rao J et al. en 1993 presentd datos a favor de la
existencia de bajas concentraciones de PAI-1 en sujetos afectos de Esclerosis Multiple frente a
las concentraciones halladas en sujetos sanos. En contra de los resultados citados, Onodera H et
al. (1999), encontraron niveles plasmaticos de PAI-1 en 15 pacientes (2 varones y 13 mujeres)
afectos de EM—RR seis veces mayores que los hallados en los controles. Por otro lado,
Azkenami et al. (1996) y Teesalu et al. (2002), estudiando la concentracion de tPA en LCR en
pacientes afectos de Esclerosis Multiple obtuvieron niveles superiores en este patologia a los
hallados en otras condiciones inflamatorias agudas como la encefalitis y meningitis. A
continuacion mostramos los niveles de tPA en distintas patologias y en las placas

desmielinizantes.

Azkenami et al. (1996), obtuvieron en LCR niveles de tPA mas altos en los sujetos
afectos de Esclerosis Multiple (p<0.0001), de Leucemia (p<0.001) y de encefalitis (p<0.0001)

que en los sujetos del grupo control.

Tabla 11. Niveles de tPA en LCR.

Grupos estudio tPA (UIU/ml
Grupo referencia (n=20) 43.7

E.M. (n=7) 497 (p<0.0001)
Leucemia (n=9) 275 (p<0.001)
Encefalitis (n=21) 245 (p<0.0001)
Meningitis (n=3) 63.5

Paralisis facial (n=3) 199
Poliradiculitis (n=1) 51.7
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Teesalu et al. (2002), publicaron la existencia de un aumento significativo de los
niveles de tPA y fibrina-Dimero D en las placas desmielinizantes de sujetos con Esclerosis

Multiple, y en el LCR, como se muestra en la siguiente tabla:

Tabla 12. Niveles en placas desmielinizantes de factores de la coagulacion.

Parametros EM Controles p (valor)
tPA (ml/IU/ml) 360+/-24 43.7+/-6 <0.0001
PAI-1 (ng/ml) 0.65+/-0.1 0.314/-0.1 <0.05
uPA (mIU/ml) 5.6+/-1.6 <0.01 <0.0001
Plasminogeno (%) 0.40+/-0.03 0.67+/-0.12 <0.01
Plasmina Negativa Negativa -
Plasmina-a2antiplasmin 58+/-7.5 29+/-8 <0.05
a2-antiplasmina (%) 7.37+/-0.31 7.08+/-0.1 NS
a2-macroglobulina (%) 0.42+/-0.01 0.44+/-0.01 NS
a2-antitripsina (%) 4.95+/-0.04 5.04+/-0.07 NS

E.3.- Actividad del sistema fibrinolitico en las placas desmielinizantes.

Se ha observado que uno de los signos mas precoces de la inflamacion de la sustancia
blanca en la Esclerosis Multiple es el incremento de la expresion de activadores del
plasmindgeno en los monocitos perivasculares (Cuzner et al. 1996), y del receptor de uPA en las
células endoteliales (Dore-Duffy et al. 1994). El aumento y unidn al receptor del activador del
plasmindgeno, favorece la proteolisis pericelular e induce el inicio de la cascada de activacion

de las MMPs.
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Gveric et al. (2001), estudiaron secciones de tejido cerebral normal frente a placas
desmielinizante en fase aguda y cronica. Encontraron tPA en los axones y en las paredes de lo
vasos mediante inmunolocalizaciéon de tPA con anticuerpos SMI-32 y mediante técnicas de
inmunofluorescencia (neurofilamentos no-fosforilados). En los acumulos perivasculares de la
sustancia blanca aparentemente normal las células mononucleares expresaban tPA, mientras que
en los bordes de las lesiones agudas desmielinizantes los acimulos de tPA se localizaban tanto
en los axones de gran didmetro como en los macréfagos. Por el contrario, en las lesiones
cronicas fueron hallados predominantemente en las paredes de los vasos sanguineos,

desapareciendo de los axones desmielinizados del parénquima dafiado.
Los valores encontrados por Gveric D. de tPA, MMP-9 y TIMP-1 fueron los siguientes:

Tabla 13. Niveles de tPA (antigeno y actividad), MMP-9 y TIMP-1 en las lesiones.

Antigeno NCWM NAWM AL SAL CL
tPA (ng/mg)

(Ag) 38.87+/-28.97 19.37+/-7.12 | 19.09+/-5.94 | 18.69+/-6.65 | 27.93+/-10.9
tPA(U/mg)

(Actividad)| 1048+/-8.32 | 4.70+/-0.84 | 450+/-131 | 6.63+-1.17 | 585+/-323
MMP-9

0.55+/-0.42 0.87+/-0.44 1.70+/-0.88 1.28+/-0.77 1.50+/-0.81

TIMP-1
6.44+/-1.78 9.62+/-4.73 | 19.11+/-4.69 | 15.80+/-8.50 | 11.70+/-4.59

NCWM:sustancia blanca normal de controles. NAWM: sustancia blanca aparentemente normal. AL: lesiones
agudas. SAL: lesiones subagudas. CL: lesiones cronicas. MMP-9: metaloproteinasa de la matriz 9. TIMP-1: inhibidor

tisular de meteloproteinasa 1.

Junto a lo anterior, también hallaron altas concentraciones de urokinasa PA (uPA), de
receptor de la urokinasa PA (uPAR) y de PAI-1 en los macrofagos perivasculares de las lesiones
desmielinizantes agudas (Gveric et al. 2001). En cuanto a la MMP-9 y al inhibidor tisular de la
MMP-1 (TIMP-1), su aumento no s6lo lo encontraron en la fase aguda, sino que también

permanecian elevadas en la fase cronica.

En 2003, el mismo grupo de autores (Gveric D. et al), utilizando muestras de tejido

cerebral (lesiones desmielinizantes agudas en sustancia blanca de pacientes con Esclerosis
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Multiple y controles sanos), observaron que se presenta una menor actividad fibrinolitica en las
placas desmielinizantes, al parecer en el contexto de un aumento en dichas placas de proteasas
inhibidoras del plasmindgeno. Datos iniciales aportados mediante ELISA y Western Blot han
sugerido un incremento de la actividad del PAI-1 en las placas de Esclerosis Multiple, asi como
una reduccion de la actividad de la enzima tPA. Sin embargo, no existe una clara evidencia de
degradacion del tPA, pues el decremento del potencial fibrinolitico podria explicarse por la
formacion de complejos PAI-1/tPA. El estudio mostrd, asi mismo, que la inhibicion del tPA se
debia al PAI-1 y no a otras neuroserpinas, y que existian péptidos de la degradacion de la fibrina
en las lesiones. Gveric D. et al. especulan sobre un posible doble mecanismo que podria
contribuir a la reduccion de la actividad fibrinolitica en estos pacientes: 1) la interaccion del tPA
con fibrina unida a PAI-1, generaria la disociacion del PAI-1 y la formacion de complejos
(Vanmeijer et al. 1994) que son rapidamente internalizados por los macréfagos y, 2) por la
mediacion de las neuroserpinas que son coexpresadas con el tPA en las neuronas de la sustancia

gris y axones, y que son reguladoras de la actividad del tPA in vivo.

E.4.- Activadores del plasmindgeno y metaloproteinasas de la matriz: mediadores de la

desmielinizacion:

El plasmindgeno actia en la activacion de la cascada de las metaloproteinasas (MMPs).
Las metaloproteinasas son una familia de proteasas que intervienen en el funcionamiento normal
de las células, pero también en procesos patologicos; ejemplo de ello lo observamos en la
metastatizacion tumoral, en la destruccion artritica, en la ateroesclerosis y en la

neuroinflamacion.

En el Sistema Nervioso Central, las MMPs se han relacionado con la degradacion de
componentes de la lamina basal y con la ruptura de la BHE, contribuyendo asi a la

neuroinflamacion, responsable de muchas patologias neurologicas.

Las neuronas expresan de forma constitutiva e inducible MMPs como respuesta al estrés
celular. Secretadas como enzimas inactivas, requieren de otras proteasas, (Desrivieres et al.
1993; Fridman et al. 1995; Imai et al. 1995; Mazzieri et al. 1997; Fang et al. 1997; Knauper et al.
1997; Von Bredow et al. 1998; Davis et al. 2001) y radicales libres para su activacion, y una vez

activadas contribuyen a la supervivencia neuronal. Tienen sus propios inhibidores (TIMPs),
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inhibidores endogenos que regulan el funcionamiento de las MMPs. De los fallos en esta
regulacion se favorecen multiples patologias: la EAE, la isquemia cerebral, la hemorragia

intracerebral, las infecciones viricas y bacterianas...etc.
Existen varias clases de MMPs, pudiéndose clasificar en:

I. Colagenasas intersticiales: Colagenasa-1 (MMP-1), colagenasa I, 11, 11, VII, VIII, X,

agrecanas, serpinas.

II. Estromelisinas: Estromelisina -1 (MMP-3), colagenasa IV,V,IX,X, fibronectina,
elastina, laminina, agrecanas, fibrilina, osteonectina, matrilisina (MMP-7), tenascina,

versicana.
III. Gelatinasas: Gelatinasa A (MMP-2),colagenasa I, II, V, VII, X,gelatinasa B (MMP-9)
IV. Metaloproteinasas tipo membrana (MT1).

La microglia es un importante lugar de procedencia de MMPs (figura 9), como muestran
los cultivos microgliales, donde tras estimulacion con lipopolisacaridos (LPs), se producen un
aumento de sintesis y expresion (Rosenberg et al. 2001). Recientemente estudios en ratas han
demostrado que las células endoteliales, al ser estimuladas por LPs, producen MMPs, al

contrario que al recibir corticoides (Harkness et al. 2000).

Estudios de tejido cerebral de lesiones desmielinizantes e isquémicas en la fase aguda han
demostrado la presencia de Ac frente a la MMP-9, una proteasa de gran peso molecular, 92 kDa,
que condiciones normales se encuentra a bajas concentraciones en los vasos sanguineos y en los
neutréfilos. Sin embargo, en las lesiones cronicas existe una mayor presencia de MMP-2 y
MMP-7 en los astrocitos periventriculares, en la superficie pial y en los vasos sanguineos
(Rosenberg et al 2001). También se han observado niveles mas bajos de MMP-9 en ratones tPA

knockout que en controles, después de una isquemia cerebral focal (Wang et al. 2003)

En la fase aguda de la EAE se ha mostrado un aumento en la expresion y secrecion de
MMPs, pero con la evolucion de la enfermedad, por la accion de los inhibidores-TIMPs- (en

especial el GM6001), dicha expresion disminuye, recuperandose la integridad de la BHE y con
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ello mejorando las condiciones clinicas (Gijbels et al. 1994). Estudios con otros inhibidores

también mostraron resultados similares (Hewson et al. 1995, Liedtke et al. 1998).

De los estudios existentes se puede extraer que el brote agudo de Esclerosis Multiple se
asocia a un aumento en la expresion libre de MMP-9 (LCR y suero) (Gijbels et al. 1992), y ésta a
su vez con la rotura de la BHE. Asi, Rosenberg et al. 1996, pusieron de manifiesto la reduccion
dramaética de los niveles de MMPs en LCR, la reconstitucion de la BHE (disminuye la captacién
de gadolinio) y la mejoria clinica, tras la administracion de metilprednisolona intravenosa.

También el tratamiento con Interferon Beta reduce los niveles de MMPs (RNAm) en suero
(Galboiz et al. 2001).

Figura 9: Relacion entre las MMP, plasmina, linfocitoT, microglia y astrocitos.
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Mostramos la cascada de activacion de las MMP por el sistema del plasmindgeno.

Figura 10 : Plasmindgeno y metaloproteinasas de la matriz (Cuzner y Opdenakker 1999).
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E.5. Polimorfismos del tPA-PAI y Esclerosis Maltiple:

Tomando como base la relacion existente, tanto in vitro como in vivo, entre el genotipo
5G-5G y baja produccion de PAI-1, Luomala et al. 2000, realizaron un estudio para determinar
la posible relacion existente entre el polimorfismo 5G-5G del PAI-1 y el desarrollo de EM en la
poblacion finlandesa. Analizaron los polimorfismos y los niveles plasmaticos de PAI-1 en 104
pacientes afectos de EM y en 111 controles sanos, y los resultados mostraron en las mujeres con
el polimorfismo 5G-5G un incremento del riesgo de desarrollar una EM (OR 2.3). También
mostraron que este genotipo se relacionaba con niveles plasmaticos de PAI-1 menores que los

que mostraban los otros polimorfismos.
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F. SISTEMA FIBRINOLITICO Y PATOLOGIA NEUROLOGICA.

En los ultimos afos, multiples estudios han demostrado la relacion entre el sistema
fibrinolitico y varias enfermedades neurologicas tales como la enfermedad cerebrovascular
isquémica, crisis comiciales, enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Alzheimer, enfermedades inflamatorias como la Esclerosis Multiple, procesos tumorales
primarios del Sistema Nervioso Central... etc. Realizaremos una sucinta revision de la patologia

mas relevante.
f.1.- Relacion entre el sistema del tPA-plasmina y patologia cerebrovascular.

1- tPA /PAI e ictus: aspectos fisiopatologicos

La cascada del sistema plasmindgeno/tPA es la via proteolitica mas importante de
trombolisis (Collen 1999). La infusion de activadores del plasmindgeno (tPA recombinante) y
sus derivados, es utilizado para romper el coagulo y restituir el flujo tanto en el miocardio como
en el cerebro. Pero aunque el tPA es utilizado como tratamiento del ictus, en su utilizacion hay
que respetar criterios previos, pues el riesgo de efectos secundarios importantes es alto al poder

generar dafio neuronal (por edema) o hemorragia cerebral.

El tPA favorece la trombolisis y con ello la recuperacion del tejido cerebral isquémico al
restablecer el flujo sanguineo. Sin embargo, la rotura de la BHE permite el paso al SNC de
multiples factores entre ellos el tPA. Este en condiciones de BHE rota pasa en altas
concentraciones, favoreciendo la formacion del trombo y el dafio en el parénquima cerebral. La
inhibicién del tPA en el SNC, genera el efecto contrario, pues induce la expresion de TGFa y del
PAI-1 (expresado en los astrocitos), permitiendo cambios excitocitoxicos y la apoptosis celular

(Yepes et al. 2000).

La isquemia cerebral afecta a todas las células de la unidad neurovascular (neuronas,
astrocitos, células endoteliales y oligodendrocitos de la sustancia blanca). Se conoce que la
proteina C activada puede simultdneamente tener por objetivo los componentes tanto vasculares
como parenquimatosos de la unidad neurovascular. Debido a ello es por lo que Liu et al. (2004)

proponen que la combinacion entre el tPA y la proteina C activada pudiera ser una buena
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combinacion terapéutica, al combinar los efectos de reperfusion del tPA y la disminucion de los
efectos neurotoxicos por la proteina C activada. Y ello es debido a que la proteina C activada
puede mejorar la perfusion uniéndose al PAI-1 e inactivando el Factor Va y VIlIa, aminorando la
inflamacion, al disminuir la regulacion de las moléculas de adhesion como son el ICAM-1,

VCAM, y E-selectina.

La proteina C activada también puede contrarrestar los efectos del tPA, al disminuir el
NMDA que media en la neurotoxicidad, y la caspasa que media en la muerte de las células
endoteliales a través de la activacion de la proteasa activadora del receptor 1 (PAR1) y de la
proteina C del receptor endotelial (EPCR). La proteina C activada, por otro lado, al inducir la
disregulacion de las MMPs, el tPA puede degradar la matriz neurovascular y romper la BHE,
generando posibles complicaciones como son el edema y la hemorragia (en los pacientes que

sufren un ictus). Un esquema de lo referido se muestra a continuacion (Figura 11):

Figura 11. Mecanismo de accion del tPA y la proteina C activada en el ictus cerebral.
Fuente: Lo EH. 2004.
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APC: proteina C activada, tPA: Activador tisular del plasmindgeno, PAR1: receptor tipo 1 de la proteasa
activadora, NMDA: Receptor N-metil-D-aspartato, MMPs: metaloproteinasas de la matriz, ICAM-1:
molécula de adhesion (ICAM-1).
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Junto a lisis del codgulo, el tPA puede tener una accidon pleocitocica en el cerebro.
Incluyen la vasoactividad, la unién al receptor N-metil-D-aspartato (NMDA) en la subunidad
NRI1, la amplificacion de la conductancia intracelular de calcio, y la activacion de otras proteasas
extracelulares de la matriz (MMP) ej. MMP-9. Estos efectos pueden incrementar la excitocitosis,
generar mas dafio en la BHE, y agravar el edema y la hemorragia cerebral. Si el tPA es efectivo
y revierte la isquemia precozmente, la BHE se mantendra intacta y el tPA permanecera en el
espacio vascular. Si el tPA es inefectivo y la isquemia prolongada, hay mayor riesgo de
extravasacion de tPA y por tanto de dafo tanto de la unidad neurovascular como del parénquima
cerebral. Métodos de neuroproteccion, que prevengan la toxicidad del tPA o mecanismos
adicionales pudieran ser una nueva puerta en el tratamiento de la enfermedad cerebrovascular.

Un esquema (figura 12) de la funcion excitotoxica del t-PA se muestra a continuacion.

Figura 12: Dafio por excitotoxicidad.
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2.- tPA /PAI e ictus: aspectos clinicos-genéticos.

Las anomalias en los principales reguladores del sistema fibrinolitico (tPA y PAI-1) se
han asociado a un mayor riesgo de ictus en diversos estudios prospectivos, en los que se ha
comprobado que las alteraciones de la actividad del PAI-1 y de las cifras del antigeno tPA, asi
como el tiempo de lisis de los coagulos de fibrina predicen los acontecimientos vasculares
futuros (Ridker 1997). La asociacion independiente entre las concentraciones plasmaticas
elevadas de tPA de los varones aparentemente sanos, y el riesgo elevado de ictus futuro, induce a
pensar que la alteracion del sistema fibrinolitico precede en varios afios a la aparicion de la
primera oclusion arterial, y constituye un marcador de arteriosclerosis preclinica. El aumento de
los niveles plasmaticos del antigeno tPA guarda una asociacidon independiente con un mayor
riesgo de ictus isquémico (Smith et al. 1997; Catto et al. 1997; Carter et al. 1998; Macko et al.
1999). Esta elevacion puede explicarse por un aumento de los complejos tPA/PAI-1 plasmaticos,
que también se asocian independientemente a la aparicion del primer ictus (Johansson et al.

2000).

Recientemente, no solo se ha relacionado al polimorfismo 4G/5G en la region promotora
del gen del PAI-1 con los niveles circulantes del PAI-1 (Eriksson et al. 1995, Granchas et al.
1999), y al alelo 4/G con una expresion circadiana mas pronunciada matutina del PAI-1 (Van der
Bom et al. 2002), sino también al genotipo I/I del polimorfismo del t-PA con los niveles
plasmaticos del PAI-1 en pacientes con infarto de miocardio (Lacoviello et al. 1996), y al alelo D

del tPA con aumento de riesgo de ictus criptogenéticos en pacientes jovenes (Austin et al. 2002).

Sin embargo, al igual que sucede con el paciente con infarto de miocardio (Boekholdt et
al. 2001; Yamada et al. 2002, Peters y Boekholdt, 2002), sigue siendo controvertido el papel que
desempeifia el sistema fibrinolitico y los polimorfismos del PAI-1 y tPA en el desarrollo del ictus,
de tal forma que, segun la poblacion analizada, o bien no se ha establecido una relacion entre el
genotipo del PAI con el riesgo de ictus isquémico en adultos (Catto et al. 1997, Matsubara et al.
1999, Austin et al. 2002) o nifios (Nowak-Gottl et al. 2001), o esta es protectora - 4G/4G -
(Endler et al. 2000; Elbaz et al. 2001), o, por lo contrario, supone un factor de riesgo de ictus

aterotrombodtico —4G/4G- (Cha-Ok et al. 2001) o hemorragico -5G/5G- (Reiner et al. 2001).
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3.- Genotipo del PAI-1y enfermedad cerebrovascular.

El gen del PAI-1 se localiza en la region q21.3-q22 del cromosoma 7 (Klinger et al.
1991). El promotor del polimorfismo 4G/5G del PAI-1 exhibe una mayor respuesta
transcripcional a IL-1 en las células HepG2 con mayor sintesis de PAI-1 que en las células que
contienen el genotipo 4G/4G (Dawson et al. 1993). Es triglicérido-dependiente (Mansfield et al.
1995). Se ve afectado por el sexo, citocinas y trombina (Takada et al. 1994). Exhiben un mayor
nivel de PAI-1 los sujetos con el genotipo del PAI-1 4G/4G y elevadas concentraciones de
triglicéridos (Kain et al. 2002). Y, por ultimo, aunque los niveles de PAI-1 en portadores
homocigoticos 4G es 25% mas alto que en 5SG/5G (Ye et al. 1995), el mayor determinante de los
niveles de PAI-1 es la resistencia a la insulina. Estudios recientes no han encontrado diferencias
significativas entre los niveles de PAI-1 o tPA entre el grupo de ictus y los controles, y aunque
durante la fase aguda del ictus se han observado tanto niveles altos de PAI-1 (Lindgren et al.

1996), como valores normales (Fisher y Francis 1990).

La relacion de los polimorfismos del PAI-1 con el riesgo de desarrollar ictus no esta bien
establecida y los resultados son dispares (Catto et al. 1997; Matsubara et al. 1999; Endler et al.
2000; Nowak-Gottl et al. 2001; Elbaz et al. 2001; Cha-Ok et al. 2001; Reiner et al. 2001; Austin
et al. 2002). Los hallazgos de Roest (Roest et al. 2000) sugieren, aunque sus casos no estuvieran
confirmados mediante TAC Craneal; que el homocigotico 4G/4G exhibe una reduccion del
riesgo de morir de ictus comparandolos con los homocigoticos 5G/5G; por lo que,
sorprendentemente, el alelo relacionado al incremento en la transcripcion del PAI-1 es el que

asociaba con la reduccion del riesgo.

Hallazgos similares los obtuvo Elbaz (Elbaz et al. 2001), quien realizado un analisis de
todos los estudios publicados hasta entonces sobre la relacion entre el genotipo PAI-1 e ictus,
mostré que para una distribucidon genotipica en los 1133 casos de ictus: 4G/4G, 296 (26,1%);
4G/5G, 559 (49.3%); y 5G/5G, 278 ( 24.5%) frente a los 1144 controles: 4G/4G, 344 (30.1%);
4G/5G, 587 (51.3%); y 5G/5G, 213 (18.6%), y usando el 5G/5G como grupo de referencia, el
OR para el homocigético 4G/4G era de 0.66 (95% CI, 0.52 a 0.84) y de 0.73 (95% CI, 0.59 a
0.90) para el heterocigdtico 4G/5G. Sin embargo estos datos no son reproducidos en el estudio
sobre infarto de miocardio e ictus en mujeres jovenes de Hindorff (Hindorff et al. 2002), para

quien ser portador del alelo 4G ni se asocia a ictus (isquémicos como hemorragicos) ni a infarto
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de miocardio. Recientemente Yamada et al. 2002, examinando 112 polimorfismos de 71 genes
potencialmente asociados a infarto de miocardio, encuentra que el alelo 5G del PAI-1 era un

factor de riesgo para infarto de miocardio en mujeres.

Puesto que el polimorfismo 4G del PAI-1 es responsable del incremento de la
transcripcion del PAI-1 y del aumento de su produccion, el exceso de PAI-1, no s6lo conduciria
a una reduccion de la activacion del plasmindégeno a plasmina, sino que también podria
contribuir al desarrollo enfermedad arteriosclerdtica a través de la activacion del sistema de las

metaloproteinasas de la matriz extracelular (Lijnen y Collen 1999).

Sin embargo a pasar de todos los estudios publicados a favor de la relacion entre el alelo
4G del PAI-1 y el riesgo de enfermedad cerebrovascular y cardiovascular siguen apareciendo
estudios que siguen sembrado la controversia. Estudios muy recientes, van Goor et al. (2005) y
Jood et al. (2005) no hallaron relacion significativa entre ningun polimorfismo del PAI-1 y el
mayor riesgo de enfermedad cerebrovascular, sin embargo Jood et al. (2005), si hallo efecto

protector de los polimorfismo 4G/4G del PAI-1 y el polimorfismo II del tPA.
4. Genotipo de tPA 'y enfermedad cerebrovascular

El gen tPA, se localizada en el cromosoma 8p12-p11.2 y contiene 14 exones. Aunque el
polimorfismo Alu I/D en este gen se ha asociado a infarto de miocardio (Van der Bom et al.
1997), hay resultados dispares (Lacoviello et al. 1996). En dos estudios prospectivos, se ha
asociado el aumento de la actividad del tPA con el incremento de la actividad fibrinolitica y de
ictus (Ridker et al. 1994; Smith et al. 1997). Se ha sugerido que la concentracion de tPA y del
complejo tPA/PAI es un factor predictivo para un futuro infarto cerebral, siendo la correlacion
mas pronunciada en caso de hemorragia cerebral, y que ello refleja una disfuncién endotelial

mas severa (Johansson et al. 2000).

Austin et al. (2002), en una poblacion con ictus de origen criptogenético encuentran que,
independientemente del sexo, el alelo D del tPA era ligeramente mas comun que en los ictus no
criptogenéticos, y que el riesgo de ictus se acercaba al doble cuando se llevaba al menos un alelo
D (RR, 1.8; 95% CI, 1.1, 2.8; P=0.01); sin embargo, no encuentran, o es escasa, la asociacion

entre los genotipos del PAI-1 para todos los tipos de ictus. A pesar de ello, los niveles de tPA
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plasmaticos no se han relacionado con el genotipo tPA en el IM o tromboembolismo (Hooper et

al. 2000).

f.2.- Relacion entre el sistema de tPA-plasmina y el dopaminérgico.

El plasmindgeno incrementa en cultivos neuronales la recaptacion de dopamina y el
contenido de ésta (Nagata et al. 1993) y, recientemente, se ha descubierto la existencia de una
estrecha relacion entre el sistema activador del plasmindgeno y la remodelacion y estimulacion
psicomotriz. Se ha observado que este sistema regula la liberacion y sintesis de morfina-
dopamina en el Nucleo Acumbens (NAc) del estriado ventral. Esta relacion se puso de
manifiesto al realizar microinyecciones de PAI-1, t-PA y plasmina en el NAc dando como

resultado los siguientes hallazgos:
a. El tratamiento con morfina incrementa los niveles de PAI-1 en el NAc.

b.  Las microinyecciones de PAI-1 (dosis dependiente) reducen los niveles de

dopamina y la hiperlocomocion.

c.  Las inyecciones de tPA por el contrario potencian la sintesis de dopamina y la

hiperlocomocion.

d.  Por ultimo las microinyecciones de plasmina, inducen el aumento de dopamina

pero no inducen la hiperlocomocion.

De todo ello surge la hipotesis de que el sistema tPA-plasmina estd involucrado en la
regulacion-produccion de dopamina. Sin embargo, el sistema tPA-plasmina no interviene en los
efectos anti-nociceptivos de la morfina, pues la inyeccion intracerebroventricular de PAI-1, tPA
y plasmina a altas dosis no tiene efectos sobre la actividad antinociceptiva de la morfina (Nagai

et al. 2005).

f.3.- Relacidon entre el sistema de tPA-plasmina y el abuso de farmacos vy

alcohol.

Existe también relacion entre el sistema mesolimbico y el sistema fibrinolitico:
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1.- Morfina y meta-anfetaminas:

El tPA a través de la plasmina juega un importante papel en la potenciacién y
dependencia (efectos) derivados del consumo cronico de morfina y anfetaminas. Se conoce que
algunas citocinas, como el TNF, y factores neurotropicos, incluyendo el factor de crecimiento de

fibroblastos y el tPA, generan efectos pro-adictivos (Nakajima et al. 2004).

El mecanismo es atn incierto, pero parece estar en relacion con la menor expresion de
RNAm tPA en el cortex frontal, NAc, N. Estriado e hipocampo derivado del tratamiento cronico
con morfina, y con ello la reduccion de proteinas ligantes (CREBP 6 response element-binding

protein).

La via mesolimbica dopaminérgica se proyecta desde el ntcleo ventral del talamo al NAc
y es, a este nivel, donde parecen actuar tanto los estimulos eléctricos como los fArmaco-téxicos,
poniendo en marcha los mecanismos de dependencia—adiccion. Los datos electrofisiologicos y
bioquimicos sugieren que el tPA interacciona con el receptor D1 dopaminérgico (Nagai et al.

2004, 2005), degradando proteinas de la matriz extracelular, entre ellas la laminina.

La laminina en la sinapsis se colocaliza en las zonas activas de los canales de calcio
induciendo el incremento de los niveles de calcio en las neuronas de los ganglios ciliares, y son
estos cambios los que pudieran determinar alteraciones en el calcio celular, lo que favoreceria la

disminucion de la despolarizacion evocada por la dopamina.

En definitiva el sistema tPA-plasmina pudiera intervenir en la adiccion a farmacos y
drogas a través del papel que el tPA juega en la plasticidad sindptica. De esta forma el
tratamiento cronico con morfina u otras sustancias como las meta-anfetaminas inducirian un
aumento de expresion de tPA RNAm en el NAc, hecho que se asociaria a un aumento de la

actividad enzimatica (Iwata et al. 2004).
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el comportamiento en ratones tPA -/-.

Tabla 15: Cambios inducidos por las metaanfetaminas y la morfina en los biomarcadores y en

Metanfetamina Morfina
RNAm - tPA
Simple +/- Aumenta (++)
Repetido Aumenta (++) Aumenta (+)

Brote de Dopamina

Forma nativa Aumenta Aumenta

tPA -/- N.D Disminuye

tPA -/- + tPA N.D Aumenta (+)
Hiperlocomocion

Forma nativa

Aumenta (+)

Aumenta (+)

tPA -/-

Aumenta (+)

Disminuye

tPA -/- + tPA

Aumenta (+)

Aumenta (+)

Sensibilizacion motora

Forma nativa Aumenta Aumenta
tPA -/- Disminuye Disminuye
tPA -/- + tPA Aumenta N.D.

Recientemente, Iwata N et al. (2004) estudiaron en 185 pacientes con abuso/psicosis por
metaanfetaminas los genes del sistema tPA/plasmindgeno, sin encontrar una relacion

significativa de ninguno de los polimorfismos.
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En la Tabla 15 (Nagai et al. 2005) mostramos los cambios en los biomarcadores
(dopamina y t-PA mRNA) y en el comportamiento motor inducidos por la morfina y la meta-

anfetamina en ratones t-PA -/-.
2.-Alcohol:

La dependencia al etanol es una forma de adaptacion de la plasticidad neuronal
(hipotalamo, amigdalas...), mediada por un amplio sistema de receptores, entre los que destacan
los receptores NMDA, en especial la subunidad NR2B, y a los que se une el tPA (Nicole et al.
2001). EI tPA extracelular interaccionaria con el receptor NMDA modulando a su vez las
propiedades de la subunidad NR2B. Un estudio reciente (Nicole et al. 2005) ha revelado que la
subunidad NR2B probablemente se activa a partir de la NR1. En todo caso, la accién del etanol
sobre el cerebro es muy compleja por sus efectos (las alucinaciones, las crisis comiciales, el
temblor...) y por las vias que a ello evocan, pues multiples son los neurotransmisores y
receptores implicados. En lo que nos concierne, la sobreestimulacion de los receptores de
NMDA genera la despolarizacion neuronal y por tanto la liberacion de tPA. El tPA promoveria a
su vez un efecto “feed-back” sobre los receptores NMDA, generando la fosforilacion de la
subunidad NR2B y activando a la kinasa ERK1/2 (Pawlak et al. 2005). Lo contrario, la supresion
brusca de alcohol, incrementaria la produccion de receptores mediados por el tPA, lo que

probablemente desencadenaria gran parte de los sintomas que genera la deprivacion alcoholica.

f.4.- Relacién entre el sistema de tPA- plasmina y los cuadros de ansiedad-

stress.

Como hemos mencionado tanto en las amigdalas cerebelosas como en el hipocampo se
expresa profusamente el tPA. En el denominado trastorno de stress postraumatico, los
sentimientos de temor y ansiedad estan mediados por la amigdala. Actualmente se ha
demostrado la implicacion del tPA amigdalino como promotor del stress y de la ansiedad, al
activar el factor corticotropico (CRF), y asi mediar en la plasticidad neuronal y en la

neuromodulacion.

Los ratones con déficit de tPA responden al tratamiento con CRF con una disminucién en

la amigdala de la expresion de c-fos, un indicador de la activacion neuronal, y se correlaciona
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con un comportamiento menos ansioso. Este efecto, sin embargo, no es inducido por el
plasminogeno (Matys et al. 2004). Por otro lado, se ha observado que el stress cronico hay una
disminucion de los receptores NMDA y las espinas dendriticas en CA1, CA3 y giro dentado del
hipocampo. Estos cambios se co-localizan con una generacion acelerada de plasmina, dando
lugar a una alteracion en el aprendizaje espacial, alteracién que se ve atenuada en los ratones en
los que se ha modificado genéticamente la expresion del tPA y plasminogeno (Pawlak et al.

2005).

f.5.- Relacion entre el sistema del tPA-plasmina y la proteina amiloide
(demencia de Alzheimer y la encefalopatia familiar con cuerpos de

inclusion de neuroserpina).

El activador tisular del plasmindgeno tipo urokinasa (uPA) interviene en la conversion
del plasmindégeno en plasmina (Finckh et al. 2003). La activaciéon de la cascada proteolitica
mediada por la plasmina se ha implicado recientemente con la eliminacion de proteina amiloide.
En esta cascada, el uPA, tras activarse por unioén con agregados de fibrina y otros sustratos como
los AP agregados (Tucker et al. 2000), favorece la activacion del plasmindgeno y éste, a su vez,
la produccién de proteasas serinicas activas, capaces de proteolizar la fibrina y otros sustratos.
Estudios in vivo e in vitro, han implicado al uPA con procesos formativos de la proteina
precursora de amiloide, la proteina B-amiloide -Ap42, (Belorgey et al. 2004; Ertekin-Taner et al.
2005) cuya presencia esta bien documentada en la enfermedad de Alzheimer. De hecho, una
mutacion en el codon 141 (Citosina/Timina-C/T por Citosina/Citosina-C/C) del gen PLAU,
codificador de uPA y localizado en el cromosoma 10q 22.2 , se ha visto relacionado con el
inicio mas tardio de la enfermedad de Alzheimer. Ser en el codon 141 C/C confiere un riesgo

frente al ser C/T.

Por otro lado, estudios in vitro han mostrado que el péptido amiloide (AP), el principal
componente de las placas seniles, pueden estimular la expresion de RNAm y la actividad del tPA
(Kingston et al. 1995; Wnendt et al. 1997; Tucker et al. 2000a), aumentando con ello la
produccion de plasmina y la subsiguiente degradacion del AP (Ledesma et al. 2000; Tucker et al.
2000a, 2000b). Recientemente, la relacion del sistema tPA-plasmina en el aclaramiento del A}

también se ha demostrado in vivo (Melchor et al. 2003). Estos hallazgos sugieren que el tPA, a
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través de la generacion de plasmina, pudiera aportar beneficios en el tratamiento de la

enfermedad de Alzheimer.

Muchas son las enfermedades neurodegenerativas que tienen relacion con el sistema tPA-
plasmina y las neuroserpinas a través de la formacion de agregados proteicos. Asi, en la
encefalopatia familiar con cuerpos de inclusion de neuroserpinas (FENIB), que se caracteriza por
una demencia progresiva y epilepsia, con fallecimiento al cabo de unos 10 afios de evolucion, se
ha observado que los cuerpos de inclusion intraneuronales se deben a la polimerizaciéon de una

neuroserpina mutante (Davis et al. 1999; Belorgey et al. 2004).
f.6.- Relacion entre el sistema del tPA-plasmina vy las crisis comiciales.

En 1993, Qian et al., mostraron en cerebro de raton, que una hora después de provocar
una crisis, por la administraciéon de pentylenetetrazol, se inducia la expresion de tPA en
hipocampo. Una década después, Yepes y Lawrence (2004), mostraron que a los 10 minutos de
inyectar en la amigdala kainato, un anadlogo potente del glutamato que genera una masiva
despolarizaciéon y muerte neuronal, aumentaba la actividad del tPA y de las neuroserpinas,
desarrolldndose crisis y su generalizacion. Sin embargo, al inyectar sobre el hipocampo
neuroserpinas, previa a la administracion del kainato, se bloqueaba la progresion y
generalizacion de las crisis. Este hallazgo ha llevado a pensar que el tPA participa de la

generalizacion pero no de la induccion de las crisis epilépticas.

En éste caso el mecanismo de accion de la tPA es también muy similar al desarrollado en
la dependencia alcohdlica, pues esta mediado a través de la subunidad NR2B del receptor

NMDA.

En la figura 13, se muestra la distribucion del tPA en el hipocampo, el esquema de las
aferencias desde la amigdala, y las tres sinapsis del circuito neuronal hipocampal. En este
sistema, que mostramos en el esquema posterior, el tPA actia como sustrato diferente al
plasminogeno, y observamos que los efectos de las neuroserpinas en la progresion de las crisis y
la supervivencia de las neuronas estan mediado por la inhibicion del tPA (Yepes et al. 2002,

2004) (figura 14).
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Figura 13.: Representacion esquematica de una sinopsis hipocampal. El tPA es liberado en la
terminal presinaptica con la despolarizacion neuronal y se une a los receptores NMDA
postsinapticos. El tPA puede también unirse e inhibir las neuroserpinas, atenuando las crisis
comiciales y la muerte celular.
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Figura 14:Mecanismo de accion del tPA en la progresion de las crisis epilépticas y en la
supervivencia neuronal (Yepes et al. 2002).
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f.7.- Relacion entre el sistema del tPA-plasmina y el sistema cerebeloso

(aprendizaje).

El tPA se presenta a altos niveles durante la etapa embrionaria y neonatal, especialmente
en las células cerebelosas de Purkinje, que son muy vulnerables a tdxicos, a la hipoxia, a los
cambios vasculares, etc.; habiéndose observado, en esta etapa, que las neuronas granulares que
expresan tPA realizan una migracion 51% mas rapida que las neuronas granulares de raton tPA -

/-, otorgandole al tPA un papel directo en la facilitacion de la migracion neuronal.

Se ha observado que en la etapa postnatal, en condiciones de actividad motora, hay una
sobreexpresion de tPA mRNA y un aumento y remodelacion de las sinapsis celulares en el
cortex cerebeloso. De las regiones relacionadas con el aprendizaje, el cerebelo y el hipocampo
presenta una amplia expresion del tPA. También es conocido que la memoria a largo plazo
requiere la sintesis de nuevas proteinas que intervengan en cambios estructurales de las
conexiones sinapticas (Bailey y Kandel 1993). Asi, Black et al. (1990), observaron el aumento
de las sinapsis entre las células de Purkinje en la corteza cerebelosa de las ratas, y que ésta estaba
en relacion con el aprendizaje de respuestas motoras. Por tanto, la expresion de tPA aumenta en
el cerebelo de las ratas durante la accion motora (Seeds et al. 1995), como en el hipocampo

durante la potenciacion a largo plazo (Qian et al. 1993).

Puesto que la adquisicion del complejo motor estd asociada a un aumento en la actividad
cerebelosa y a la remodelacion sindptica en el cortex cerebeloso, Hesslow et al. (1999),
demostraron que la via aferente de las fibras musgosas a los granulos cerebelosos se activaba y

determinaba el “almacenaje de la memoria” durante el aprendizaje motor.

Y aunque el papel preciso del tPA es ain desconocido parecer estar implicado en la
consolidacién de la fase del aprendizaje en el ratoén (lo contrario los ratones con déficit de tPA
que tienen problemas de aprendizaje), asi como en la actividad proteolitica implicada en las

acciones motoras.
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f.8.- Relacién entre el sistema del tPA-plasmina vy el Sistema Nervioso

Periférico.

Estudios recientes han puesto de manifiesto la estrecha relacion entre las proteinas de la
matriz extracelular, el crecimiento versus regeneracion del nervio periférico (Silver y Miller

2004) y las propiedades bioldgicas de las células de Schwann.

Entre los factores capaces de activar la proliferacion de las células de Schwann destacan
aquellos derivados de las proteinas de la matriz extracelular (Jessen y Mirsky 1999),
preferentemente, la laminina (Anton et al. 1994; Chen y Strickland 2003) y los receptores
integrinas-laminina B1 (Fernandez-Valle et al. 1994; Feltri et al. 2002). Por ello se comprende
que cambios en el fibrindgeno y alteraciones en las proteinas de la matriz extracelular sean

inherentes al dafio axonal.

Cuando un nervio sufre una agresion, la vascularizacion se altera generando la
extravasacion de fibrinogeno desde los alrededores del vaso, dando lugar a depdsitos de fibrina
(Akassoglou et al. 2002). Mientras que los depdsitos de fibrina en el SNP se relacionan con la
degeneracion nerviosa (en tiempo y espacio), la eliminacion de dichos depositos en el nervio
cidtico (una actividad plasmino-dependiente) se relaciona con la regeneracion (Akassoglou et al.
2000; Strickiland 2001; Akassoglou et al. 2002) (figura 15). En las formas experimentales se
aprecia un aumento de tPA y de la actividad proteolitica en dichas lesiones. Por tanto, en el SNP

el tPA media la fibrinolisis como un mecanismo protector en la lesion (Akassoglou et al. 2002).

La fibrina interviene en el proceso de regeneracion/remielinizacion del nervio a través de
la proliferacion de las células de Schwann, por la via de la fosforilacion extracelular (Kinasa 1y
2 —ERK1/2), y al regular la expresion de fibronectina y del receptor de neurotropina p75 en
dicha célula. Asi pues, la porcion distal del axon dafiado, degenerado y eliminado por los
macrofagos, las células de Schwann migran a través de las proteinas de la matriz extracelular
(integrinas) (Milner et al. 1997). Mientras que en la proximidad de los nuevos axones,
posteriormente proliferan y se diferencian, mielinizando el axéon (Kioussi y Gruss 1996;

Chernousov y Carey 2000).
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Figura 15:

Remielinizacion del nervio periférico por efecto de la fibrina ( Adams et al. 2004).
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Por otro lado, también se ha visto, que tras el dafio en el nervio periférico (ciatico) se

produce un aumento de tPA, de uPA y de la actividad proteolitica del ganglio dorsal de la

médula espinal (Yamanaka et al. 2004). La inyeccion intratecal de un inhibidor del tPA, y la

estimulacion eléctrica en las neuronas del ganglio dorsal, disminuye la hiperalgesia térmica que

se sucede a la lesion del nervio ciatico, hallazgo que sugiere que el aumento del tPA en el

ganglio dorsal media en la hipersensibilidad, y por tanto, podria representar un posible

mecanismo del dolor neuropatico.

f.9.- Relacion entre el sistema del tPA-plasmina/placas de desmielinizacién e

infeccion por herpes virus en el Sistema Nervioso Central.

Estudios recientes han puesto de manifiesto al analizar placas desmielinizantes la

existencia de una co-localizacion, en las mismas, del antigeno para el virus herpes humano-6 y el
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tPA. Este hallazgo no se interpreta en el sentido de que la infeccion por VHH-6 induzca la
sintesis de tPA en el tejido nervioso; sino que dicha infeccion genera una respuesta inmunitaria
que induce la activacion del sistema del plasmindgeno, el aumento del tPA, y en consecuencia, la
destruccion tisular. Este hallazgo aporta un dato mas a favor de la posible etiologia viral de la

Esclerosis Multiple (Virtanen et al. 2005).
G. HOMOCISTEINA Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL.

En el cerebro la homocisteina se localiza predominantemente en las células gliales (Benz
et al. 2004), y, al ser un agonista enddégeno de los receptores glutamatérgicos N-metil-D-
aspartato (NMDA) causante de la elevacion del Ca2+ intracelular, de la activacion de proteinas
proapoptoéticas y de la muerte celular, participa en la neurotransmision excitatoria, corroborando

su papel como un “gliotransmisor”.

Se han descrito otras acciones en el SNC: 1) desarrollo de microangiopatia cerebral; 2)
disfuncion endotelial y stress oxidativo (Seshadri et al. 2002); 3) dafio en el DNA neuronal,
favoreciendo la apoptosis (Kruman et al. 2000); 4) disminucion de la hidrofobicidad de la
proteina basica de la mielina por hipometilacion de la misma (la homocisteina es un donador
importante en muchos procesos bioquimicos) (Kim et al. 1997) y, por ltimo, 5) formacion de
proteinas N-homocisteina tras la acumulacion de homocisteina-tiolactona, que actian como neo-

auto antigenos, induciendo asi una respuesta inmune (Jakubowski 2005).

La homocisteina, en todo caso, induce la modulacion del t-PA, uniéndose a su receptor de
membrana celular sin aumentar su concentracion. Por otro lado, la homocisteina ejerce sobre la
expresion del gen del PAI-1 un aumento de la secrecion vascular del mismo (Midorikawa et al.

2000).

En pacientes afectos de Esclerosis Multiple se han observado niveles elevados de
homocisteina (Ramsaransing et al 2006). Sin embargo, Ramsaransing et al. (2006), no objetivan
diferencias en los niveles plasmaticos de homocisteina entre las formas benignas de Esclerosis
Multiple y aquellas con curso progresivo, ni encuentran correlacion entre éstos niveles y las
concentraciones séricas de IL-12, TNFa asi como la produccion de 6xido nitrico leucocitario. Su

implicacion en la patogenia de la Esclerosis Multiple es aun desconocida.
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Objetivos:

Basandonos en todo lo anteriormente expuesto al introducir este trabajo, hemos

disefiado un estudio con los siguientes objetivos:

1.- Evaluar la posible asociacién entre el riesgo de desarrollar una Esclerosis Multiple
y aquellos factores del sistema de la coagulacion: tPA, PAI-1, plasmindgeno,
antitrombina 11, proteina C, proteina S, trombomodulina y homocisteina, cuya
presencia ha sido descrita en variados procesos fisioldgicos y patologicos del

Sistema Nervioso Central.

2.- Analizar si las variaciones en la actividad plasmatica del tPA y del PAI-1 se
correlacionan con el desarrollo y con la severidad de los brotes clinicos en la

Esclerosis Multiple.

3.- Estudiar la posible asociacion entre la presencia en el genoma de determinadas
variaciones polimorficas - el alelo de insercion (Alu 1) en el intron “h” del gen
del tPA y las formas 4G/4G, G4/G5 y 4G/5G para el promotor del gen del PAI-

1, y el riesgo de padecer una Esclerosis Multiple.

4.- Estudiar la relacion entre los niveles de homocisteina y las variaciones genotipicas

en los genes del tPA y PAI-1 en la Esclerosis Mdltiple.
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Tipo de estudio:

Para la consecucién de nuestros objetivos, disefiamos un estudio epidemiolégico

observacional de tipo Casos-Controles.
1.- Poblacion de estudio: Casos y controles.

La muestra se selecciond en funcién de la presencia (casos) o ausencia de la
enfermedad (controles), y se determinaron las variables de exposicion en el mismo

momento.
1. a) Poblacion de casos:

Seleccionamos una muestra de 100 pacientes jovenes (entre 18 y 57 afios)
residentes en el area norte de la provincia de Santa Cruz de Tenerife y afectos de
Esclerosis Multiple remitente-recurrente (criterios de Poser y McDonals) que acudieron
a consulta externa o ingresaron en planta de hospitalizacion entre el 1 de enero del 2003
y el 31 de diciembre de 2004.

Realizamos dos grupos de estudio:

a.) Pacientes en los que el diagnostico de Esclerosis Multiple remitente
recidivante se realizo en el periodo de inclusion, durante el brote clinico

que permitid su diagndstico.

b.) Pacientes ya diagnosticados de Esclerosis Multiple y que se encontraban
en seguimiento y control por nuestra consulta. Estos, a su vez, se

clasificaron segin el momento de la valoracion, en:
1.) Pacientes en brote clinico.
2.) Pacientes en seguimiento rutinario.

En todos ellos el diagnostico de la enfermedad, Esclerosis Mdltiple, se realizo en
base a criterios clinicos (ANEXOS 2, 3 y 4); de neuroimagen (ANEXO 6); de
laboratorio (ANEXO 7); y neurofisioldgicos (ANEXO 8); cumpliéndose asi, en el
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momento de su inclusion, los criterios de Poser (ANEXO 2) y los criterios de McDonals
(ANEXO 3).

Se clasificaron segun la forma clinica en: forma clinica remitente-recidivante
(RR), y formas progresivas. Estas Gltimas, a su vez, se subdividieron en la forma
primariamente progresivas (PP), la secundariamente progresiva (SP), y la puramente
progresiva desde su inicio (P). Estas variantes clinicas se definieron segun criterios al
uso, (Confavreux y Compstom 2006) (ANEXO 4).

Y a todos se les informé de su participacion en un estudio de investigacion y se

les presentd un consentimiento informado que firmaron voluntariamente (ANEXO 1).
1. b) La poblacién control:

La constituyen sujetos que acudian a las Consultas Externas del Servicio de
Neurologia del Hospital Universitario de Canarias por patologias no relacionadas con el
factor de exposicion en estudio (cefalea tensional, enfermedad neuromuscular,...) y
sujetos voluntarios sanos, trabajadores en el centro hospitalario en su mayoria
(residentes médicos, personal de enfermeria, estudiantes de medicina...). Dichos sujetos,
recogidos en el mismo periodo de tiempo, eran comparables a los expuestos a la

patologia de estudio, en edad y sexo.

Tanto los casos como los controles residian en el area norte de la provincia de

Santa Cruz de Tenerife.

2.- Tamano de la muestra:

El Célculo del tamafio de la muestra se basa en los hallazgos de VVan der Bom et
al. (1995).

3.- Recogida de datos:

Durante 24 meses reclutamos los casos y los controles. Todos los casos fueron
sometidos a una exhaustiva exploracion neurolodgica, y se les sometié a las escalas de
evaluacion clinica: EDSS, COMPOSITE y SCRIPP (ANEXO 5), para documentar su
situacion clinica. Aquellos en los que la inclusion se efectu6 en el momento del

diagnostico fueron sometidos a una prueba de neuroimagen (ANEXO 6), estudio del
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LCR (ANEXO 7) y un estudio neurofisiologico (ANEXO 8). En el resto de casos, las
variables clinicas y los resultados de las pruebas complementarias se recogieron de
forma retrospectiva. Junto a lo anterior, tanto en el grupo control como en el de casos,
durante la fase de inclusién, se realizd analitica general, estudio protromboético y
estudio de determinacion genética de los polimorfismos del PAI-1 y tPA, para lo se
extrajo su ADN a partir de una muestra sanguinea de aproximadamente 6 c.c.

4.- Variables a estudiar y su analisis:

Las variables objeto de nuestro estudio de investigacion, fueron principalmente
el estudio de trombofilia y el estudio genético de los polimorfismos del PAI-1 y tPA,
pero junto a ellas se analizaron otras muchas variables que a continuacion

especificaremos:
a) Variables descriptivas y analisis de la evaluacion clinica.

Se recogieron variables descriptivas como la edad, el sexo, el peso, la talla, los
antecedentes personales (HTA, diabetes mellitus, patologia tiroidea, consumo de téxico
Ej. tabaco, alcohol...), y los antecedentes familiares (de Esclerosis Multiple u otras

enfermedades autoinmunes).

Todos los pacientes fueron sometidos a una exhaustiva exploracion neuroldgica,
y evaluados, y valorados, por medio de tres escalas validadas para Esclerosis Multiple
complementarias entre si (ANEXO 5):

1.-Kurtzke Expanded Disability Status Scale -EDSS-: Valora
desproporcional- mente la discapacidad para la deambulacion, pero no
mide adecuadamente ni la disfuncion en miembros superiores ni el

deterioro cognitivo, que contribuyen sustancialmente a la discapacidad.

2.-Multiple Sclerosis Functional Composite -MSFC-: Atiende a las
deficiencias de la escala EDSS, pues valora apropiadamente la
disfuncién cognitiva y la capacidad motora de miembros superiores. Se

correlaciona muy bien, con la calidad de vida.
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3.- Neurologic Rating Scale —SCRIPP-: Escala muy descriptiva y mas
sujetiva, dependiente por ello méas del clinico.

b) Analisis por neuroimagen:

Todos los casos fueron sometidos a un estudio de neuroimagen por Resonancia
Magnética (ANEXO 6). A toda la muestra se les realiz estudio cerebral, y en un
elevado numero de casos se le hizo un estudio combinado cerebral-medular (General
Electric® 1.5 teslas).

Las secuencias realizadas en todos los casos fueron el T1, el T2, la secuencia
FLAIR, y la conocida como densidad protonica; y junto a ellas, en los pacientes que se
encontraban en un brote clinico, también se le hizo secuencia T1 con contraste
(Gadolinio -Gd).

c¢) Estudio neurofisiologico:

A todos los pacientes se realizd un estudio de potenciales evocados (ANEXO 8):

visuales -PEV-, troncoencefalicos -PEATC-, y somatosensoriales -PESS-.
d) Estudios en sangre periférica:

Analizamos las determinaciones bioquimicas que pudieran influir en los niveles
plasmaticos de factores de la coagulacién como son la glucosa y los lipidos, y
adicionalmente se solicitaron hemograma, monograma, hormonas tiroideas, parametros
de funcionamiento renal y hepatico, ANA, ANCA, anticoagulante Iupico y Ac.

antifosfolipidos.
e) Estudios en liquido celaforraquideo (LCR):

Analizamos aspecto, celularidad, la relacion glucoprotéica y la identificacion versus

presencia de bandas oligoclonales (BOG) y proteina basica de la mielina. (ANEXO 7).
f) Estudio de trombofilia:

Los parametros de trombofilia estudiados fueron: Plasmindgeno, activador

tisular del plasmindgeno (tPA) y su principal inhibidor (PAI-I), proteina S, proteina C,
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resistencia a la proteina C, homocisteina, trombomodulina, antitrombina I11, asi como el
INR y el tiempo de protrombina. La extraccion se realiz6 a primera hora de la mafiana,
entre las 7,30 y 8,30h, para evitar la influencia de las variaciones circadianas de algunas

determinaciones (p. ej. PAI-1).
Las determinaciones se realizaran utilizando tres tipos de técnicas:
a. Coagulativas (resistencia a la proteina C).

b. Cromogénicas (antitrombina Ill, proteina S, proteina C, trombomodulina,
plasmindgeno, antiplasmina, activador tisular del plasminogeno (tPA),
inhibidor del activador tisular (PAI-1), anticuerpos antifosfolipidos, y
resistencia a la proteina C.

c. ELISA (anticuerpos antifosfolipido, trombomodulina, proteina S libre).
g) Estudio genético:

Se determinaron los polimorfismos Alu D/D, 1I/D, I/l, para el tPA y los
polimorfismos 5G/5G, 4G/5G, 4G/AG para el PAI-1, a través del equilibrio de Hardy-

Weinberg (verificado para test poblacionales).
Tipaje genémico:

Se llevo a cabo utilizando DNA purificado a partir de muestras de sangre
periférica, mediante digestion con proteinasa K y ulterior precipitacion con sales de

guanidio.

Aproximadamente 0.1 gr. de dicho DNA se someti6 a un proceso de
amplificacion por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en torno a las
secuencias polimorficas, en condiciones optimizadas para cada pareja de “primers”, y
utilizando concentraciones finales de 1.5 mM MgCI2, 100 M. DNTPs, 0.5 M. de

cada “primer” y 1 U Taq polimerasa.

Una fraccion del producto de PCR fue digerida con el enzima de restriccion

apropiado y el RFLP resultante se analizo en geles de acrilamida al 5%.
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Gen Primers Temp. Enzima Tamafo

TPA AGAGTTCCGTAACAGGACAG 60 - 500 vs.
AGAAGGAGACTCAGTCAACC 188

PAI-1 CACGAGAGAGTCTGGCCACGT 60 Bsl1 98 vs.
CCAACAGAGGACTCTTGGTCT 77+22

5.- Analisis estadistico:
En todas las poblaciones testadas se verifico el equilibrio de Hardy-Weinberg.
Analisis univariante:

Se realizd un andlisis descriptivo de las variables, estimando medidas de
tendencia central (media, mediana, moda, percentiles...), y de dispersion (desviacién
tipica), asi como sus respectivos graficos en el caso de variables cuantitativas
(histogramas, diagramas de caja,..). Para las variables categodricas, se resumieron los
datos mediante distribucion de frecuencias, y sus respectivos diagramas de sectores o

barras, en caso necesario.

Analisis bivariante:

Se compararon las medias de las variables cuantitativas, entre casos y controles,
mediante el test T- de Student, dada la naturaleza normal de su distribucion. La
valoracion estadistica de las tasas de exposicién encontradas se efectué mediante la
aplicacion del test de Chi cuadrado de Pearson, de comparacion de proporciones, que
determind si la diferencia existente pudo o no ser explicada por el azar (HO), o por la
presencia de la variable independiente en estudio (H1). Se estimo6 asimismo la magnitud
de la asociacion mediante el célculo de la odds-ratio (OR) bruta, y posteriormente,
mediante el test de Mantel y Haenszel; ajustando esta OR por estratos. Se obtuvieron los
respectivos intervalos de confianza del 95% (IC 95%), para un nivel de significacion

alfa del 5%. Para la comparacion de los niveles sanguineos de PAI-1, t-PA,
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homocisteina y con los diferentes polimorfismos del PAI-1 y t-PA se utilizé el test de
ANOVA (anélisis de la varianza).

Analisis multivariante:

Por ultimo, dada la naturaleza dicotdmica de la variable principal o dependiente
(presencia o ausencia de Esclerosis Multiple), y con la finalidad de predecir el
comportamiento de esta variable de respuesta, en funcion de otras predictoras o
independientes, se realizd un analisis multivariante mediante regresion logistica no
condicional. Utilizamos el “método introducir”; en un principio, incluyendo todas
aquellas variables predictoras que mostraron asociacion estadisticamente significativa, y
no significativa, con la variable dependiente, y probando aquellas interacciones
posibles. En el caso de que la interaccion no fuese significativa, y siempre y cuando

cada una de las variables que la compusiesen tampoco lo fuese, se sacaba del modelo.

Para los calculos se ha utilizado el programa informatico SPSS para Windows,
version 12.0, SPSS Chicago. Para la estimacion de los intervalos de confianza del 95%

de las OR en el analisis bivariado se utilizo el programa Epidat.
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ANEXOS
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ANEXO 1: CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PACIENTE

El Proyecto de Investigacion titulado: "Polimorfismos genéticos, alteraciones del
sistema fibrinolitico y la enfermedad desmielinizante”, pretende demostrar qué
alteraciones en el sistema de la coagulacion sanguinea podrian tener consecuencias
negativas en la etiopatogenia, evolucion clinica y respuesta terapéutica en los sujetos
afectos de Esclerosis Multiple. Lo que finalmente buscamos es detectar estas
alteraciones y el dafio que producen en el paciente afecto de Esclerosis Multiple, y asi
poder aplicar medidas preventivas. Le anticipamos que las alteraciones que detectemos

en este estudio seran tratadas segun el conocimiento actual.

Existen sospechas fundadas de que una predisposicion genética es precisa para
desarrollar Esclerosis Multiple. Por ejemplo, los pacientes con antecedentes familiares
de de enfermedades autoinmunes, los que pertenecen a determinadas razas, sufren estas
alteraciones con mas frecuencia. Nosotros pretendemos estudiar el ADN, con el fin de
detectar cambios en su secuencia que nos indiquen qué enfermos tienen mayor riesgo de
desarrollar enfermedad desmielinizante. Su colaboracion puede ser util para definir esos
factores genéticos, lo que permitiria en un futuro detectar los enfermos que tienen méas
riesgo de desarrollar una enfermedad desmielinizante y sobre todo prever

complicaciones evolutivas, y respuesta terapéutica.

Si usted acepta participar, solo se precisa una muestra de sangre de 6 cc extraida
de una vena periférica en una visita de rutina y la firma de la presente autorizacion. Es
posible que experimente una ligera formacion de hematoma, coloracion de la piel,
enrojecimiento o tumefaccidon en el lugar de la puncién cuando se extraiga la sangre. De
esa muestra de sangre se extraera el ADN. Esta prueba no tiene caracter diagnostico
sino solo investigador, y usted tiene total libertad para participar. Ademas le

garantizamos que:

1. El ADN seréa utilizado exclusivamente para los fines del estudio, es decir,
“definir polimorfismos genéticos que confieran predisposicion a desarrollar “Esclerosis
Multiple”. No podré ser utilizado para ningun otro estudio sin autorizacion expresa del
paciente, y quedara custodiado y etiquetado de manera andnima en la Unidad de

Investigacion del Hospital Universitario de Canarias (La Laguna, Tenerife).
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2. La informacidn que se derive del analisis es confidencial, y no podra ser
utilizada con otros fines diferentes al del estudio.

3. Si usted lo solicita sus muestras de sangre asi como de ADN seran
destruidas. En ese caso se le informara adecuadamente y en su momento de la fecha de

destruccién del material.

4. Bajo ningln concepto y en ningin momento las muestras seran motivo
de lucro directo o transaccion comercial, bien sea por la venta del material o de los

derechos para realizar estudios sobre los mismos.

5. Al material custodiado se le aplicaran las normativas vigentes, nacionales

0 europeas que procedan.

Yo. , AUTORIZO la

extraccion de ADN a partir de una muestra de sangre periférica, con el Unico fin de

analizar polimorfismos genéticos de interés para el estudio mencionado.

En La Laguna a de de
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ANEXO 2. CRITERIOS DE POSER (Poser et al. 1983).

Categorias Brotes Evidencia Evidencia LCR

clinica paraclinica 1gG/BO

EM clinicamente definida

(EMCD)
EMCD Al 2 2 y 1
EMCD A2 2 1

EM definida con apoyo de

laboratorio (EMDAL)
EMDAL B1 2 1 61 +
EMDAL B2 1 2 +
EMDAL B3 1 1 y 1 +

EM clinicamente probable

(EMCP)

EMCP C1 2 1

EMCP C2 1 2

EMCP C3 1 1 y 1

EM probable con apoyo
de laboratorio (EMPAL)

EMPAL D1 2 +
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ANEXO 3. CRITERIOS DIAGNOSTICOS: REVISION DE LOS
CRITERIOS DE MCDONAL (Polman et al. 2005).

Criterios originales

1. Si la primera exploracion con Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se
lleva a cabo tres meses o mas después del inicio del episodio clinico, la
presentacion de una lesion que capte gadolinio es suficiente para poner de
manifiesto la diseminacion cronoldgica, siempre y cuando no se encuentre
en el lugar implicado en el episodio clinico original. Si no se observa
ninguna lesion que capte contraste en ese momento, es necesario la practica
de una nueva exploracion de seguimiento. Se recomienda ésta Ultima a los
tres meses, aunque el momento de su obtencidn no es crucial. La presencia
de una nueva placa visible en T2 o que capte gadolinio en ese momento

cumple con el criterio de diseminacion en el tiempo.

2. Si la primera RMN se lleva acabo antes de que haya transcurrido tres meses
a partir del inicio del episodio clinico, la aparicion de una lesion captante de
gadolinio en una segunda exploracion realizada al cabo de los tres meses o
mas del episodio clinico, es suficiente para afirmar que existe diseminacion
en el tiempo. No obstante, si no se observa ninguna lesion captante en esta
segunda RMN, la presencia de una nueva placa visible en T2 o que capte
gadolinio en una nueva exploracion llevada a cabo antes de que hayan

transcurrido tres meses a partir de la primera sera suficiente.
Revisiones 2005

Se puede poner de manifiesto la existencia de diseminacion cronoldgica

mediante técnicas de obtencion de imagenes de dos maneras:

a.  Deteccion de una lesion captante de gadolinio por lo menos tres meses
después del inicio del primer episodio clinico, siempre y cuando su

localizacion no se corresponda con el citado episodio inicial.

b.  Deteccién de una nueva lesion visible en T2 que haya aparecido en

cualquier momento en comparacion con una exploracion de referencia
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llevada a cabo como minimo 30 dias después del inicio del primer
episodio clinico.

Criterios originales

Tres de los siguientes:

1. Por lo menos una lesién que capte gadolinio o en su ausencia, nueve lesiones

hiperintensas en T2.
2. Por lo menos una lesién infratentorial.
3. Por lo menos una lesién yuxtacortical.
4. Por lo menos tres lesiones periventriculares.

Nota: Una lesion en la médula espinal puede sustituir a una lesion cerebral.
Revisiones 2005
Tres de los siguientes:

1. Por lo menos una lesién que capte gadolinio o en su ausencia nueve lesiones

hiperintensas en T2.
2. Por lo menos una lesién infratentorial.
3. Por lo menos una lesién yuxtacortical.
4. Por lo menos tres lesiones periventriculares.

Nota: Se puede considerar que una lesion en la médula espinal es equivalente
a una lesion infratentorial: una lesion de la médula espinal captante seria
equivalente a una lesion cerebral captante, y las lesiones individuales de la
médula espinal se pueden sumar a las cerebrales para llegar a las nueve lesiones

necesarias en T2.
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Criterios originales

1. Resultados positivos en los analisis del LCR y,

2. Diseminacion en el espacio dictaminado por la presencia de nueve 0 mas
lesiones cerebrales visibles en T2 en la RMN, 6 presencia de dos 0 mas
lesiones en la médula espinal, 6 presencia de entre cuatro a ocho lesiones
cerebrales y una lesion en la médula espinal, 6 PEV positivos con presencia

de menos de cuatro lesiones cerebrales mas una lesion en médula espinal y

3. Diseminacion en el tiempo segin la RMN 6 progresion continuada durante

un afio.
Revisiones 2005

1. Progresion del cuadro durante un afio (segin determinacion retrospectiva o

prospectiva).
2. Mas dos de los siguientes:

a. Positividad en la exploracion cerebral mediante RMN (nueve lesiones
visibles en T2, o cuatro o mas lesiones visibles en T2 con PEV positivos)

b. Positividad en la exploracion de la médula espinal mediante RMN

(dos lesiones focales visibles en T2)

c. Resultados positivos en el andlisis del LCR (deteccion de BOG de
IgG mediante técnica de isoelectroenfoque, observacion de un aumento

del indice de 1gG, o0 ambas).
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Presentacion clinica

Datos adicionales para el diagnostico

Dos o mas brotes, signos clinicos
objetivos de la presencia de dos 6 mas

lesiones.

Ninguno

Dos o mas brotes, signos clinicos

objetivos de la presencia de una lesion.

Diseminacion en el espacio por:
-RMN 6

-Deteccion de 2 0 mas lesiones compatibles con EM en la
exploracién mediante RMN maés positividad en el LCR
6

-Esperar a la aparicion un brote adicional que implique la

afectacion de un sitio diferente.

Un brote, signos clinicos objetivos de la

presencia de dos 6 mas lesiones.

Diseminacion en el tiempo por:
-RMN 6

-Aparicion de un segundo brote.

Un brote, signos clinicos objetivos de la

presencia de una lesion

(presentacion monosintomatica;

sindrome aislado clinico)

Diseminacion en el espacio por:
- RMN

- Deteccion de dos 0 més lesiones compatibles con EM en

la exploracién mediante RMN maés positividad de LCR

y

Diseminacion en el tiempo, puesta de manifiesto por:
-RMN 6

- Aparicion de un segundo brote.

Progresion neurolégica insidiosa que

sugiera una EM.

Progresion del cuadro durante 1 afio y
Dos de los siguientes:

- Positividad en la exploracion cerebral mediante RMN

(9 lesiones en T2 0 4 0 méas en T2 y PEV positivos).

- Positividad en las exploraciones de la médula espinal

mediante RMN (dos lesiones focales visibles en T2).

- Resultados positivos en el andlisis del LCR.
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ANEXO 4. FORMAS CLINICAS (Confavreux y Compstom 2006).

Esclerosis Multiple de brotes, con recaidas y remisiones sucesivas. Pacientes
cuya clinica se presenta en “brotes”o episodios de disfuncién neurolégica con una
duracién de mas de 24 horas. Los episodios paroxisticos no constituyen un brote, salvo
que persistan mas de 24 horas. Los brotes se desarrollan de forma aguda, y evolucionan
a lo largo de dias o semanas, experimentando posteriormente una recuperacion que, a
veces. pero no siempre, puede ser completa. Entre los brotes clinicos, el paciente

permanece neuroldgica y sintomaticamente estable.

Esclerosis Multiple secundariamente progresiva: es la forma que comienza
como una esclerosis en brotes y recaidas, pero el nimero de ataques se reduce y genera
un deterioro continuo. Afecta preferentemente a pacientes varones, con sintomas
predominantemente motores 0 tempranamente cerebelosos, con ataques frecuentes,
deficiencias residuales después de cada ataque, mayores lesiones observadas en las
imagenes de resonancia, y con discapacidad moderada después de cinco afios de

enfermedad.

Esclerosis Multiple primariamente progresiva: los pacientes afectos con esta
variante, experimentan un declive constante de sus funciones desde el comienzo y

nunca padecen ataques agudos.

Esclerosis Multiple progresiva: forma con curso progresivo, aunque los
pacientes experimentan ataques ocasionales que se superponen al curso progresivo de la

enfermedad.
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ANEXO 5. ESCALAS DE DISFUNCION NEUROLOGICA.

La exploracion neuroldgica convencional constituye la primera aproximacion
del médico al paciente con Esclerosis Mdltiple, mediante la cual no sélo establecerd el
diagnostico de la enfermedad, sino que también efectuara el seguimiento del curso de la
misma, pero de forma poco estandarizada y escasamente comparable entre los distintos
evaluadores del paciente. Dada la inexistencia de un marcador subrogado biolégico o
morfoldgico preciso, han sido propuestas diversas escalas clinicas de valoracion de la
disfuncion neurologica en Esclerosis Mdltiple, como la EDSS (Expanded Disability
Status Scale de Kurztke) que puntia la disfuncion de 0 (normal) a 10 (fallecido), con
intervalos de 0,50 puntos. Otra escalas empleadas son la_Neurological Ranking Scale
(NRS) o SCRIPP, y la més reciente denominada Escala Funcional Compuesta de
Esclerosis Multiple, MSFC (Multiple Sclerosis Functional Composite Scale).

5.1. - Expanded Disability Status Scale (EDSS) (Kurtzke JF. 1983)

Piramidal

1. Normal.

2. Signos anormales sin incapacidad.

3. Incapacidad minima.

4. Paraparesia 0 hemiparesia leve 0 moderada. Monoparesia grave.

5. Paraparesia o hemiparesia grave. Monoplejia o cuadriparesia
moderada.

6. Paraplejia o hemiplejia. Cuadriparesia intensa.
7. Cuadriplejia.

Cerebelo

1. Normal.

2. Signos anormales sin incapacidad.

3. Ligera ataxia.

4. Moderada ataxia de los miembros o del tronco.

5. Ataxia intensa de todas las extremidades.

6. Incapaz de realizar movimientos coordinados por ataxia.
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+ afladir tras cada puntuacion en caso de debilidad grado 3 que dificulte la
prueba.

Tronco del encéfalo

1. Normal.
2. Solamente signos.
3. Nistagmus moderado o cualquier otro tipo de incapacidad.

4. Nistagmus intenso, paralisis extraocular intensa 0 moderada
incapacidad por otros pares.

5. Disartria intensa o cualquier otro tipo de incapacidad.
6. Incapacidad para tragar o hablar.

Sensibilidad

1. Normal.
2. Alteracion de la vibratoria o grafoestesia en una o dos extremidades.

3. Disminucion ligera de la sensibilidad tactil o dolorosa, o de la
posicional y/o disminucion ligera de la vibratoria en uno o dos
miembros o vibratoria (6 grafoestesia) en 3 0 4 miembros.

4. Disminucion. moderada, incluida alteracion propioceptivaen 3 6 4
miembros.

5. Disminucion intensa, o bien grave alteracion propioceptiva en mas de
2 miembros.

6. Pérdida de la sensibilidad en una o dos extremidades o bien
disminucion  del tacto o dolor y/o pérdida del sentido posicional en
mas de dos miembros.

7. Pérdida de sensibilidad practicamente total por debajo de la cabeza.

Vejiga e intestino

Afadir un punto mas en la puntuacion de 1-4 vesical si se usa
autocateterismo vesical. Puntle la situacién peor del modo siguiente:
(Redefinicion de Goodkin et al. 1992)

Vejiga

1. Funcién normal.
2. Ligero titubeo, urgencia o retencion.

3. Moderado titubeo, urgencia o retencion tanto del intestino como de la
vejiga, o incontinencia urinaria poco frecuente.
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4. Incontinencia < semanal.
5. Incontinencia > semanal.
6. Incontinencia diaria.

7. Catéter vesical.

Intestino

. Funcion normal.

. Estrefiimiento de < diario, sin incontinencia.

. Estrefiimiento de menos de a diario pero no incontinencia.
. Incontinencia < semanal.

. Incontinencia > semanal pero no a diario.

. Ningan control intestinal.

~N OO o B W DN

. Grado 5 intestinal méas grado 5 de disfuncion vesical.

1. Normal.
2. Escotoma con agudeza visual (corregida) superior a 20/30.

3. El ojo que esté peor con un escotoma tiene de agudeza entre 30/30 y
20/59.

4. El ojo peor (por escotoma o alteracion de campo) con agudeza méaxima
entre 20/60 y 20/99.

5. Disminucion entre 20/100 y 20/200; igual un grado 3 mas maxima
agudeza en el mejor ojo de 20/60 o inferior.

6. Disminucion en el ojo peor con agudeza inferior a 20/200; o bien
grado 4 mas maxima agudeza en el ojo mejor de 20/60 0 menos.

7. + afadir tras la puntuacion en los grados 0-5 si existe palidez
temporal.

Funciones mentales

1. normal.

2. alteracion del estado de animo Unicamente (no afecta a la puntuacion
EDSS).

3. ligera alteracion cognitiva.

4. moderada alteracion cognitiva.

5. marcada alteracion cognitiva.

6. demencia o sindrome cerebral crénico.
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Expanded Disability Status Scale (EDSS)

0= examen neuroldgico normal (todos los items de FS son de cero).

1.0= ninguna incapacidad pero signos minimos solamente en un apartado
de laFS.

1.5= ninguna incapacidad pero signos minimos en mas de un apartado de
la FS.

2.0=incapacidad minima en un apartado de la FS (al menos uno con

puntuacion de 2).
2.5= incapacidad minima (dos apartados de la FS puntuando 2).

3.0= incapacidad moderada en un FS (un FS puntta 3 pero los otros entre
0y 1). El paciente deambula sin dificultad.

3.5= deambula sin limitaciones pero tiene moderada incapacidad en una
FS (una tiene un grado 3) o bien tiene una o dos FS que puntdan un grado
2 0 bien dos FS punttan un grado 3 o bien 5 FS tienen un grado 2 aunque

el resto estén entre O y 1.

4.0= deambula sin limitaciones, es autosuficiente, y se mueve de un lado
para otro alrededor de 12 horas por dia pese a una incapacidad
relativamente importante de acuerdo con un grado 4 en una FS (las
restantes entre 0 y 1). Capaz de caminar sin ayuda o descanso unos 500

metros.

4.5= deambula plenamente sin ayuda, va de un lado para otro gran parte
del dia, capaz de trabajar un dia completo, pero tiene ciertas limitaciones
para una actividad plena, o bien requiere un minimo de ayuda. El
paciente tiene una incapacidad relativamente importante, por lo general
con un apartado de FS de grado 4 (los restantes entre 0 y 1) o bien una
combinacion alta de los demas apartados. Es capaz de caminar sin ayuda
ni descanso alrededor de 300 metros.

5.0= camina sin ayuda o descanso en torno a unos 200 metros; su
incapacidad es suficiente para afectarle en funciones de la vida diaria, Ej.

trabajar todo el dia sin medidas especiales. Los equivalentes FS
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habituales son uno de grado 5 solamente, los otros entre 0 y 1 o bien
combinaciones de grados inferiores por lo general superiores a un grado
4.

5.5= camina sin ayuda o descanso por espacio de unos 100 metros; la
incapacidad es lo suficientemente grave como para impedirle plenamente
las actividades de la vida diaria. El equivalente FS habitual es de un solo
grado 5, otros de 0 a 1, o bien una combinacion de grados inferiores por

encima del nivel 4.

6.0= requiere ayuda constante, bien unilateral o de forma intermitente
(bastén, muleta o abrazadera) para caminar en torno a 100 metros, sin 0
con descanso. Los equivalentes FS representan combinaciones con mas
de dos FS de grado 3.

6.5= ayuda bilateral constante (bastones, muletas o abrazaderas) para
caminar unos 20 metros sin descanso. ElI FS habitual equivale a

combinaciones con mas de dos FS de grado 3+.

7.0= incapaz de caminar mas de unos pasos, incluso con ayuda,
basicamente confinado a silla de ruedas y posibilidad de trasladarse de
ésta a otro lugar, o puede manejarse para ir al lavabo durante 12 horas al
dia. El equivalente FS habitual son combinaciones de dos 0 méas de un

FS de grado 4+. Muy raramente sindrome piramidal grado 5 solamente.

7.5= incapaz de caminar mas de unos pasos. Limitado a silla de ruedas.
Puede necesitar ayuda para salir de ella. No puede impulsarse en una
silla normal pudiendo requerir un vehiculo motorizado. El equivalente

FS habitual son combinaciones con méas de un FS de grado 4+.

8.0= bésicamente limitado a la cama o a una silla, aunque puede dar
alguna vuelta en la silla de ruedas, puede mantenerse fuera de la cama
gran parte del dia y es capaz de realizar gran parte de las actividades de
la vida diaria. Generalmente usa con eficacia los brazos. El equivalente

FS habitual es una combinacion de varios sistemas en grado 4.

8.5= bésicamente confinado en cama la mayor parte del dia, tiene un

cierto uso util de uno o ambos brazos, capaz de realizar algunas
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actividades propias. El FS habitual equivale a combinaciones diversas

generalmente de una grado 4+.

9.0= paciente invalido en cama, puede comunicarse y comer. El
equivalente FS habitual son combinaciones de un grado 4+ para la mayor

parte de los apartados.

9.5= totalmente invalido en cama, incapaz de comunicarse o bien comer
o tragar. El equivalente FS habitualmente son combinaciones de casi

todas las funciones en grado 4+.

10= muerte por esclerosis maltiple.

5.2.-Escala funcional compuesta de Esclerosis Multiple (MSFC) .
Escala que se calcula sumando las puntuaciones Z obtenidas al estandarizar:

a) El tiempo empleado en recorrer 7,5 metros (25 pasos) y a través del cual

valoramos la movilidad.

b) 9 HPT o prueba de los 9 palitos en su agujero, que mide el tiempo empleado
en introducir cada palito en su agujero y, con ello, la destreza en

miembros superiores.

c) PASAT-3, o prueba de 3 segundos de audicion seriada de una serie numeérica,
que el paciente debe sumar correlativamente, valorando con ello la
capacidad cognitiva. (La puntuacién Z es el nimero de desviaciones
estandar que un paciente tiene por encima o por debajo de la media de la

poblacion comparable).

5.3.-Neurological ranking Scale (NRS) o SCRIPP .

Se basa en la exploracion neuroldgica, como la EDSS, pero puntta de forma

independiente las funciones motoras y sensitivas de las cuatro extremidades. La maxima
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puntuacion es de 100 (corresponde a una exploracién neuroldgica normal). Puntuando

cada variable sobre cuatro puntos.

Variables a estudio:

a) Estado de animo.

b) Pares craneales.

¢) Motor (cuatro extremidades).

d) Babinski.

e) Sensorial (cuatro extremidades).

d) Cerebelo.

e) Marcha.

f) Tronco.

g) Equilibrio.

h) Disfuncion vesical, intestinal o sexual
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ANEXO 6. NEUROIMAGEN (RMN).

Todos los sujetos afectos de EM fueron sometidos a un estudio de neuroimagen
por Resonancia Magnética Nuclear (General Electric® Signa® Horizon ™ pantalla de
plasma 1,5 teslas). En toda la muestra se realizo estudio cerebral, y un elevado nimero
de casos se hizo combinado con el estudio medular. Las secuencias realizadas en todos
los casos fueron el T1, el T2, la secuencia FLAIR, la conocida como densidad
protonica, y junto a ellas, en los pacientes que se encontraban con un brote clinico,

también se le realiz6 secuencia T1 con contraste (Gadolinio—Gd)

Criterios diagndsticos (Paty et al. 1994, Fazekas et al. 1998, Barkhof et al.
1997).

a) 1 lesion que capte Gadolinio (Gd) o 9 lesiones hiperintensas en T2 si no

existe una lesion captante.
b) 1 0 mas lesiones infratentoriales.
c) 1 o mas lesiones yuxtacorticales.
d) 3 0 mas lesiones periventriculares.
(Una lesién medular puede sustituir a una lesion cerebral)

Junto a los datos anteriores, consideramos la existencia de diseminacion

temporal, criterio diagndstico de EM, a la presencia de:

a) 1 lesion captante de Gd objetivada en una exploracion realizada tras haber
transcurrido al menos 3 meses desde el comienzo del brote, en una

localizacion diferente a la del brote, 6

b) En ausencia de lesiones cantantes de Gd en la exploracion a los 3 meses,
aparicion de una lesion captante de de Gd o una lesion nueva en T2 en

una exploracion adicional transcurridos 3 meses 0 mas.
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ANEXO 7. ESTUDIOS DE LABORATORIO (LIQUIDO
CEFALORRAQUIDEO - LCR).

El aspecto macroscopico del LCR en la Esclerosis Multiple es normal,
transparente, incoloro y la presion normal. EI nimero de células, las proteinas y la
albimina es normal, pero un hallazgo caracteristico es la elevacion relativa de las Ig,

sobre todo 1gG:

indice 1gG = 19G (LCR) / albimina (LCR
IgG (suero)/albdmina (suero)

(Se considera un indice normal < 0.66).

Junto a la elevacion de 1gG, existe la presencia de bandas oligoclonales (BOC),
producidas por uno o mas clones celulares de células plasmaticas. Para detectarlas se
utiliza el isoelectroenfoque en gel de policrilamida. Su ausencia no excluye la
enfermedad y existen falsos positivos, pues pueden aparecer en otras enfermedades
(panencefalitis esclerosante subaguda, infecciones virales, sindrome de Guillain-Barré

etc.)

A todos nuestros pacientes se le practicd una puncion lumbar y en el LCR se
analizo: la celularidad, la gluco y proteinorraquia, la presencia de IgG, la presencia de
proteina basica de mielina (PBM) y de BOC (también analizadas en suero sanguineo).
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ANEXO 8. ESTUDIO NEUROFISIOLOGICO: POTENCIALES
EVOCADOS.

Son utilizados para la valoracion de la funcion de las vias nerviosas visuales
(PEV), acusticas (PEATC), somatosensoriales (PESS) y motoras, pues proporcionan

una medida fiable de la desmielinizacién .

En los criterios de Poser, se utilizan como evidencia paraclinica para el
diagnostico definitivo de Esclerosis Multiple. En los de McDonals sélo los potenciales

visuales (PEV) se incluyen como criterio.

Se considera un PEV patoldgico, aquel que presenta una latencia P100
prolongada y diferencia de la P100 interocular mayor a 100 ms. Un PEATC es anormal
cuando presenta una disminucion o abolicion de las respuestas IV y V, 6 prolongacién
de los intervalos entre las ondas. Y un PESS patoldgico se considera aquel que

presenta una respuesta cortical p39 de latencia prolongada.

A todos nuestros pacientes les realizamos potenciales visuales, troncoencefalicos

y somatosensoriales (Oxford instruments modelo Synergy).
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1.) ANALISIS DESCRIPTIVO
A. COMPARABILIDAD DE CASOS RESPECTO A CONTROLES

Valorar el perfil demografico de los pacientes con Esclerosis Multiple
1.- Segun el sexo:

De todos los varones, el 43.4 % estaban afectos de Esclerosis Mdltiple, frente a 56.6% que

resultaron ser controles.

De todas las mujeres que analizamos en nuestro estudio el 43.2 % estaban afectas de
Esclerosis Multiple frente al 56.8 % que no lo estaban (p= 0.97) (Figura 16)

Fig. 16. Diferencias por el sexo.

sexo

2.- Segun la edad:

En ambos grupos en el grupo de casos la edad media de los sujetos fue de 37,6 afios (DT
10,49) frente a los 35,45 afios (DT 8,29) de los controles con p= 0,08 (Figura 17)

Fig. 17. Diferencias por la edad.

caso-control
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B. DESCRIPCION CLINICO-DIAGNOSTICA DE LOS PACIENTES CON
ESCLEROSIS MULTIPLE.

1.- La edad media de los pacientes cuando presentaron el primer sintoma de la enfermedad
fue de 31.1 afios (DT 10.36) con un valor minimo de 11 afios y maximo de 57 afios,

percentil 25 de 23 afios, percentil 50 de 30.5 afios y percentil 75 de 38 afios. (Figura 18)

Fig. 18. Edad del primer sintoma.
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2.- El tiempo transcurrido desde que los pacientes sufrieron el primer sintoma y fueron
diagnosticados de Esclerosis Mdltiple fue de 22.85 meses de media (DT 38.36) con un
minimo de 1 mes y un maximo de 204 meses; siendo los percentiles (P25, P50 y P75) de 4,

12 y 19.75 respectivamente.

3.- Otra variable analizada fue el primer sintoma de manifestacion de la enfermedad, y
obtuvimos que en el 37% de los sujetos afectos de Esclerosis Multiple el primer sintoma
fue un sintoma supratentorial, frente al 27% que presentaron sintomas troncoencefalicos, al
23% que tuvieron afectacion oOptica y al 20% que debutaron con afectacion medular.
(Figura 19)
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Fig. 19. Manifestacion clinica del primer sintoma
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En relacion al numero de areas afectas (supratentorial, troncoencefélica, via Optica,
meédula), en la presentacion inicial, obtuvimos que el 95% de los sujetos con Esclerosis
Madltiple, debutaron con afectacion de un solo &rea, siendo el 5% restante afectos en 2 o

mas areas en el brote inicial. (Figura 20)

Fig. 20. Areas afectas en la presentacion inicial.
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4.- El nimero de brotes sufridos por los pacientes diagnosticados de Esclerosis Multiple en
seguimiento por consulta fue de 3.14 (DT 1.67) brotes de media, con un minimo de 1, un
méaximo de 14. (Figura 21)

Fig. 21. Numero de brotes.
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Y ¢Como fueron los brotes? :
El 85% de los sujetos presentaron al menos un brote motor.

El 80% presentaron al menos un brote de tipo sensitivo en el

transcurso de su enfermedad.

Y sélo el 36% presentaron clinica no sensitiva y/o motora como brote
(de localizacion troncoencefalica, medular, de vias épticas...) (Figura 22-24)

5.- La raza de nuestros pacientes fue en el 100% de los casos caucasica.

6.- El motivo de la visita a nuestra consulta fue en el 60 % de los casos en el contexto de las
revisiones periddicas a las que son sometidos nuestros pacientes frente al 40% que se
encontraban en el contexto de un brote de actividad de la enfermedad. (Figura 25)
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Fig. 22-24. Caracteristicas de los brotes clinicos.
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Fig. 25. Motivo de la visita
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7.- También analizamos la forma clinica que presentaban nuestros pacientes y hallamos que
en el 98 % los casos presentaban una Esclerosis Mdltiple en la forma Remitente-

Recurrente y sélo en un 2% la forma clinica era Primariamente-Progresiva. (Figura 26)

Fig. 26. Formas clinicas
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8.- En el grado de de discapacidad medido por las escalas: EDSS, SCRIPP, COMPOSITE,

los resultados fueron los siguientes:

8.1.- EDSS

- El 39,8% de los sujetos afectos de EM presentaban una EDSS de 0.

- E1 65,3% de los sujetos afectos de EM presentaban una EDSS menor o igual a 1.

- EI 70,4% de los sujetos afectos de EM presentaban una EDSS menor o igual a 2.0.

- EI 78,6% de los sujetos afectos de EM presentaban una EDSS menor o igual a 2.5.
- EI 82,7% de los sujetos afectos de EM presentaban una EDSS menor o igual a 3.0.

- EI 87,8% de los sujetos afectos de EM presentaban una EDSS menor o igual a 3.5.
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8.2.- SCRIPP

El 80% de los sujetos presentaban una afectacion leve del estado de animo, el 93%
afectacion leve de los pares craneales, el 66% exhibian una forma leve de sintomas
motores, el 87% mostraban signo de Babinski (leve), el 74% afectacion sensorial, el 85%
afectacion cerebelosa, el 84% sintomas mentales, troncoencefalicos y del equilibrio y el
92% afectacion esfinteriana y/o sexual (todos en estadio leve).

8.3.- COMPOSITE

a) En la ejecucién de la prueba de “9 Holes” el grupo de casos empled en la ejecucion de
la prueba una media de 12.5 segundos (DT 4.19) con la mano derecha y 14
segundos (DT 4.69).

b) En caminar 25 pasos el grupo de pacientes empleé como media 6.2 segundos (DT
2.88).

c) Y en la prueba del PASAT nuestros pacientes mostraron una media de respuestas
numeéricas correctas de 27.5 (DT 8.65)

9.- Analizando los estudios de neuroimagen hallamos que el 87% de los pacientes fueron
sometidos a un estudio doble: cerebral y medular frente al 13% que s6lo fueron sometidos

al estudio cerebral. (Figura 27)
Fig. 27. Neuroimagen.
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10.- Todos los pacientes (100% casos) fueron sometidos a la extraccion de una muestra de

Liquido cefalorraquideo siendo las caracteristicas del mismo las siguientes:

- En el 93% de los casos presentaron un liquido anormal compatible con
Esclerosis Multiple “tipica”

- En un 3% el liquido fue anormal pero no “tipico de Esclerosis Mdltiple”
- En otro 3% el liquido extraido fue normal

-Y enun 1% la muestra extraida fue traumatica (Figura 28).

Fig. 28. Analisis de LCR.
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11.- A todos los casos se les solicitd estudio de Bandas Oligoclonales en el LCR vy

encontramos positividad para estas en el 85% de los sujetos frente a un 15% en que fueron
negativas. (Figura 29)
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Fig. 29. Presencia de bandas oligoclonales en LCR.
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12.- Otra variable analizada fue si la presencia de Bandas Oligoclonales (BOC) se asociaba
a un mayor grado de discapacidad (EDSS), pero no encontramos asociacion significativa
entre ambas variables pues el 86,7% de los sujetos sin BOC presentaban una EDSS menor
o igual 3.5 peroel 92.4% de los que si presentaban BOC también tenian una EDSS menor
oigual a 3.5 (p=0.465). (Figura 30)

Fig. 30. Relacién entre grado de discapacidad y presencia de bandas oligoclonales.
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13.- A todos los pacientes se les realizé estudio neurofisiolégico que constaba de
potenciales evocados visuales, troncoencefalicos y somatosensoriales, obteniendo los
siguientes resultados:

- ElI 19% de los sujetos presentaron unos potenciales evocados Visuales
patoldgicos.

- El 26% de los pacientes presentaron un estudio de potenciales troncoencefalicos
patoldgicos.

- El 52% de los sujetos afectos de Esclerosis Multiple presentaban potenciales

evocados somatosensoriales patoldgicos. (Figura 31-33).

Fig. 31-33. Estudio neurofisiologico.
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2.) ANALISIS UNIVARIANTE.

A. NIVELES PLASMATICOS DE LOS FACTORES DE LA COAGULACION Y
POLIMORFISMOS DEL PAI-1 y DEL tPA EN LOS PACIENTES
AFECTOS DE ESCLEROSIS MULTIPLE.

A.1) ESTUDIO PROTROMBOTICO:

1. Activador tisular del plasmindgeno ( tPA)

El analisis mostr6 una media de 4,24 mg/dl con (DT 3,85) con un minimo de 0,00

mg/dl y un valor maximo de 19,98 mg/dl. (Figura 34)

2.- Inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1)

La media del inhibidor en los casos fue de 22,26 UA/ml (DT 14,20) con un minimo
de 0,00 UA/ml y un maximo de 79,50 UA/ml. (Figura 35)

Fig. 34 Niveles plasmaticos de tPA Fig. 35. Niveles plasmaticos de PAI-1
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3.-Proteina S

Al analizar los niveles plasmaticos de Proteina S hallamos una media de 89,94% (DT

21,66) con un valor minimo de 42% y un maximo de 142%. (Figura 36).

Fig. 36 Niveles plasmaticos de Proteina S.
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4. Proteina C

El anélisis de este parametro de la coagulacion, mostré un valor medio de 116,63%
(DT 25,21), con un minimo de 100.64 % y un mé&ximo de 186% respectivamente.
(Figura 37)

Fig. 37. Niveles plasmaticos de Proteina C.
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5. Resistencia a la Proteina C Activada (RPCa)

El valor medio para los niveles de RPCa fue de 2,64 (DT 0,82) con un minimo de

1,30 y un maximo de 6,80. (Figura 38).

Fig. 38. Niveles plasméticos de RPCa.

Resist.Proteina C ac

6. Plamindgeno

El analisis de frecuencias para este parametro fue de 102,19% (DT 20,36) con valores
minimo de 34,40% y maximo de 184%. (Figura 39).

Fig. 39. Niveles plasmaticos de plasmindgeno.
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7. Trombomodulina

La media hallada para este parametro fue de 3,25 ng/ml (DT 1,25) con valores

extremos de 1,00 ng/ml y de 8,30 ng/ml. (Figura 40).

Fig. 40. Niveles plasmaticos de trombomodulina
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8. Homocisteina

El analisis estadistico de los niveles de homocisteina mostré unos niveles medios fue
de 12,25 ng/dl (DT 4,52) con un minimo de 3,00 ng/dl y un maximo de 29,90 ng/dl.
(Figura 41).

Fig. 41. Niveles plasmaticos de homocisteina.
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9. Tiempo de Protrombina (T.P.)

El valor de la media para el tiempo de protrombina en los casos fue de 91,08% (DT

8,87) con un maximo de 10% y un minimo de 48,50 %. (Figura 42).
10. I.N.R.

En el grupo de pacientes afectos de Esclerosis Multiple, la media para el INR fue de
1.03 (DT 0,12) con un minimo de 0,83 y un maximo de 1,70.(Figura 43).

11. Antitrombina 111 (A.111)

La media fue de 107.53% ( DT 14.28) y con un minimo de 71.50% y un maximo de
160.70%.(Figura 44).

Fig. 42. Tiempo de protrombina Fig. 43. LN.R.
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A.2) POLIMORFISMOS GENETICOS DEL PAI-1Y tPA.

1. Polimorfismos del PAI-1

El anélisis univariante mostro las siguientes frecuencias genotipicas:

4G-4G en el 29% de los casos.
4G-5G en el 55 % de los casos.
5G-5G en el 16 % restante.
Figura 45. Polimorfismos genéticos del PAI-1.

Poli.PAI-1

60

50

a0

E 10
o

Poli.PAI-1

2. Polimorfismos del tPA

Las variantes polimdrficas para el tPA fueron segun frecuencia las siguientes:

Il en un 20% de los casos.
ID en un 67% de los casos.
DD en tan s6lo un 13% de los sujetos.

Figura 46. Polimorfismos genéticos del tPA
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B. NIVELES PLASMATICOS DEL tPA Y PAI-1 EN LOS SUJETOS AFECTOS
DE ESCLEROSIS MULTIPLE SEGUN EL POLIMORFISMO
GENETICO.

B.1. Polimorfismo del PAI-1 variante 5G-5G v niveles plasmaticos de PAI-1

Entre los afectos de Esclerosis Multiple, 16 sujetos presentaban el polimorfismo 5G-5G, y
los niveles plasmaticos de PAI-1 fueron de valor medio 21.63 UA/ml (DT 7.75). (Figura
47).

B.2. Polimorfismo del PAI-1 variante 4G-5G vy niveles plasmaticos de PAI-1

En los 55 pacientes afectos de Esclerosis Multiple con el polimorfismo 4G-5G, los niveles
medios de PAI-1 en sangre fueron de 21,70 UA/ml (DT 14,85). (Figura 47)

B.3. Polimorfismo del PAI-1 variante 4G-4G vy niveles plasmaticos de PAI-1

En nuestra serie encontramos 29 pacientes con el polimorfismo 4G-4G, y la media de los
niveles plasmaticos de PAI-1 fue de 23.69 UA/ml (DT 15.88). (Figura 47)

Figura 47. Relacion entre las variantes polimérficas del PAI-1 y los niveles
plasmaticos de PAI-1.
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B.4. Polimorfismo del t-PA variante 1l y niveles plasmaticos de t-PA

En nuestro grupo de estudio (Esclerosis Multiple) encontramos 20 pacientes con el
polimorfismo Il para el gen del t-PA y los niveles plasmaticos (valor de la media) fueron
3.81 ng/ml ( DT 4.33) (Figura 48).

B.5. Polimorfismo del t-PA variante ID y niveles plasmaticos de t-PA

Entre nuestros pacientes afectos de Esclerosis Multiple, la variante polimorfica ID para el
gen de t-PA estaba presente en 67 sujetos, y el valor medio de los niveles plasmaticos de t-
PA fue 4,15 ng/ml (DT 3.5). (Figura 48).

B.6. Polimorfismo del t-PA variante DD vy niveles plasmaticos de t-PA

En el grupo de casos de nuestro estudio, el polimorfismo DD para el gen del t-PA estaba
presente en 13 sujetos y los niveles plasmaticos presentaban un valor medio de 5,41ng/ml
(DT 4,42) (Figura 48).

Fig. 48. Relacion entre las variantes polimorficas del tPA y los niveles plasmaticos de
tPA.
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C. NIVELES PLASMATICOS DE t-PA Y PAI-1 SEGUN TIPO DE VISITA Y
POLIMORFISMOS EN EL GRUPO CASOS.

1. Polimorfismo 11 del t-PA vy niveles Plasmaticos segun tipo de visita

En las visitas de rutina de los sujetos afectos de Esclerosis Multiple con el polimorfismo Il
para el tPA (n=16), presentaron una media para los niveles plasmaticos de t-PA de 2.95
ng/ml (DT 2.32), frente a los sujetos que acudieron durante un brote clinico (n=4) que

presentaron una media de 7.22 ng/ml (DT 8.51), con valor p=0.077. (Figura 49).

2. Polimorfismo DD del t-PA v niveles plasmaticos sequin tipo de visita

En los pacientes con el polimorfismo DD para el t-PA (n=9), obtuvimos en las visitas
rutinarias, una media para los niveles de t-PA plasmatico de 3.87 ng/ml (DT 1.93), , frente
a los que acudieron en brote clinico (n=4) que presentaron una media de 8.87 ng/ml (DT
6.72), con una p=0.055. (Figura 50).

3. Polimorfismo ID del t-PA v niveles plasmaticos sequn tipo de visita

En las visitas de rutina los sujetos afectos de Esclerosis Mdltiple con el polimorfismo ID
para el tPA (n=35), presentaron unos niveles medios para el t-PA de 4.36 ng/ml ( DT
4.05), frente a los sujetos que acudieron en un brote (n=32), en los que hallamos una media
de 3.91 ng/l (DT 3.07), con una p=0.608. (Figura 51)

147



Resultados

Fig. 49. Polimorfismo Il del tPA y niveles plasmaticos de tPA segun tipo de visita.
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Fig. 50 Polimorfismo ID del tPA y niveles plasmaticos de tPA segun tipo de visita.
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Fig. 51 Polimorfismo DD del tPA y niveles plasméticos de tPA segln tipo de visita.
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4. Polimorfismo 4G-4G para el PAI-1 vy niveles plasmaticos de PAI-1 seqgun tipo de visita

Los sujetos afectos de Esclerosis Multiple y con el polimorfismo 4G-4G para el PAI-1
(n=17), presentaron en las visitas de rutina unos niveles medios para el PAI-1 plasmatico de
26.04 UA/ml (DT 18.25), frente a la media de 20.37 UA/mI (DT 11.70), que exhibian los
sujetos afectos de Esclerosis Mdltiple que acudieron en fase un brote de actividad (n=12).
El valor de p=0.35. (Figura 52).

5. Polimorfismo 4G-5G del PAI-1 vy niveles plasmaticos de PAI-1 seqgun el tipo de visita

Los sujetos con Esclerosis Multiple y forma polimdrfica 4G-5G y acudian en una visita
de rutina para el PAI-1 (n=33), presentaron unos niveles plasmaticos medios de PAI-1 de
20.54 UA/ml ( DT 12.98), frente al valor medio de 23.43 UA/ml ( DT 17.48), que
presentaron los sujetos afectos de Esclerosis Multiple que acudieron en fase de brote
(n=22). El valor de p=0.48. (Figura 53).

6. Polimorfismo 5G-5G del PAI-1 y niveles plasmaticos seguin tipo de visita

En las visitas rutinarias los sujetos afectos de Esclerosis Mdltiple que presentaron la
variante polimorfica 5G-5G para el PAI-1 (n=10), presentaron una media para los niveles
sanguineos de PAI-1 de 20.08 UA/ml ( DT 7.09), frente a la media de 24.23 UA/ml (DT
8.77) que presentaron los afectos de Esclerosis Multiple que acudieron en brote clinico
(n=6). El valor de p=0.316. (Figura 54).
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Fig.

Fig.

Fig.

52. Polimorfismo 4G-4G del PA1-1y niveles plasmaticos de PAI-1segun tipo de visita.
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53. Polimorfismo 4G-5G del PA1-1y niveles plasméticos de PAI-1segun tipo de visita.
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D. POLIMORFISMOS DEL PAI / tPA'Y GRADO DE DISCAPACIDAD (EDSS)
EN LOS SUJETOS CON ESCLEROSIS MULTIPLE.

1.- Polimorfismos del PAI-1 y EDSS

Ningun polimorfismo del PAI-1 guarda una relacion significativa con el grado de
discapacidad funcional (EDSS)

* Polimorfismo EDSS >=3.5 >4
G4-G4 (n=29) 27 (93.1%) 2 (6.9%)
G4-G5 (n=51) 51 (92.2%) 4 (7.3%)
G5-G5 (n=16) 14 (87.5%) 2 (12.5%)

(p=0.768)

2.- Polimorfismos del tPA y EDSS

Ningun polimorfismo del t-PA guarda una relacion significativa con el grado de
discapacidad funcional (EDSS)

* Polimorfismo EDSS <=3.5 >4
Il (n=20) 17 (85%) 3 (15%)
ID (n=67) 62 (92.5%) 5 (7.5%)
DD (n=13) 13 (100%) 0 (0%)
(p=0.288)
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E. NIVELES PLASMATICOS DE PAI-1/tPA Y GRADO DE DISCAPACIDAD
(EDSS) EN LOS SUJETOS CON ESCLEROSIS MULTIPLE.

Analizando los niveles plasmaticos de tPA en los sujetos con Esclerosis Multiple y
estratificando por el grado de discapacidad (EDSS <=3.5 vs >=4.0), hallamos unos niveles
medios para el primer grupo de 4.175 ng/ml y el segundo de 5.075 ng/ml, pero la diferencia

no era estadisticamente significativa (p= 0.529). (Figura 55).

Fig. 55. Grado de discapacidad y niveles plasmaticos de tPA.

| — —

Analizando los niveles plasmaticos de PAI-1 en los sujetos con Esclerosis Multiple y
estratificando por el grado de discapacidad (EDSS <=3.5 vs >=4.0), hallamos unos niveles
medios para el primer grupo de 22.22 ng/ml y el segundo de 22.76 ng/ml, pero la diferencia

no era estadisticamente significativa (p= 0.91). (Figura 56).

Fig 56. Grado de discapacidad y niveles plasmaticos de PAI-1.
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3.) ANALISIS BIVARIANTE.

A.1. ESTUDIO PROTROMBOTICO.

1. Activador tisular del plasmindgeno (tPA)

Encontramos diferencias estadisticamente significativas al comparar los niveles de tPA en
ambos grupos. En el grupo de los casos (Esclerosis Multiple) los valores hallados fueron en
todos los parametros analizados (p50, mediana, moda....) inferiores a los hallados en el
grupo control. La media fue los casos de 4.24 ng/dl (DT 3.85) frente a los controles que
tenian 5.90 ng/dl de media (DT 5.33) con p=0.0009.

Fig. 57a - 57b. Andlisis bivariante de los niveles plasmaticos de tPA.

Caso-Control (tPA) N Media DT
Control 131 5.907 5.336
EM 130 4,247 3.850
@ o o
g
caso-control p=0.009
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2. Inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 1 (PAI-1)

Al analizar los niveles plasmaticos del PAI-1 y comparar ambos grupos, encontramos
diferencias estadisticamente significativas. Para los casos, los niveles medios fueron de
22.26 UA/ml (DT 14.20) frente a 30.03 UA/ml (DT14.63), valores medios para los
controles, con p= 0.0001. Los valores encontrados en el grupo de los casos fueron
significativamente inferiores a los hallados en el grupo control.

Fig. 58a - 58b. Analisis bivariante de los niveles plasmaticos de PAI-1.

Caso-Control (PAI-1) N Media DT
Control 131 30.03 14.63
EM 100 22.26 14.20
caso-control p=0.001

3. Proteina S

En los sujetos con Esclerosis Multiple, los niveles de Proteina S fueron inferiores que los
hallados en el grupo control, con valores para la media de 89.94 % en el grupo de afectos
de Esclerosis Multiple y de 93.26% en el grupo control, pero las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (Figura 59a - 59b).
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Fig. 59a - 59b. Analisis bivariante de los niveles plasmaticos de Proteina S.

Caso-Control (Prot S) N Media DT
Control 131 93.26 19.63
EM 100 89.94 21.66
160 3;:
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caso-control p=0.224

4. Proteina C

Al analizar los niveles plasmaticos de Proteina C, encontramos significacion
estadistica. En el grupo de casos los niveles de dicha proteina fueron mayores que los
encontrados en el grupo control. Las medias fueron de 124.41% (DT 103.46) y
100.64 % (DT 19.79) respectivamente. (Figura 60a -60b).

Fig. 60a - 60b. Andlisis bivariante de los niveles plasméticos de Proteina C .

Caso-Control (Prot C) N Media DT
Control 131 100.64 19.79
EM 100 116.63 25.21
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5.Resistencia a la Proteina C Activada (RPCa)

p=0.001

Encontramos diferencias significativas al cuantificar los niveles plasmaticos de RPCa, en
los afectos de Esclerosis Multiple, la media de la RPCa fue de 2.64 (DT 0.82) frente a 3.16

(DT 0.81) encontrada en los controles.

Fig. 61a - 61b. Andlisis bivariante de los niveles plasmaticos de RPCa .

Caso-Control (RPCa) N Media DT
Control 131 3.16 0.81
EM 100 2.63 0.82

caso-control p=0.00 1
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6. Plasmindgeno

En los casos la media del plasmindgeno plasmatico fue significativamente menor que la
encontrada en los controles, 102.19 % (DT 20.36) frente a 107.30 % (DT 19.01)

respectivamente. El valor de p=0.05.

Fig. 62a - 62b. Andlisis bivariante de los niveles plasmaticos del plasminogeno.

Caso-Control N Media DT
(Plasmindgeno)

Control 131 107.30 19.01
EM 100 102.19 20.36

200

) %
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caso-control _0 0
p=0.05

plasminogeno

7. Trombomodulina

Analizando los niveles plasmaticos de trombomodulina hallamos significacion estadistica a
favor de los afectos de Esclerosis Multiple, donde los valores fueron significativamente
menores, la media fue de 3,25 ng/ml (DT 1.25) frente a 4.78 ng/ml (DT 3.05) (Figura 63a-
63b).
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Fig. 63a - 63b. Andlisis bivariante de los niveles plasmaticos de trombomodulina.

Caso-Control (TM) N Media DT
Control 131 4.78 3.05
EM 100 3.25 1.25

Trombomodulina

caso-control p=0.00 1

8. Homocisteina (Hc)

Encontramos una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de homocisteina
del grupo de pacientes afectos de Esclerosis Multiple. En los sujetos con Esclerosis
Madltiple, la media de los niveles plasmaticos de homocisteina fue de 12.25 ng/dl (DT 4.52)
frente a 10.79 ng/dl (DT 3.64) encontrada en los controles (Figura 64a-64b).

Fig. 64a - 64b. Andlisis bivariante de los niveles plasméticos de homocisteina.

Caso-Control (Homocisteina) N Media DT
Control 131 10.79 3.64
EM 100 12.25 4.52
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9.Tiempo de Protrombina

homocisteina

caso-control

p=0.007

En el grupo de los casos (Esclerosis Multiple) la media para el tiempo de protrombina fue
de 95.50% (DT 4.60) frente a 91.08% (DT 8.87) hallada en los controles, diferencia

estadisticamente significativa.

Fig. 65a - 65b. Analisis bivariante de los niveles plasmaticos del Tiempo Protrombina

caso-control

159

Caso-Control (T.P.) N Media DT

Control 131 95.50 4.60

EM 100 91.08 8.87
e " p=0.001
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10. I.N.R.

En los sujetos afectos de Esclerosis Multiple, el valor medio del INR fue de 1.03 ( DT
0.12) frente al valor 1.02 ( DT 0.13) de los controles.

Fig. 66a - 66b. Analisis bivariante de los niveles plasmaticos de I.N.R..

Caso-Control (INR) N Media DT
Control 131 1.02 0.12
EM 100 1.03 0.13

INR

caso-control p=0.506

11. Antitrombina 111

Los niveles plasmaticos de antitrombina Il en los casos fueron 110.32% de media (DT
17.25) frente a los 107.53% (DT 14.28) de los controles. El estudio comparativo no mostro

significacion estadistica.
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Fig. 67a - 67b. Analisis bivariante de los niveles plasmaticos de antitrombina Il1.

Caso-Control (AIII) N Media DT
Control 131 110.32 17.25
EM 100 107.53 14.28
160 % (e8]
0 B4 (o33
80 Ot §g
caso-control p=0.19
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Tabla 16. Factores de la coagulacion.

B S.E. Sig. Exp B
Edad 0.024 0.014 0.085 1.025
Sexo -0.008 0.282 0.977 0.992
t-PA -0.081 0.032 0.011 0.921
PAI-1 -0.038 0.010 0.000 0.962
Proteina S -0.008 0.006 0.224 0.992
Proteina C 0.032 0.006 0.000 1.03
Plasminégeno 0.013 0.007 0.053 0.986
RPCA -0.845 0.192 0.000 0.429
Trombomodulina -0.440 0.112 0.000 0.644
Homocisteina 0.091 0.035 0.009 1.095
Antitrombina-I11 -0.011 0.086 0.019 0.989
T. Protrombina -0.105 0.239 0.000 0.900
INR 0.961 1.374 0.484 2.616
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B.2. ESTUDIO GENETICO.

Evaluar en dicha poblacion, la posible asociacion entre la presencia en el genoma de
determinadas variaciones polimérficas - el alelo de insercion (Alu 1) en el intron “h” del
gen del tPA y las formas 4G/4G, G4/G5 y 4G/5G para el promotor del gen del PAI-1 -y el

riesgo de enfermedad desmielinizante.

1. Polimorfismo del PAI-1

- E1 45.3% de los sujetos con el polimorfismo 4G-4G padecian Esclerosis Multiple.
- El 46.2% de los sujetos con el polimorfismo 4G-5G sufrian de Esclerosis Multiple.
- EI 33,3% de los sujetos con el polimorfismo 5G-5G padecian Esclerosis Multiple.

Fig. 68a — 68b: Analisis bivariante de las variantes polimorficas del PAI-1

Poli. PAI-1 Control Esclerosis Multiple Total
35 29 64
4G-4G 54.7% 45.3% 100%
26.7% 29% 27.7%
64 55 119
4G-5G 53.8% 46.2% 100%
48.9% 55% 51.5%
32 16 48
5G-5G 66.7% 33.3% 100%
24.4% 16% 20.8%
Total 131 100 231
100% 100% 100%

Poli.PAI-1
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2. Polimorfismo del tPA

- El 33.9% de los sujetos que presentaban el polimorfismo 11 estaban afectos de

Esclerosis Multiple.

- E1 51.9% de los sujetos que presentaban el polimorfismo 1D padecian una

Esclerosis Multiple.

- El 30.2% de los sujetos que presentaban el polimorfismo DD estaban afectos de

Esclerosis Multiple.

Fig. 69a — 69b: Analisis bivariante de las variantes polimdrficas del tPA.

Poli. tPA Control Esclerosis Multiple Total
39 20 59
II 66.1% 33.9% 100%
29.8% 20% 25.5%
62 67 129
ID 48.1% 51.9% 100%
47.3% 67% 55.8%
30 13 43
DD 69.8% 30.2% 100%
22.9% 13% 18.6%
Total 131 100 231
100% 100% 100%
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C.3.TABLAS DE CONTINGENCIA DE LOS POLIMORFISMOS PAI-1 SEGUN EL
SEXO (Analisis de Mantel-Haenszel)

Tabla 17: Tabla de contingencia de las variantes polimoérficas del PAI-1y el sexo.

Poli. PAI-1 OR IC (95.0%) P
4G-4G 1.12 0.62,2.00 0.70
4G-5G 1.27 0.75,2.15 0.35
5G-5G 0.58 0.30,1.14 0.11

OR: odds ratio, IC: intervalo de confianza al 95%, P: valor de P

Tabla 18: TABLA DE CONTINGENCIA - VARIANTE POLIMORFICA PAI-1 5G-5G

Casos Controles Total
Expuestos 16 32 48
(%) 33.3% 66.6% 100
No expuestos 84 99 183
(%) 45.9% 54.09% 100
Total 100 131 231

Tabla 19: TABLA DE CONTIGENCIA VARONES Y POLIMORFISMO 5G-5G del PAI-1

Varones Casos Controles Totales
Expuestos 6 9 15
No expuestos 27 34 61
Total 33 43 76

O.R: 0.839 IC (95%): 0.265-2.651

p=0.765.
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Tabla 20: TABLA DE CONTIGENCIA MUJERES Y POLIMORFISMO 5G-5G del PAI-1

Mujeres Casos Controles Totales
Expuestos 10 23 33
No Expuestos o7 65 122
Totales 67 88 155

OR:0.495 IC (95%): 0.217-1.129 p=0.091

Tabla 21: TABLA DE CONTINGENCIA -VARIANTE POLIMORFICA PAI-1 4G-5G

Casos Controles Total
Expuestos 55 64 119
(%) 46.2% 53.7% 100
No expuestos 45 67 112
(%) 40.1% 59.8% 100
Total 100 131 231

Tabla 22: TABLA DE CONTIGENCIA VARONES Y POLIMORFISMO 4G-5G del PAI-1

Varones Casos Controles Totales
Expuestos 20 20 40
No expuestos 13 23 36
Total 33 43 76

OR: 1.769 IC (95%): 0.704-4.440 p=0.22
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Tabla 23: TABLA DE CONTIGENCIA MUJERES Y POLIMORFISMO 4G-5G del PAI-1

Mujeres Casos Controles Totales
Expuestos 35 44 79
No Expuestos 32 44 76
Totales 67 88 155

OR: 1.093 IC (95%): 0.579-2.065 p=0.782

Tabla 24. TABLA DE CONTINGENCIA - VARIANTE POLIMORFICA PAI-1 4G-4G

Casos Controles Total
Expuestos 29 35 64
(%) 45.3% 54.6% 100
No expuestos 71 96 167
(%) 42.5% 57.4% 100
Total 100 131 231

Tabla 25: TABLA DE CONTIGENCIA VARONES Y POLIMORFISMO 4G-4G del PAI-1

Varones Casos Controles Totales
Expuestos 7 14 21
No expuestos 26 29 54
Total 33 43 76

OR: 0.557 IC (95%): 0.195-1.594 p=0.272
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Tabla 26: TABLA DE CONTIGENCIA MUJERES Y POLIMORFISMO 4G-4G del PAI-1.

Mujeres Casos Controles Totales
Expuestos 22 21 43
No Expuestos 45 67 112
Totales 67 88 155

OR: 155 IC (95%): 0.768-3.163 p=0.216

D.4.TABLAS DE CONTINGENCIA DE LOS POLIMORFISMOS tPA SEGUN EL SEXO

Tabla 27: Tabla de contingencia de las variantes polimorficas del tPA y el sexo.

Poli. tPA OR IC (95.0%) P
DD 0.503 0.247,1.024 0.055
ID 2.259 1.317, 3.876 0.002
II 0.589 0.319, 1.092 0.091

Tabla 28: TABLA DE CONTINGENCIA - VARIANTE POLIMORFICA tPA ID.

Casos Controles Total
Expuestos 67 62 129
(%) 51.9% 48.06% 100
No expuestos 33 69 102
(%) 32.3% 67.6% 100
Total 100 131 231
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Tabla 29. TABLA DE CONTIGENCIA VARONES Y POLIMORFISMO ID del tPA.

Varones Casos Controles Totales
Expuestos 23 20 43
No expuestos 10 23 33
Total 33 43 76

OR:2.645 IC (95%): 1.018- 6.867 p=0.043

Tabla 30. TABLA DE CONTIGENCIA MUJERES Y POLIMORFISMO ID del tPA.

Mujeres Casos Controles Totales
Expuestos 35 44 79

No Expuestos 32 44 76
Totales 67 88 155

OR: 1.093 IC (95%): 0.579-2.065 p= 0.026

Tabla 31. TABLA DE CONTINGENCIA — VARIANTE POLIMORFICA tPA DD

Casos Controles Total
Expuestos 13 30 43
(%) 30.23% 69.7% 100
No expuestos 87 101 188
(%) 46.2% 53.72% 100
Total 100 131 231
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Tabla 32. TABLA DE CONTIGENCIA VARONES Y POLIMORFISMO DD del tPA.

Varones Casos Controles Totales
Expuestos 4 9 13
No expuestos 29 34 63
Total 33 43 76

OR:0.521 IC (95%): 0.145- 1.869 p=0.312

Tabla 33. TABLA DE CONTIGENCIA MUJERES Y POLIMORFISMO DD del tPA.

Mujeres Casos Controles Totales
Expuestos 9 21 30

No Expuestos 58 67 125
Totales 67 88 155

OR: 0.49 IC (95%): 0.21-1.165 p= 0.103

Tabla 34. TABLA DE CONTINGENCIA - VARIANTE POLIMORFICA tPA I

Casos Controles Total
Expuestos 20 39 59
(%) 33.8% 66.1% 100
No expuestos 80 92 172
(%) 46.5% 53.4% 100
Total 100 131 231
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Tabla 35. TABLA DE CONTIGENCIA VARONES Y POLIMORFISMO 11 del tPA.

Varones Casos Controles Totales
Expuestos 6 14 20
No expuestos 27 29 51
Total 33 43 76

OR:0.482 IC (95%): 0.159-1.453 p=0.190

Tabla 36. TABLA DE CONTIGENCIA MUJERES Y POLIMORFISMO 11 del tPA.

Mujeres Casos Controles Totales
Expuestos 14 25 39

No Expuestos 53 63 116
Totales 67 88 155
OR: 0.665 IC (95%): 0.314-1.408 p=0.285
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Resultados

E. NIVELES PLASMATICOS DE PAI-1, tPA, POLIMORFISMOS
GENETICOS Y Y HOMOCISTEINA.

En el grupo de los casos (n=100), la media de los niveles de homocisteina en sangre fue de
12,25 ng/dl (DT 3,64) frente a 10,79 ng/dl (DT 4,52) que encontramos en los sujetos del
grupo control (n=131), elevacion muy significativa, en el grupo de pacientes con Esclerosis
Madltiple (p=0.007)

E.1. PAI-1 Y HOMOCISTEINA.

Fig. 70. Relacidn entre los niveles plasméticos de PAI-1 y homocisteina
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E.1.1. NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA Y POLIMORFISMO 4G-4G
DEL PAI-1.

En el grupo Esclerosis Multiple y genotipo 4G-4G para el PAI-1 (n=29) encontramos un
valor medio de homocisteina en plasma de 12,49ng/dl ( DT 5.83), frente a un valor medio
de 10.48 ng/dI( DT 2.66) encontrado en el grupo control ( n=35) . Valor de p=0.071.
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Fig. 71. Niveles plasméticos de homocisteina en pacientes con polimorfismo 4G-4G del
PAI-1.
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E.1.2. NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA Y POLIMORFISMO 4G-5G
DEL PAI-1.

En el grupo de estudio (n=55) el valor de la media para la homocisteina plasmética fue de
12.46 ng/dl (DT 4.29), frente a 10.76 ng/dl (DT 3.80), valor encontrado en el grupo control
(n=64). Valor de p=0.024.

Fig. 72: Niveles plasméticos de homocisteina en pacientes con polimorfismo 4G-5G del
PAI-1.
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E.1.3. NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA Y POLIMORFISMO 5G-5G
DEL PAI-1.

Entre los sujetos afectos de Esclerosis Multiple y polimorfismo 5G-5G del PAI-1 (n=16),
los niveles plasmaticos medios de homocisteina fueron de 11,15 ng/dl (DT 1.92) frente a
11.20 ng/dl ( DT 4.26) encontrado en el grupo control (n=32). Valor de p=0.965.

Fig. 73 Niveles plasméticos de homocisteina en pacientes con polimorfismo 5G-5G del
PAI-1.
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E.2 TPAY HOMOCISTEINA

Fig. 74. Relacion entre los niveles plasméticos de tPA y homocisteina.
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E.2.1. NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA Y POLIMORFISMO Il DEL
tPA.

En el grupo afecto de Esclerosis Multiple y con polimorfismo Il para el tPA (n=20)
encontramos unos niveles medios de homocisteina plasmatica de 11.61 ng/dl (DT 3.43),
frente a los 10.96 ng/dl (DT 3.93) encontrados en el grupo control con el mismo

polimorfismo (n=39). Valor de p=0.535.

Fig. 75 Niveles plasmaticos de homocisteina en pacientes con polimorfismo Il del tPA.
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E.2.2. NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA Y POLIMORFISMO ID DEL
tPA.

En el grupo de los casos con polimorfismo ID para el gen del t-PA (n=67), hallamos unos
valores medios de homocisteina plasmatica de 12.28 ng/dl (DT 4.36), frente a 10.97 ng/dl
(DT 3.99), valor encontrado en el grupo control con el mismo polimorfismo (n=62). Valor
de p=0.079.
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Fig. 76. Niveles plasmaticos de homocisteina en pacientes con polimorfismo ID del tPA
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E.2.3. NIVELES DE HOMOCISTEINA PLASMATICA Y POLIMORFISMO DD DEL
tPA.

En el grupo afecto de Esclerosis Mdltiple y con polimorfismo DD para el tPA (n=13)
encontramos unos niveles medios de homocisteina plasmatica de 13.14 ng/dl (DT 6.65),
frente a los 10.18 ng/dl (DT 2.27) encontrados en el grupo control con el mismo
polimorfismo (n=30). Valor de p=0.0035.

Fig. 77. Niveles plasmaticos de homocisteina en pacientes con polimorfismo DD del tPA

40

30 *90

20

| o —

Qzs

homocisteina

caso-control

176



Resultados

4.) ANALISIS MULTIVARIANTE.

Tabla 37: Tabla de agrupacion de variables (polimorfismos del PAI-1 , tPA 'y sexo)

Frecuencia 1) (2)

Poli tPA 1 59 .000 .000

ID 127 1.000 .000

DD 43 .000 1,000

Poli PAI-1 G4-G4 64 .000 .000

G4-G5 117 1,000 .000

G5-G5 48 .000 1,000
Sexo Varon 75 .000
Mujer 154 1,000

A continuacion realizaremos la regresion multiple con todas los factores de la coagulacion

estudiados (tPA, PAI-1, Proteina C, Proteina S, Trombomodulina, Plasminogeno,

Resistencia a Proteina C activada, Antitrombina I, INR, Tiempo Protrombina), las

variantes polimoérficas PAI-1 (Poli PAI-1 0,1,2 ver Tabla 37), las variantes polimorficas

tPA (Poli tPA -0,1,2- ver Tabla 37), y las interacciones entre los niveles plasmaticos de
PAI-1y tPA para cada polimorfismo del PAI-1y del tPA (poli PAI-1 x PAI-1 o poli tPA x

tPA).
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Tabla 38. Factores de la coagulacion, polimorfismos e interacciones entre los
polimorfismos del PAI-1y tPA vy sus niveles plasmaticos.

Variables Puntuacién Gl Sig

tPA 6.348 1 0.012
PAI-1 14.428 1 0.000
Proteina S 1.530 1 0.216
Proteina C 26.462 1 0.000
R. proteina C activada 20.223 1 0.000
Plasmin6geno 3.776 1 0.052
Trombomodulina 20.112 1 0.000
Homocisteina 7.190 1 0.007
T. Protrombina 21.689 1 0.000
INR 0.073 1 0.787
Antitrombina Il 1.568 1 0.210
Poli PAI-1 2.221 2 0.329
PoliPAI-1 (1) 0.613 1 0.434
Poli PAI-1 (2) 2.221 1 0.136
Poli tPA 8.328 2 0.016
Poli tPA (1) 8.191 1 0.004
PolitPA (2) 3.413 1 0.065
PAI-1 x poliPAI-1 10.772 2 0.005
PAI-1 x poliPAI (1) 1.818 1 0.178
PAI-1 x poliPAI (2) 5.406 1 0.020
Poli tPA x tPA 4.082 2 0.130
Poli tPA (1) x tPA 0.025 1 0.874
Poli tPA (1) x tPA 3.705 1 0.054
Estadisticos globales 106.336 19 0.000

178



Resultados

Tabla 39. Factores de la coagulacion, polimorfismos e interacciones entre los
polimorfismos del PAI-1y tPA vy sus niveles plasmaticos.

Variables B ET Wald gl Sig. Exp (B)
tPA -0.143 0.110 1.683 1 0.195 0.867
PAI-1 -0.021 0.025 0.71 1 0.413 0.980
Proteina S -0.016 0.012 1.811 1 0.178 0.984
Proteina C 0.060 0.013 21.466 1 0.000 1.062
R.Proteina C activada -1.164 0.276 17.818 1 0.000 0.312
Plasmin6geno -0.039 0.012 11.116 1 0.001 0.962
Trombomodulina -0.672 0.197 11.649 1 0.001 0.511
Homocisteina 0.207 0.059 12.373 1 0.000 1.229
T. Protrombina -0.133 0.037 12.745 1 0.000 0.876
INR -4.254 2.622 2.634 1 0.105 0.014
Antitrombina Il -0.007 0.014 0.249 1 0.618 0.993
Poli PAI-1 0.381 2 0.826

PoliPAI-1 (1) -0.495 1.023 0.234 1 0.628 01.641
Poli PAI-1 (2) 0.759 1.343 0.319 1 0.572 2.136
Poli tPA 1.507 2 0.471

Poli tPA (1) 0.747 0.744 1.009 1 0.315 2.111
PolitPA (2) 1.146 1.048 1.195 1 0.274 3.145
PAI-1 x poliPAI-1 2.465 2 0.292

PAI-1 x poliPAI (1) -0.022 0.33 0.459 1 0.498 0.978
PAI-1 x poliPAI (2) -0.071 0.045 2.462 1 0.117 0.931
Poli tPA x tPA 1.122 2 0.571

Poli tPA (1) x tPA 0.075 0.121 0.386 1 0.535 1.078
Poli tPA (1) x tPA -0.046 0.149 0.094 1 0.759 0.955
Estadisticos globales 20.550 6.276 10.722 1 0.001 8.4E+008
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Extrayendo las interacciones entre los niveles plasmaticos de PAI-1 y tPA y las diferentes

variantes polimérficas del PAI-1y tPA del modelo estadistico:

Tabla 40 Factores de la coagulacion y polimorfismos del PAI-1y del tPA

Variables Puntuacion gl Sig

tPA 6.348 1 0.012
PAI-1 14.428 1 0.000
Proteina S 1.530 1 0.216
Proteina C 26.462 1 0.000
R. Proteina C activada 20.223 1 0.000
Plasmin6geno 3.776 1 0.052
Trombomod. 20.112 1 0.000
Homocisteina 7.190 1 0.007
T. Protrombina 21.689 1 0.000
INR 0.073 1 0.787
Antitrombina Ill 1.568 1 0.210
Poli PAI-1 2.221 2 0.329
PoliPAI-1 (1) 0.613 1 0.434
Poli PAI-1 (2) 2.221 1 0.136
Poli tPA 8.328 2 0.016
Poli tPA (1) 8.191 1 0.004
PolitPA (2) 3.413 1 0.065
Estadisticos globales 108.444 18 0.000
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Tabla 41. Factores de la coagulacion y polimorfismos del PAI-1y del tPA.

B ET Wald gl Sig. Exp (B)
tPA -0.103 0.063 3.727 1 0.054 0.902
PAI-1 -0.045 0.016 8.049 1 0.005 0.956
Proteina S -0.013 0.011 1.346 1 0.246 0.988
Proteina C 0.058 0.012 22.139 1 0.000 1.060
R. proteina C activada -1.140 0.267 18.187 1 0.000 0.320
Plasmin6geno -0.039 0.012 11.444 1 0.001 0.962
Trombomodulina -0.644 0.188 11.673 1 0.001 0.525
Homocisteina 0.185 0.055 11.281 1 0.001 1.203
T. Protrombina -0.126 0.036 12.178 1 0.000 0.882
INR -4.882 2.571 3.604 1 0.058 0.008
Antitromina lll -0.002 0.013 0.032 1 0.857 0.998
Poli PAI-1 4.641 2 0.0.98
PoliPAI-1 (1) -0.189 0.468 0.164 1 0.685 0.827
Poli PAI-1 (2) -1261 0.622 4.113 1 0.043 0.283
Poli tPA 5.950 2 0.051
Poli tPA (1) 1.168 0.479 5.944 1 0.015 3.215
PolitPA (2) 0.804 0.608 1.753 1 0.186 2.235
Estadisticos globales 20.590 6.077 11.481 1 0.001 8.8E+008
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Extrayendo la Proteina S del analisis estadistico:

Tabla 42 Factores de la coagulacion y polimorfismos del PAI-1y tPA.

Variables Puntuacion gl Sig

tPA 6.348 1 0.012
PAI-1 14.428 1 0.000
Proteina C 26.462 1 0.000
R. proteina C activada 20.223 1 0.000
Plasmin6geno 3.776 1 0.052
Trombomodulina 20.112 1 0.000
Homocisteina 7.190 1 0.007
T. Protrombina 21.689 1 0.000
INR 0.073 1 0.787
Antitrombina lll 1.568 1 0.210
Poli PAI-1 2.221 2 0.329
PoliPAI-1 (1) 0.613 1 0.434
Poli PAI-1 (2) 2.221 1 0.136
Poli tPA 8.328 2 0.016
Poli tPA (1) 8.191 1 0.004
PolitPA (2) 3.413 1 0.065
Estadisticos globales 107.645 17 0.000
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Tabla 43 Factores de la coagulacion y polimorfismos del PAI-1y del tPA.

Variables B ET Wald gl Sig. Exp (B)
tPA -0.112 0.054 4.350 1 0.037 0.894
PAI-1 -0.047 0.016 8.776 1 0.003 0.954
Proteina C 0.058 0.012 23.070 1 0.000 1.059
R. proteina C activada -1.135 0.264 18.534 1 0.000 0.322
Plasmin6geno -0.040 0.011 12.172 1 0.000 0.961
Trombomodulina -0.616 0.182 11.493 1 0.001 0.540
Homocisteina 0.175 0.054 10.498 1 0.001 1.191
T. Protrombina -0.123 0.036 11.677 1 0.001 0.884
INR -4.548 2.578 3.111 1 0.078 0.011
Antitrombina Ill -0.001 0.13 0.004 1 0.952 0.999
Poli PAI-1 4.126 2 0.104

PoliPAI-1 (1) -0229 0.463 0.245 1 0.621 0.795
Poli PAI-1 (2) -1.249 0.615 4.126 1 0.042 0.287
Poli tPA 6.061 2 0.048

Poli tPA (1) 1.177 0.478 6.058 1 0.014 3.245
PolitPA (2) 0.800 0.607 1.736 1 0.188 2.226
Estadisticos globales 18.921 5.861 10.423 1 0.001 1.6E+008
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Extrayendo el I.N.R. del modelo estadistico:

Tabla 44 Factores de la coagulacion y polimorfismos del PAI-1y del tPA.

Variables Puntuacién gl Sig

tPA 6.348 1 0.012
PAI-1 14.428 1 0.000
Proteina C 26.462 1 0.000
R. proteina C activada 20.223 1 0.000
Plasminégeno 3.776 1 0.052
Trombomodulina 20.112 1 0.000
Homocisteina 7.190 1 0.007
T. Protrombina 21.689 1 0.000
Antitrombina Ill 1.568 1 0.210
Poli PAI-1 2.221 2 0.329
PoliPAI-1 (1) 0.613 1 0.434
Poli PAI-1 (2) 2.221 1 0.136
Poli tPA 8.328 2 0.016
Poli tPA (1) 8.191 1 0.004
PolitPA (2) 3.413 1 0.065
Estadisticos globales 107.645 17 0.000
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Tabla 45 Factores de la coagulacion y polimorfismos del PAI-1y del tPA.

Variables B ET Wald gl Sig. Exp (B)
tPA -0.125 0.052 5.739 1 0.017 0.883
PAI-1 -0.046 0.016 8.624 1 0.003 0.955
Proteina C 0.059 0.012 24.326 1 0.000 1.061
R. proteina C activada -1.117 0.262 18.120 1 0.000 0.327
Plasmin6geno -0.040 0.011 12.206 1 0.000 0.961
Trombomodulina -0.576 0.175 10.784 1 0.001 0.562
Homocisteina 0.177 0.054 10.881 1 0.001 1.194
T. Protrombina -0.091 0.031 8.752 1 0.001 0.913
Antitrombina Il -0.002 0.013 0.021 1 0.886 0.998
Poli PAI-1 4.393 2 0.114

PoliPAI-1 (1) -0.199 0.462 0.186 1 0.666 0.819
Poli PAI-1 (2) -1.208 0.612 3.892 1 0.049 0.299
Poli tPA 6.557 2 0.038

Poli tPA (1) 1.214 0.474 6.553 1 0.010 3.367
PolitPA (2) 0.823 0.599 1.887 1 0.169 2.277
Estadisticos globales 10.961 3.446 10.117 1 0.001 57593.01
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Finalmente eliminando del anélisis la Antitrombina Il obtenemos la ecuacion final:

Tabla 46 Factores de la coagulacion, polimorfismos del PAI-1y del tPA.

Variables Puntuacion Gl Sig

tPA 6.488 1 0.011
PAI-1 15.006 1 0.000
Proteina C 26.089 1 0.000
R. proteina C activada 20.345 1 0.000
Plasmin6geno 3.802 1 0.051
Trombomodulina 20.345 1 0.000
Homocisteina 7.237 1 0.007
T. Protrombina 22.636 1 0.000
Poli PAI-1 2.336 2 0.311
PoliPAI-1 (1) 0.731 1 0.393
Poli PAI-1 (2) 2.336 1 0.127
Poli tPA 8.680 2 0.013
Poli tPA (1) 8.544 1 0.003
PolitPA (2) 3.540 1 0.060
Estadisticos globales 108,390 16 0.000
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Tabla 47 Factores de la coagulacion y polimorfismos del PAI-1y del tPA.

Variables B ET Wald Gl Sig. Exp (B)
tPA -0.124 0.051 5.804 0.016 0.884
PAI-1 -0.046 0.016 8.695 1 0.003 0.955
Proteina C 0.059 0.012 24.414 1 0.000 1.061
R. proteina C activada -1.126 0.258 19.066 1 0.000 0.324
Plasmin6geno -0.040 0.011 12.706 1 0.000 0.961
Trombomodulina -0.574 0.174 10.907 1 0.001 0.563
Homocisteina 0.176 0.053 10.997 1 0.001 1.193
T. Protrombina -0.092 0.031 9.002 1 0.003 0.912
Poli PAI-1 4.436 2 0.109

PoliPAI-1 (1) -0.197 0.462 0.181 1 0.671 0.822
Poli PAI-1 (2) -1.212 0.612 3.918 1 0.048 0.298
Poli tPA 6.979 2 0.031

Poli tPA (1) 1.232 0.466 6.978 1 0.008 3.427
PolitPA (2) 0.831 0.598 1.929 1 0.165 2.296
Estadisticos globales 10.894 3.304 10.870 1 0.001 53865,091
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Tras la realizacion del analisis multivariante, la interpretacion de los resultados obtenidos, y

que se muestran en la Tabla 47, es la siguiente:

1. Para las variables edad y sexo, los valores del coeficiente no son
interpretables dados los criterios de seleccion de comparabilidad de los

controles .

2. El riesgo de presentar una Esclerosis Multiple, se reduce en 0.12 por cada
unidad de aumento de los valores de tPA en plasma, a igualdad del resto de

variables analizadas.

3. El riesgo de padecer Esclerosis Multiple, se reduce en 0.046 por cada

unidad de aumento del PAI-1 en sangre, controlando por el resto de variables

4. Por cada unidad que aumente la Proteina C, se incrementa el riesgo de

presentar la enfermedad un 0.059 controlando por el resto de variables.

5. Por el aumento de cada unidad de la resistencia la proteina C activada, el
riesgo de padecer Esclerosis Multiple se reduce en 1.12 ajustando por el

resto de factores.

6. Por cada unidad que aumenta la plasmindgeno en sangre, el riesgo de
padecer Esclerosis Multiple se reduce en 0.040, controlando el resto de las

variables.

7. Por cada unidad de aumento de la trombomodulina el riesgo de presentar

Esclerosis Multiple se reduce en 0.57, ajustando por el resto de factores.

8. Al aumentar en una unidad de la homocisteina, el riesgo de presentar

Esclerosis Multiple se eleva en 0.17, ajustando por el resto de factores.

9. Un sujeto que presente el polimorfismo del tPA del Alu tipo ID, presenta

3.42 veces mas riesgo de desarrollar una Esclerosis Mdltiple que otro que
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10.

presente la categoria de referencia (genotipo Il para el tPA) a igualdad de

resto de variables.

Un sujeto que presente la variante polimorfica del PAI-1 5G/5G, tiene una
reduccion en el riesgo de presentar la enfermedad de un 71% (OR. 0.29) con
respecto a otro con la variante polimoérfica 4-4, ajustando para el resto de

variables.
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1.- Discusion sobre el analisis descriptivo.

La Esclerosis Multiple es la enfermedad neurologica cronica mas frecuente en
adultos jovenes en Europa y Norteamérica (Compstom y Confavreux 2006). Conocemos
que la prevalencia en las Islas Canarias, con una latitud en torno a los 28° 40, oscila entre
42/100.000 habitantes (Hernandez 2002) y 78/100.000 habitantes (Aladro et al. 2005); muy
similar a la del sur de la Espafa peninsular. Nuestros pacientes, pertenecientes a ésta area
geografica, presentaban una edad media de 37,6 afos de edad, con una media para el primer
sintoma de 31,14 afos; acorde con lo publicado (Miller et al. 1992, Kantarci et al. 1998,

Confavreux y Vukusic 2002). También predominaba el sexo femenino (56,6%).

Nuestra muestra no difiere de la bibliografia ni en el tiempo transcurrido desde el
primer sintoma hasta el diagndstico de la enfermedad, que fue de 22,88 meses; muy similar
a los 21 meses entre el primer y segundo brote clinico en la serie de Confavreux et al.
(2003). Ni difieren en la distribucion en el encéfalo y médula del primer sintoma, siendo
éste en un 37% de localizacion supratentorial, en un 27% troncoencefalica, en un 23%

optica y, por ultimo, en un 20% medular (Confavreux y Vukusic 2005).

En cuanto a la severidad clinica, nuestra poblacién exhibia un nimero medio de
brotes de 3.14, siendo estos de cardcter motor en el 85% de los casos. También presentaban
un brote sensitivo en su evolucion al menos en un 80% de los casos. Solo el 40 % de los

sujetos fueron analizados durante un brote activo de la enfermedad.

En cuanto a la forma clinica, en conjunto el 98% exhibian una forma remitente —

recidivante y un 2% primariamente progresiva.

El grado de afectacion de esta poblacion, segin la escala EDSS fue, en el 87% de
los casos, menor o igual a 3.5%. Presentaban, asi mismo, segun la escala SCRIPP, y la
escala MSFC (“9 Holes”: mano derecha 12.5 segundos y mano izquierda 14
segundos/media; caminar 25 pasos: 6.2 segundos; PASAT: 27,5 respuestas numéricas

acertadas) una afectacion leve en todos los dominios analizados.
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En cuanto a los estudios complementarios mencionar que en las pruebas
neurofisioldgicas, el 52 % de los pacientes exibian un estudio patologico en los potenciales
evocados somatosensoriales; frente al 26%, y el 19%, que mostraban potenciales
patologicos troncoencefalicos y visuales respectivamente. Y en cuanto al LCR, la
determinacion de bandas oligoclonales dieron positivas en el 85% de los pacientes, sin que
se obtuviera asociacion estadisticamente significativa entre la presencia de las bandas
oligoclonales y el mayor grado de discapacidad. En conjunto, nuestros pacientes, no
diferian ni en edad, ni en el sexo, ni en las caracteristicas clinicas, ni en los resultados de las
pruebas complementarias de las poblaciones afectas de Esclerosis Multiple descritas para la

misma latitud y etnia.
2.- Discusion sobre el sistema plasminogeno (PAI-1y t-PA).

Uno de los objetivos centrales de esta tesis era el estudiar la participacion del
sistema del plasminégeno en el desarrollo y grado de discapacidad de la Esclerosis
Multiple. Especificamente, se busco la posible relacion entre los niveles plasmaticos del

PAI-1y del tPA y sus polimorfismos genéticos, y la enfermedad desmielinizante.

Conocemos que el PAI-1 y el tPA son serinas, y éstas, como proteasas, se
reconocen por su papel en la coagulacion sanguinea y en el sistema fibrinolitico. Pero
también hay evidencia, como hemos mostrado en la introduccidn, de su participacion en
funciones proteoliticas del Sistema Nervioso (Gingrich y Traynelis 2000); destacando entre
ellas: la migracion celular, el crecimiento neuritico, la comunicacién intercelular, los
fenomenos de remodelacion sindptica, la excitabilidad celular y la supervivencia neuronal y
glial (Moonen et al. 1982; Monard E. 1988; Liu et al. 1994a; Houenou et al. 1995; Tsirka et
al. 1995; Tsirka et al. 1997). Estos eventos estdn mediados, en parte, por la habilidad de
dichas proteasas para poner en marcha la cascada de senales intracelulares. Activan
proteinas precursoras de factores de crecimiento, degradan componentes de la matriz

extracelular y se unen a receptores de superficie celular.

También conocemos que la actividad de estas serinas esta estrechamente vigilada y

controlada por proteinas inhibidoras, por lo que alteraciones en su equilibrio y regulacién
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derivan en dafios y lesiones implicitas en patologias del Sistema Nervioso Central (Tsirka
et al. 1995,1997). De ahi la importancia del conocimiento de cémo se expresan estas

moléculas en los pacientes afectos de Esclerosis Multiple.

A pesar de éstas importantisimas funciones biologicas y de la amplia bibliografia
sobre diversos aspectos relacionados con la Esclerosis Multiple, son escasos los estudios
sobre la participacion del sistema de neuroserpinas en dicha entidad. Previamente a lo que
expondremos so6lo se ha publicado un estudio clinico sobre la implicacion de uno de los
componentes de dicho sistema, los polimorfismos del PAI-1, sobre el riesgo de padecer esta
enfermedad (Luomala et al. 2000), careciéndose de informacion sobre la influencia de los
polimorfismos del tPA. También son escasisimos los estudios histopatologicos e
inmunohistoquimicos de la presencia de tPA, u-PA, PAI-1, dimero-D y productos de la
degradacion de la fibrina en placas de desmielinizacion (Gveric et al. 2001, 2003). A
continuacion discutiremos por separado los hallazgos de los polimorfismos y de los niveles

plasmaticos del activador e inhibidor del plasmindgeno.
2.a) Polimorfismos genéticos del activador tisular del plasmindgeno (tPA).

El gen del tPA se localiza en el cromosoma 8p12-p11.2. Entre sus polimorfismos,
destacaremos el que se ha encontrado en la secuencia Alu, la repeticion ID, en el intrén 8
(h106) del gen (Tishkoff et al 1996). Probablemente este polimorfismo surgié de forma
precoz en la evolucion humana, dando ésta lugar a poblaciones dimérficas en funcion a su
presencia o ausencia (Novick el al.. 1998). Aunque este polimorfismo no se ha relacionado
con la sintesis de t-PA en el endotelio basal (van den Eijnden et al. 1995), ni con los niveles
plasmaticos, si se ha hecho con el riesgo del desarrollo de un infarto de miocardio (van der
Bom et al. 1997). En nuestro estudio de los polimorfismos genéticos del activador tisular
del plasminégeno (tPA) hemos encontrado la existencia de una asociacion estrecha entre la
variante polimorfica del tPA (genotipo ID) y la Esclerosis Multiple. En nuestra poblacion la
presencia de dicho polimorfismo genético aumentaria el riesgo de padecer una Esclerosis
Multiple hasta en 3.4 veces (OR.:3.42). Esta asociacion no ha sido descrita en ningln
estudio previo, pues Luomala et al. (2000) s6lo analizan los polimorfismos del PAI-1, en

una poblacion femenina finlandesa.
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En la bibliografia encontramos resultados escasos y dispares sobre la posible
asociacion de la presencia o ausencia de este polimorfismo y el riesgo en diversas

enfermedades.

La gran mayoria de los resultados con los que podemos comparar son con patologia
no neurolégica. Concretamente, con el riesgo de desarrollar enfermedades vasculares, en
especial con el infarto de miocardio, aunque los resultados varian con la etnia estudiada.
Asi, Van der Bom et al. (1997), estudiando una poblacién germanica (121 superviviente de
infarto agudo de miocardio frente a 250 controles sanos) hallaron que el polimorfismo de
repeticion Alu insercion/deleccion (I/D) en el gen del tPA se asociaba con un riesgo
aumentado para suftrirlo (OR 2.2, IC 1.1-4.5). Sin embargo, recientemente, Hopper et al.
(2000), no confirmaron esta asociacion en afro-americanos. Mas discrepantes ain son los
resultados de Ridker et al. (1997), quienes analizando los polimorfismos del tPA en 369
pacientes con infarto agudo de miocardio frente a 369 controles no obtienen significacion
en los resultados (OR 1.0, IC 0.7-1.1, p=0.8), considerando tanto una transmision
dominante (OR 1.0, CI 0.7-1.1, p = 0.8) como recesiva (OR 1.1, CI 0.8-1.0). O los
resultados de Steeds et al. (1998), quienes al estudiar 529 pacientes (raza caucésica y
nacionalidad britanica) afectos de infarto agudo de miocardio y 525 controles sanos, no

hallaron tampoco significacién (OR 1, IC 0.6-1.4, p=0.56).

Por otro lado, y en segundo lugar, en otras patologias vasculares, tampoco los
hallazgos son uniformes. Asi, Hopper et al. (2000), hallaron asociacion entre el alelo D del
polimorfismo I/D para el tPA y el desarrollo de tromboembolismo venoso. Mientras que en
la hipertension arterial, Kang BY y Kang OL. (2003), no hallan una relacion significativa
entre las variantes polimorficas del tPA (en especial la forma ID del gen del tPA) y la
hipertension en la poblacion coreana estudiada (y2- test independiente; para la distribucion
genotipica, df=2, P=0.6810; para la distribucion alélica df=1, P=0.4249, ni en su
poblacion). De igual forma que Wang et al. (2002), tampoco hallaron significacion al

analizar los polimorfismos en poblacion china normotensa e hipertensa.

En cuanto a patologia neuroldgica se refiere, existen estudios que relacionan el ictus
cerebral y algunas de las variantes polimorficas descritas del tPA. Asi Jannes et al. (2004)

mostraron un incremento en el riesgo de ictus en relacion con el alelo D del polimorfismo
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Alu, a través del desequilibrio funcional con el polimorfismo tPA -7351C>T. Y en un
reciente estudio australiano, donde se estudiaron 182 sujetos con ictus frente a 301
controles sanos, s6lo evidenciaron un mayor riesgo para el subgrupo de ictus lacunares en
la variante polimorfica TT (en comparacion con la forma CC). Sin embargo, otros estudios
no corroboran dicha asociacion. Asi, Jood et al. (2005), analizando la posible relacion entre
las variantes polimorficas Alu del tPA y el riesgo de presentar dicha patologia, en una
poblacion nordica de 322 sujetos con una distribucion polimoérfica del tPA de CC 50.8%,
CT 39.2% y TT 10.0%, no encontraron asociacion significativa entre el riesgo de presentar

un ictus y el polimorfismo tPA -7351C>T.

En cuanto a la relacion de los polimorfismos del tPA y la Esclerosis Multiple
subrayar, como hemos mencionado, que no existen otras casuisticas con las que poder

establecer una comparacion.

En todo caso, éstas discrepancias de la literatura podrian explicarse por varias

razones:

a) En primer lugar razones dependientes de la localizacion de la expresion del tPA.
Asi, en la patologia citada no neuroldgica (infarto agudo de miocardio, tromboembolismo
venoso, hipertension arterial...), debemos recalcar que el papel tromboprotector del tPA es
mayor en la vasculatura sistémica que en la vasculatura cerebral, por lo que los resultados
en el ictus frente a la patologia vascular sistémica pueden ser dispares. Por otro lado, en
cuanto a la patologia neurologica se refiere (ictus cerebral vs Esclerosis Multiple), es
esencial considerar que el tPA es una sustancia constitutiva del cerebro y que el patron de
expresion del promotor tPA también es dispar. Asi, un fragmento de 9.5- kb del tPA
promotor se expresa mas notablemente en el gyrus dentado, coliculo superior, hipocampo,
tdlamo y corteza piriforme, mientras que otro fragmento de 3.0- kb del tPA promotor lo
hace en la corteza e hipocampo; expresion cerebral que también difiere de la del fragmento
de 1.4- kb del tPA promotor que selectivamente se expresa en la habénula medial
(Nagamine et al. 2005). Esto ultimo implica que como la expresion en el cerebro es dispar y
su accion difiere francamente de la del sistema fibrinolitico vascular. En el ictus y en la

Esclerosis Multiple la expresion del tPA en la barrera hematoencefélica y su expresion en
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las neuronas y en la microglia también es diferente. Este hecho provoca que el dano
excitotoxico neuronal y la activacion de la proteolisis extracelular también sea dispar. Asi
no es de extrafiar que el tPA pueda desempenar un papel dual, tanto neurodegenerativo

como reparador.

b) En segundo lugar razones geograficas/étnicas, constatdndose, por ejemplo, que la
frecuencia de genotipos de los polimorfismos del I/D de tPA, y el 4G/5G del PAI-1, varian
entre afroamericanos y caucasianos. También por un aumento del desequilibrio entre el
alelo I/I y el locus de la enfermedad entre las poblaciones. Por tanto, la heterogeneidad
genética puede ser la responsable de la variabilidad de resultados al estudiar diferentes

poblaciones.

¢) En tercer lugar por el diferente peso en la poblacion estudiada de las condiciones
que incrementan el riesgo para eventos tales como la hipertension arterial, insuficiencia
renal cronica, el tabaquismo etc, y que se asocian a una marcada alteracion de la capacidad

de liberacion de tPA.

d) En cuarto lugar, por la existencia de nuevos polimorfismos del tPA que se
asocian a una mayor o menor secrecion vascular de tPA in vivo (Ladenvall et al. 2000,

2001) y que no han sido estudiados.

e) Finalmente, por la expresion endogena cerebral del tPA que se incrementa en
eventos que requieren plasticidad neuronal, tales como la remodelacion sinéptica, en la
potenciacion a largo plazo, o en mecanismos relacionados con el aprendizaje y la memoria

(Pawlak y Strickland 2002).

A nuestro hallazgo de que el polimorfismo genético ID del tPA aumentaria el riesgo
de padecer una Esclerosis Multiple hasta en 3.4 veces, hay que anadir que hemos
encontrado unos niveles plasmaticos de tPA bajos tanto en la fase de brote agudo como en
el periodo interbrote de la enfermedad, en comparacion con los controles (casos 4.24,
controles 5.90; p=0.009). Esto estaria acorde con los hallazgos en el raton tPA -/- con
encefalitis aguda experimental, en los que se ha observado un inicio mas precoz, unos

brotes mas severos y una mayor progresion de la enfermedad. No hemos estudiado los
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niveles de tPA en LCR, y, muy probablemente no sea representativo, por su baja casuistica
al solo estudiar 7 pacientes afectos de Esclerosis Multiple, el hallazgo de niveles altos en

LCR obtenido por Akenami et al. (1996).

Si como sostenemos el polimorfismo ID del tPA incrementa el riesgo de desarrollar
una Esclerosis Multiple, cabria preguntarse si esta modificacion del riesgo estd mediado por
la modificacidn de los niveles plasmaticos de tPA. Sin embargo, se conoce que no siempre
los polimorfismos en el gen del tPA se asocian con modificaciones de los niveles
plasmaticos, al menos en la patologia cerebrovascular. Un ejemplo de ello es que el
polimorfismo Alu I/D no se ha correlacionado con los niveles plasmaticos ni el la patologia
coronaria ni cerebrovascular, aunque si con en el tromboembolismo venoso, pues Sartori et
al. (2003), observaron que los niveles de antigeno tPA, tras efectuar una oclusion venosa,
eran considerablemente mas altos en los pacientes del grupo tPA que exhibian el alelo I/D
que en los controles, frente a los sujetos que exhibian solo el alelo D/D. Sin embargo, otro
polimorfismo del tPA -7351C>T, s6lo lo hace en la fase aguda del infarto agudo de
miocardio, pero no en el ictus cerebral, aumentado tanto su secrecion como en su actividad

(Jood et al. 2005).

Si el aumento de riesgo no se puede explicar suficientemente mediante una
correlacion directa entre el polimorfismo y los niveles plasmaticos, si cabria pensar en la
existencia de otros mecanismos, entre los que creemos podrian encontrase la probable
interaccion gen-gen, la posible respuesta especifica alélica a ciertas interleucinas y la

formacion de complejos tPA-PAI-1.

1.-Probable interaccion gen-gen: Asi, Jood K. et al. (2005) hallaron como los
pacientes que presentaba la combinacién polimorfica tPA CC / PAI-1 4G/4G tenian un
menor riesgo de presentar un ictus isquémico. Se ha sugerido que la presencia del
polimorfismo Alu I/D podria alterar la estabilidad del tPA mRNA y/o su ensamblaje.
Tampoco se puede excluir que la repeticion del polimorfismo Alu podria influir sobre otros
locis genéticos que regulan la sintesis, almacenamiento y secrecion de tPA. Por ultimo, la
expresion del tPA también estd sujeta a una regulacidon transcripcional y post-

transcripcional, donde muchos de los cis y trans-elementos aun no han sido identificados.
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La complejidad de esta regulacion aumenta si, como se ha sugerido, al menos el 10% de los

genes que codifican proteinas son dianas de micro RNAs (John et al. 2004).

2.-La presencia del polimorfismo I/D del tPA, podria regular el nivel transcripcional
de interleucinas, y éstas a su vez modificar la regulacion del proceso inflamatorio de la
Esclerosis Multiple, modificar la expresion de moléculas de HLA de clase II, inhibir o
activar c€lulas presentadoras de antigenos, la funcion macrofagica y la sintesis de citocinas

por las células Thl.

3.-Formacién de complejos tPA/PAI-1: El efecto neurotéxico del tPA por aumento
de la expresion del tPA puede ser neutralizado simultdneamente por el aumento de la
expresion del PAI-1 en el SNC, o por el papel de otras neuroserpinas también inhibidoras
del mismo. Este hallazgo que no tiene correlacion con la expresion en el compartimento
intravascular. Asi, la sobreregulacion del tPA por el PAI-1 y la formaciéon de complejos
tPA-PAI-1 en los tejidos desmielinizados disminuye la cantidad de enzima activa y la
capacidad fibrinolitica, contribuyendo a la formacion de depositos de fibrina y al dafio

axonal.

(Cual seria el mecanismo a través del cual estaria el tPA implicado en la

fisiopatologia de la Esclerosis Multiple?.

Un primer mecanismo, estaria mediado por la actuacion del tPA sobre varios de los
mecanismos implicados en la desmielinizacion, tanto a nivel de la barrera hematoencefalica
como en la activacidon de receptores en neuronas y células gliales. En cuanto a la barrera
hematoencefalica, hay suficientes evidencias de que el tPA actuaria mediante una actividad
degradante directa de la matriz neurovascular, favoreciendo tanto el transporte endotelial a
través de la barrera, como la migracion leucocitaria, 6 mediante una accion favorecedora
de la transcripcion de MMP-9. Al mismo tiempo, en condiciones inflamatorias con ruptura
de barrera hematoencefalica se ha demostrado que puede también desempefiar un papel

protector al remover la fibrina que exacerba el dafio axonal.

Por otro lado, el tPA actuaria a través de su interaccion con los receptores

lipoproteinicos de baja densidad (LRP), la subunidad NR1 del receptor NMDA y con la
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anexina II, pues mediante esa interaccion exhibe multiples funciones no relacionadas con
su actividad fibrinolitica, y por tanto tendria una actuacion independiente de la presencia de
plasmindgeno. Son funciones complejas que conducen a una modificacion excesiva de la
matriz con la consecuente muerte neuronal. Este hallazgo ha sido puesto de manifiesto en
experimentos que muestran que la pérdida de tPA y plasmindgeno confieren proteccion
neuronal después de un dafio excitotoxico (Tsirka et al. 1995) o tras un dafio isquémico
cerebral (Wang et al. 1998). Esta actividad podria estar complementada por la existencia de
una via intracelular por la cual el tPA actuaria sobre la activacion de las cinasas (Medina et
al. 2005), y también por su capacidad de actuar sobre los receptores Erk1/2, mediante la
cual activaria la via catalitica, (independientemente de su accion de activacion sobre los

receptores NMDA).

Un segundo mecanismo implicaria al tPA sobre varios de los mecanismos criticos
en la remielinizacion. Sabemos que en pacientes con Esclerosis Multiple una de las
estrategias para favorecer la remielinizacion enddgena consiste en estimular la
supervivencia a largo plazo de las células precursoras de los oligodendrocitos, y en
estimular su proliferacion y diferenciacion en oligodendrocitos remielinizantes. Este papel
no debe ser extrafio para el tPA puesto que se ha implicado en los mecanismos de

migracion y proliferacion.

Asi, y puesto que se ha observado que la migracion neuronal se encuentra
enlentecida en ratones carentes del gen tPA (Seeds el al. 1999), y que las proteasas de la
matriz favorecerian la migracion de las células inflamatorias, es muy probable Ia
participacion del tPA sobre la migracion de las células progenitoras desde la region
subependimaria (células pluripotenciales) o desde el parénquima nervioso (glia/células
progenitoras de la mielina) en las lesiones desmielinizantes. Por otro lado se ha demostrado
que la plasmina, resultante de la activacion del plasminégeno, es un componente que sirve

como factor de proliferacion (Kalderon 1982).

Por ultimo, un tercer mecanismo del tPA en la Esclerosis Multiple, vendria dado por
su accion sobre los mecanismos implicados en el efecto del tratamiento inmunomodulador
(interferones) empleados en ésta enfermedad. Como sabemos el tPA pone en marcha la

activacion de la cascada de las cuatro clases de metaloproteinasas de la matriz: colagenasas,
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estromelisinas, metaloproteinasas de la matriz, y gelatinasas, destacando la MMP-9 o
gelatinasa B y la matrilisina o MMP-7, relacionadas con las placas desmielinizantes en
humanos, y con las lesiones en animales con Encefalitis Aguda Experimental. En la
Esclerosis Multiple se produce un aumento en la produccion de MMP-9, relacionada a su
vez con la alteracion de la barrera hematoencefalica, con ruptura de la proteina basica de la
mielina y con la produccion de fragmentos encefalitogénicos, hallazgos que han
determinado que la MMP-9 sea una posible diana terapéutica. Asi, Liu et al. (2005),
observaron, in vivo, la relacion entre la cascada del plasmindgeno y las MMPs, en especial
con MMP-9/gelatinasa B. Mediante esta relacion, entre otras, es por las que el interferén
beta, utilizado en el tratamiento frente a la Esclerosis Multiple, podria disminuir la
actividad proteolitica y contrarrestar las citocinas. Efecto que es ain mayor sobre la

proteolisis al combinar I[FN-B-1b con IFN-B-1? (Nelissen et al. 2003).

En resumen la actuacion del sistema del tPA en la Esclerosis Multiple vendria

mediada por los siguientes efectos:

1.- El tPA podria promover la desmielinizacion, porque la plasmina (generada por la
accion del tPA sobre el plasmindgeno) puede degradar directamente la proteina bésica de la
mielina (Cammer et al. 1978). La plasmina es la llave de activacion de la cascada de las
MMPs, activacion que juega un importante papel en la degradacion de la mielina (Cuzner

and Opdenakker 1999).

2.- El tPA podria también alterar las reacciones inflamatorias en el SNC al

incrementar la permeabilidad de la BHE (Paterson et al. 1987).

3.- EI tPA promoveria la muerte celular por excitotoxicidad, y asi participaria en las
etapas iniciales de la EM al contribuir al dafo a los oligodendrocitos (por la via

glutamaérgica) y al desarrollo de la cascada de muerte neuronal (Pitt et al. 2000).

4.- E1 tPA ha demostrado, in vitro, tener un efecto anti-apoptotico en relacion con la

caspasa-3, efecto que es independiente a su actividad enzimatica (Liot et al. 2006).

5.- El tPA, por ultimo participaria en la regeneracion neuronal al reducir los

depositos locales de fibrina (Herbert et al. 1996; Akassoglou et al. 2000) o al promover la
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migracion de los progenitores oligodendrocitarios a través de la matriz extracelular (Uhm et

al. 1998).

En definitiva, el tPA desempeiaria en la Esclerosis Multiple un papel complejo y

dual, nocivo y protector.

2.b) Polimorfismos genéticos del inhibidor del activador tisular del

plasmindgeno (PAI-1).

Existen multiples estudios encaminados a relacionar los polimorfismos del PAI-1 y
la enfermedad vascular cerebral pero escasos son los estudios con respecto a la enfermedad
desmielinizante. Debemos recalcar que el PAI-1 4G/5G es un polimorfismo “funcional”
interesante porque la variacion en la expresion del PAI-1 es mediada alélicamente. El alelo
4G del polimorfismo del PAI-1 4G/5G carece del sitio de union para la proteina represora
transcripcional, que si lo presenta el alelo 5G. Por ello, el alelo 4G es el expresor mas alto
del PAI-1, y el alelo 5G es el expresor mas bajo. Sujetos que son homocigoéticos para el
alelo 4G tienen unas concentraciones plasmaticas de PAI-1 25% mayores que los sujetos

homocigoticos para el alelo 5G (Roest y Banga 2003).

Con respecto a los estudios sobre la enfermedad vascular cerebral los resultados
obtenidos han sido dispares. En general se ha considerado, merced a varios estudios, que el
incremento genéticamente mediado del PAI-1 protege contra el ictus. Asi, Jood et al.
(2005), si bien no hallaron una significacion estadistica entre los polimorfismo 4G/5G del
PAI-1 y el ictus, si obtuvieron una relacion protectora con el polimorfismo 4G/4G del PAI-
I, (OR: 0.8; 95% IC:0.6 a 1.1). Resultados muy similares se obtuvieron en el estudio
GENIC (Elbaz et al. 2001), en los que la proteccion era atin mayor cuando existia la
combinacion de los polimorfismos 4G/4G del PAI-1 y CC del tPA (OR: 0.7; 95% IC: 0.5 a
1.0). Otros dos estudios, algo mas antiguos, también atribuian al genotipo 4G/4G un factor
protector (Hoekstra et al. 2003). Sin embargo, si bien son multiples los estudios que
muestran un aumento del antigeno del PAI-1 en pacientes afectos de ictus isquémico
(Lindgren et al. 1996; Carter et al. 1998; Johansson et al. 2000), en ausencia de relacion con
los niveles plasmaticos (Jood et al. 2005), no siempre es asi (Eriksson et al. 1995; Catto et

al. 1997; Matsubara et al. 1999; Hoekstra et al. 2003). Una explicacion plausible que podria
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explicar dichos hallazgos la daria el que el PAI-1, sintetizado en el SNC por parte de los
astrocitos (Benchenane et al. 2004), y no en el compartimento intravascular, contrarrestaria

el efecto neurotoxico del tPA.

Si estos son los hallazgos en la enfermedad cerebrovascular, en pacientes con
enfermedad vascular coronaria -infarto agudo de miocardio- es al polimorfismo 4G/4G del
PAI-1 al que se le atribuye un incremento del riesgo, al contrario de lo que ocurre como

hemos descrito en el ictus.

Las bases para sospechar que el sistema del PAI-1 podria estar implicado en la
patogénesis de la Esclerosis Multiple las han puesto los estudios histopatologicos de Gveric

D. y el genético de Luomala ML.

Gveric et al. (2001), en su estudio neuropatoldgico, hallaron altas concentraciones
de urokinasa PA (uPA), de receptor de la urokinasa PA (uPAR) y de PAI-1 en los
macrofagos perivasculares de las lesiones desmielinizantes agudas. También obtuvieron en
esas lesiones elevadas cantidades de MMP-9 e inhibidor tisular de la MMP-1 (TIMP-1),
tanto en la fase aguda como en la fase cronica de la enfermedad. Asi mismo, en el 2003, el
mismo autor, utilizando muestras de tejido cerebral de lesiones desmielinizantes agudas en
sustancia blanca de pacientes con Esclerosis Multiple y controles sanos, observaron que se
presenta una menor actividad fibrinolitica en las placas desmielinizantes, al parecer en el
contexto de un aumento en dichas placas de proteasas inhibidoras del plasmindgeno.
También, con los datos aportados mediante ELISA y Western Blot, han sugerido que en las
placas de pacientes afectos de Esclerosis Multiple existe tanto un incremento de la
actividad del PAI-1 como una reduccion de la actividad de la enzima tPA. Sin embargo,
parece no existir una clara evidencia de degradacion del tPA. El decremento encontrado del
potencial fibrinolitico lo explican por la formacion de complejos PAI-1/tPA, con la
consiguiente menor cantidad de tPA libre. El estudio mostrd, asi mismo, que la inhibicién
del tPA se debia al PAI-1 y no a otras neuroserpinas, y que existian péptidos de la
degradacion de la fibrina en las lesiones. Gveric D. et al. especularon sobre un posible
doble mecanismo que podria contribuir a la reduccion de la actividad fibrinolitica en estos
pacientes: por un lado, la interaccion del tPA con fibrina unida a PAI-1, generaria la

disociacion del PAI-1 y la formaciéon de complejos (Van Meijer et al. 1994), que son
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rapidamente internalizados por los macréfagos; y, por otro lado, la reduccion de la
actividad fibrinolitica también seria mediada a través de las neuroserpinas que son co-
expresadas con el tPA en las neuronas de la sustancia gris y axones, y que son reguladoras

de la actividad del tPA in vivo.

Luomala M. et al. 2000, en un estudio clinico sobre polimorfismos en 104 pacientes
finlandeses afectos de Esclerosis Multiple, 59 mujeres y 45 hombres con una edad media
de 46 + 10 afios y 47 + 10 anos respectivamente, y en 111 sujetos controles, observod la

existencia de una relacion entre la Esclerosis Multiple y los polimorfismos del PAI-1.

El andlisis de los resultados puso de manifiesto que el polimorfismo 5G/5G estaba
presente en 32 de 104 pacientes frente a 22 de 111 sujetos sanos, y el alelo 5G en 116 de
208 pacientes frente 104 de 222 sujetos sanos. Solo estratificd por el sexo, hallando que la
mayor frecuencia de la variante polimorfica 5G/5G estaba en el sexo femenino (OR: 2.34;
p=0.037). Y correlaciond dicho hallazgo con una disminucidn en la transcripcion de niveles
basales de PAI-1. Sin embargo otro estudio (Vandenbroeck et al. 2002) no pudo reproducir

dichos resultados.

En nuestra tesis, como en el estudio de Luomala et al. (2000), los niveles
plasmaticos de PAI-1 fueron significativamente inferiores en el grupo de afectos de
Esclerosis Multiple. Contrastando con los resultados previos de Onodera et al. (1999)
quienes, estudiando tUnicamente 15 pacientes con una forma remitente-recurrente,

encontraron niveles elevados.

Cuando analizamos conjuntamente las variantes polimorficas y los niveles
plasmaticos del PAI-1 obtuvimos que la variante 5G-5G se encontraba presente en 16
pacientes y que los niveles plasmaticos medios de PAI-1 eran de 21,63 UA/ml (DT 7,75);
que el polimorfismo 4G-5G lo presentaban 55 pacientes y mostraban unos niveles medios
de PAI-1 en sangre de 21,70 UA/ml (DT 14,85); y finalmente que 29 pacientes exhibian el
polimorfismo 4G-4G, y la media de los niveles plasmaticos de PAI-1 era de 23,69
UA/mI(DT 15.88). Estos resultados obtuvieron significacion estadistica entre la variante
polimérfica 4G/5G y 5G/5G y niveles plasmaticos bajos de PAI-1. Hallazgos que estarian

en consonancia con el conocimiento de que el alelo 5G del polimorfismo del PAI-1 posee
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sitio de union para la proteina represora transcripcional, confiriéndole ser un expresor mas
bajo del PAI-1 que el alelo 4G. También estaria acorde con nuestro hallazgo de que los
sujetos que presentan la variante polimorfica del PAI-1 G5/GS5, tienen una reduccion en el
riesgo de presentar la enfermedad del 71% (OR: 0.29) con respecto a otros con la variante

polimorfica G4/G4, ajustando para el resto de variables.

Sin embargo, en el analisis estratificado segun el sexo de los niveles plasmaticos de
PAI-1 y las variantes polimorficas, como realizaron en su estudio Luomala et al. 2000, no
mostraron significacion estadistica. Tampoco, se obtuvo significacion al analizar los niveles
plasmaticos segun la fase clinica de actividad de la enfermedad (brote clinico o control

rutinario).

Debemos ser cuidadosos con la interpretacion de éstos resultados pues existen al
menos dos consideraciones a tener en cuenta. Por un lado, que si para la mayoria de los
factores hemostaticos existe una amplia variacion interindividual de sus niveles
plasmaticos, la mayor variacion interindividual se observa precisamente con el PAI-1, y
que los polimorfismos actualmente identificados se cree que solo condicionan un 5% de
esta variacion. Por otro lado, que las variaciones plasmaticas del tPA y del PAI-1 dependen
de los niveles de estrogeno, del sistema de la renina-angiotensina, de los niveles de
lipoproteinas de baja densidad (VLDL), del contenido de 4cidos grasos insaturados, de
moléculas insulina-like, y de citocinas proinflamatorias (Kohler y Grant 2000), factores

dependientes que no se han estudiado en esta tesis.

En resumen la actuacion del sistema del PAI-1 en la Esclerosis Multiple vendria

mediada, entre otros, por los siguientes efectos:

1.- Por una funcién protectora del PAI-1 mediante su actuacion sobre los
mecanismos de regulacion de las MMPs. Bien actuando sobre su transcripcion, sobre la
activacion de MMPs latentes, o sobre la activacion de MMPs inhibidas por los inhibidores
titulares (TIMPs), favoreciendo la inhibicion de la activacion de las enzimas que degradan
la matriz; muy probablemente limitando la elevacion de MMP-9 en dichas placas. Esta
actuacion del PAI-1 sobre las interleucinas podria efectuarse de una manera

especificamente alélica (Dawson et al. 1993).
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2.- Mediante su actuacioén sobre los macrofagos, pues la inactivacion genética del

tPA-PAI-1 impide la migracion de los mismos (Cao C et al. 2006).

3.- También mediante la interaccion entre el PAI-1 y la proteina p53, pues el
promotor PAI-1 presenta en la region —160 a —139 una unioén para la p53, sitio identificado
como responsable de la estimulacion de la transcripcion del PAI-1. El andlisis in situ de las
lesiones desmielinizantes revela un aumento de la expresion de p53 en los
oligondendrocitos de las lesiones, y con ello, su relacion con la apoptosis y la muerte

celular.

4.- Por ultimo, un cuarto mecanismo del PAI-1 en la Esclerosis Multiple, vendria
dado por su accion sobre los mecanismos implicados en el efecto del tratamiento esteroideo
empleado en ésta enfermedad. Por una parte, porque los efectos de la dexametasona sobre
el nivel de mRNA PAI-1 pueden ser explicados, al menos parcialmente, por un incremento
de la transcripcion del gen PAI-1 (Riccio et al. 1988) y, por otra, porque los

glucocorticoides aumentan la sintesis del PAI-1 in vitro (Tabla 3).

3.- Discusion sobre la homocisteina.

Es conocida la relacion que tiene la homocisteina con los factores de la coagulacion
y con el metabolismo celular de los componentes de la pared vascular, ya que altera la
funcion de células endoteliales por la expresion de factores tisulares y factor V, o por la
reduccion en la produccion de proteina C activada, en la actividad de la trombomodulina, el
factor de von Willebrand, la anti-trombina III y la union al factor tisular del plasmindgeno.
Ademas la homocisteina incrementa la afinidad de la Apolipoproteina (a) por la fibrina vy,
en las células musculares lisas, tiene un efecto positivo sobre la transcripcion del gen de la
cyclina A, estimulando la proliferacion de las células musculares que a su vez es antesala
del mecanismo arterioesclerdtico. Los niveles plasmaticos elevados de homocisteina son
el resultado de la pobre reconversion de la metionina, donante del grupo metil que

interviene en multiples procesos bioquimicos.

Menos conocida es la relacion entre la homocisteina y otras enfermedades

neurologicas, si bien, existen algunos indicios que la han relacionado con la patogénesis de
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enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer y del inicio y
progresion de la enfermedad de Parkinson. También se ha sugerido que la combinacion de
niveles altos de homocisteina y el fallo en el sistema fibrinolitico son un potencial factor de
riesgo cardiovascular y del ictus cerebral. En la Esclerosis Multiple la hipometilacion de la

proteina basica de la mielina hace inestable a dicha proteina y favorece su degeneracion.

En nuestro estudio los niveles plasmaticos de homocisteina en los sujetos afectos de
Esclerosis Multiple fueron mayores que los obtenidos en el grupo control. Valores muy
similares han sido obtenidos previamente en otros estudios (Vrethem et al. 2003,
Ramsaransing et al. 2006). Cabria preguntarse cual puede ser el significado de este hallazgo
en la Esclerosis Multiple y su relacion con el sistema fibrinolitico. Estudios previos
(Midorikawa et al. 2000) han mostrado que la homocisteina induce la modulacion del tPA,
uniéndose a su receptor de membrana celular sin aumentar su concentracion. Este hallazgo
difiere del aumento en la expresion del gen del PAI-1 y de la secrecion vascular del mismo,

que si se encuentran aumentadas.

En nuestros pacientes también encontramos que los niveles de homocisteina eran
aun mas altos en los sujetos afectos de Esclerosis Multiple portadores tanto del
polimorfismo 4G/5G para el PAI-1 (p<0.024, OR 1.21) como del polimorfismo D/D del t-
PA p<0.001), por lo que una posible interacciébn gen-gen podria influir sobre locis

genéticos que regularian la sintesis, almacenamiento y secrecion de homocisteina.

Sin embargo, Ramsaransing et al. (2006), no encontraron relacion entre estos
niveles plasmaticos elevados de homocisteina y el stress oxidativo, ni con los niveles de
citocinas proinflamatorias (de IL-12 y TNF-a) relacionadas con la actividad inmune de la
Esclerosis Multiple. Con lo que si parece existir una relacion es con la actividad de los
astrocitos, pues la homocisteina esta producida y secretada por estas células en el Sistema
Nervioso Central. En la Esclerosis Multiple se reconoce una sobreactivacion astrocitaria
que favorece la ruptura de la barrera hematoencefilica, lo que también explicaria el
aumento de la proteina astroglial S1I00B en el suero de estos enfermos. Carecemos atin de

una explicacion fiable de porqué la homocisteina plasmatica estd elevada, aunque
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Ramsaransing et al. (2006) sugieren que la homocisteina astrocitaria pudiera contribuir a la

elevacion de la homocisteina plasmaticas en éstos sujetos.

En nuestro estudio la media de los niveles plasmaticos de homocisteina fue de 12.25
umol/l en los pacientes con Esclerosis Multiple frente a 10.75 pumol/l en el grupo control,
habiendo excluido que dicho incremento estuviera relacionado ni con la edad, a diferencia
de los hallazgos encontrados por Nygard et al. 1995, ni con el sexo, més altos en el hombre
que las mujeres en el estudio de Boushey et al. 1995, ni con la severidad y progresion de la

enfermedad.

Cuando quisimos estudiar la posible relacion entre el sistema del plasminogeno y la
homocisteina, obtuvimos que en el analisis de los polimorfismos del PAI-1 y tPA y la
homocisteina existia una relacion significativa entre los niveles plasmaticos mas elevados
de homocisteina y el polimorfismo 4G/5G del PAI-1, asi como con el polimorfismo D/D
del t-PA. Este hallazgo, junto a la existencia de niveles mas bajos de PAI-1 en estos sujetos,
nos hace pensar en la implicaciéon de ambos en la produccion de un mayor dafio a la barrera
hematoencefalica, en el incremento de la excitotoxicidad, en la mayor union a los
receptores NMDA y en el incremento en la homocisteinilacion de las proteinas,

modificando con ello su funcion y confiriéndoles actividad autoinmunogénica.

Este hallazgo, relevante en esta tesis, no podemos confrontarlo con la literatura

debido a la ausencia de trabajos en esta linea.
4.- Discusion sobre otros factores de la coagulacion.

4.a) Antitrombina I11.

Ya en 1991 Deschepper et al., evidenciaron en cultivos cerebrales y astrogliales la
presencia de antitrombina III, proponiéndole un papel modulador del crecimiento y

diferenciacion celular cerebral.

Kirichuk y Streknev (2003), estudiando 42 pacientes con Esclerosis Multiple

remitente-recurrente, y 17 pacientes con forma secundariamente progresivas, observaron
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que niveles normales de antitrombina III y plasmindégeno eran marcadores de las formas
benignas de Esclerosis Multiple y que la evolucion de la Esclerosis Multiple era moderada
cuando la actividad de la antitrombina III era alta. Este hallazgo les sugeria un posible
efecto neuroprotector de la antitrombina III que era independiente a su efecto en la
anticoagulacion. Por otro lado no observaron cambios significativos en la actividad del

anticoagulante lpico, el factor V activado y la resistencia a la proteina C activada.

En nuestro estudio los niveles medios de antitrombina III fueron por el contrario
discretamente menores en el grupo de los sujetos afectos de Esclerosis Multiple frente al
grupo control, pero no estadisticamente significativos. Aunque en la literatura se ha
relacionado a la antitrombina III mas que con el riesgo, con el tipo de progresion de la
enfermedad, en esta tesis no pudimos establecer dicha relacion pues nuestra muestra

fundamentalmente estaba compuesta de enfermos de la forma clinica remitente-recurrente.
4.b) Proteina C.

La proteina C juega un papel fundamental en la fisiopatologia del dafio endotelial al
bloquear las reacciones inflamatorias y el dafio secundario tras la liberacion de péptidos
inflamatorios durante la coagulacion, fibrinolisis y activacion del complemento. La proteina
C es activada cuando la trombina se une a la trombomodulina en el endotelio vascular y
actia sobre los receptores endoteliales de la proteina C localizados en el endotelio vascular.
La proteina C activada es un potente anticoagulante del plasma humano al inhibir la
actividad de los cofactores V y VIII activados, reduce la produccion de IL-1, IL-6 y TNF-a
por los monocitos y tiene propiedades profibrinoliticas al inactivar al PAI-1. También
bloquea la apoptosis mediada por la via de la p53-caspasa en el endotelio cerebral humano
isquémico comportandose como un neuroprotector, independientemente de su actividad
anticoagulante (Cheng T et al. 2006). La proteina C activada puede prevenir la apoptosis
mediada por receptores NMDA y la anoikisis mediada por MMPs, en neuronas y células
endoteliales. También altera el flujo de calcio citosolico del endotelio cerebral (DOmétor et
al. 2003) y ejerce una actividad directa vascular y neuroprotectora actuando sobre los
receptores PAR-1 e inhibiendo la transformacion hemorragica inducida por el tPA (Cheng

et al. 2006).
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Kirichuk y Streknev (2003) estudiando 57 pacientes con Esclerosis Multiple
encontraron niveles bajos de proteina C activada sin relaciéon con la actividad del
anticoagulante lipico ni la resistencia del factor V a la proteina C. En nuestro estudio, en
donde sdlo estudiamos la Proteina C, y no la Proteina C activada, los niveles plasmaticos
eran significativamente mas elevados en el grupo afecto de Esclerosis Multiple, lo cual
tendria un efecto profibrinoliticas al inactivar al PAI-1, y como hemos ya mencionado,
favoreciendo la presencia de tPA, podria promover la desmielinizacion y también alterar las
reacciones inflamatorias en el SNC al incrementar la permeabilidad de la BHE. Por tultimo,
si en nuestros pacientes los niveles de Proteina C los encontramos aumentados, y los de
trombomodulina disminuidos, es muy probable que también estén alterados los niveles de

Preoteina C activada. Aunque, como hemos resefiado, no fueron determinados en ésta tesis.
4.c) Proteina S.

La proteina S, expresada por el gen PROS localizado cerca del centrémero del
cromosoma 3 (region 3ql11.2), bloquea la formacion de trombina al inhibir la actividad de
los factores Xa/Va y actuar como un cofactor de la proteina C activada en la inactivacion
proteolitica del factor Va y VIlla. La expresion de proteina S en neuronas (Stitt et al. 1995),
células osteoides y células linfocitarias sugiere una funciéon mas alld de la actividad
anticoagulante. Varios autores (Hancock et al. 1992; Grey et al. 1994) han sugerido que la
proteina S suprime la produccion de factor de necrosis tumoral & (TNF-w) por los
monocitos y que es inducible por la IL-4 pudiendo asi regular la respuesta inmunologica

celular (Smiley et al. 2001).

Liu et al. (2003), demostraron en modelo animal de raton con isquemia cerebral que
la proteina S tenia efectos neuroprotectores, antitrombodticos y antiinflamatorios; y un
efecto protector neuronal directo en cultivos neuronales corticales in vivo e in vitro. En este
modelo, la proteina S, redujo significativamente el déficit neuroldégico motor, el volumen
del infarto y del edema. Los mismos autores demostraron una reduccion en los depositos de
fibrina asi como una reduccion en la infiltracion leucocitaria del tejido cerebral en relacion
con la proteina S. La proteina S también podria tener un efecto antiapoptético, lo cual

limitaria el desarrollo de la inflamacion y la enfermedad autoinmune, via un mecanismo
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que podria involucrar a la proteina S unida al receptor C4b, pues aproximadamente el 60%
de la proteina S del plasma circula unida a la proteina C4b, y este complejo actuaria como
puente entre la coagulacion y la inflamacion en base a su capacidad de regular la activacion
del complemento. La unién a la proteina S estimula la fagocitosis sugiriendo que los
macrofagos expresan receptores especificos para la proteina S. La proteina S pudiera
favorecer la opsonizacion de las células apoptdticas para la fagocitosis mediada por Mer, un
miembro de la familia de receptores tirosin-quinasas Axl/Mer/Tyro3 (Ishimoto et al. 2000).
En todo caso el papel de estos receptores es controvertido y el receptor neuronal de proteina
S es aun desconocido. También se ha descrito que la deficiencia de proteina S podria

provocar una respuesta hiperinflamatoria (Kasuno el al. 1997).

En nuestro estudio en los afectos de Esclerosis Multiple encontramos niveles de
proteina S inferiores a los hallados en el grupo control, pero el valor no fue

estadisticamente significativo.
4.d) Trombomodulina.

La trombomodulina es una glicoproteina de la membrana de la célula endotelial que
actia como receptor de superficie celular para la trombina, y que al unirse con ella
convierte su forma procoagulante en anticoagulante. La trombomodulina, aunque
inicialmente se identific6 como un cofactor de las c€lulas endoteliales, posteriormente se ha
documentado su presencia en las células sinoviales, en astrocitos, en células meningeas, en
las células del musculo liso, en macréfagos y en plaquetas (Soff et al. 1991).
Adicionalmente, se le ha atribuido una actividad antifibrinolitica interfiriendo en la

generacion de plasmina (De Munk et al. 1991).

Su presencia en células vasculares y no vasculares no solo se encuentra en sujetos

adultos, sino que también esta presente en la fase embrionaria (Isermann et al. 1996).

La trombomodulina es detectable en plasma y suero tras producirse un dafio
endotelial, como se muestra en diversas patologias tales como el lupus eritematoso, la
artritis reumatoide y la Esclerosis Multiple. Asi, cabe destacar que se han encontrado

niveles altos en el 7.1% de los pacientes con lupus eritematoso y con afectacion cerebral del
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tipo de la vasculitis y con lesion parenquimatosa cerebral (Witte et al. 1999). Lo mismo
ocurre en las distintas formas evolutivas de Esclerosis Multiple, donde existen estudios que
independientemente de la situacion evolutiva del paciente revelan un aumento en los
niveles plasmaticos de trombomodulina. Asi, esto se ha puesto de manifiesto en pacientes
con Esclerosis Multiple en brotes agudos y en las formas cronicas progresivas (Tsukada et
al. 1995); solo en brotes agudos (Califano et al. 2000); y en formas progresivas (Frigerio S
et al. 1998). En contraposicion, ni Kohriyama et al. (1997), estudiando 26 pacientes con
Esclerosis Multiple recurrente-recidivante, ni en nuestra tesis, con un nimero muy superior
de pacientes, los hallazgos anteriores fueron reproducidos. En nuestra casuistica de 100
pacientes, los niveles plasmaticos de trombomodulina fueron significativamente menores
que en los controles. Este resultado no nos extrafia pues debemos recordar que la
trombomodulina funciona como una molécula anti-inflamatoria a varios niveles. Como
cofactor critico en la activacion de la proteina C, la trombomodulina tiene un papel
obligado en la regulacion de las propiedades anti-inflamatorias de la proteina C activada.
También, su dominio lecitin-like tipo C, puede jugar un papel directo en la modulacion de
la inflamacidon, ya que estudios recientes han sugerido que ese dominio de la
trombomodulina es importante para el mantenimiento de la integridad de las interacciones
célula-célula, y en la transmigracion leucocitaria (Huang et al. 2003; van de Wouwer et al.

2004).

Actualmente carecemos de conocimientos que nos pudieran clarificar que factores
genéticos alterando o incrementando el riesgo de padecer Esclerosis Multiple, modifican la
expresion y funcién de estas proteinas involucradas en el complejo sistema de la

coagulacion-inflamacion.
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Conclusiones

1.-

Existe una asociacion estrecha entre la variante polimdrfica de repeticion Alu
insercion/deleccion del gen del activador tisular del plasmindgeno y la Esclerosis
Mdltiple, de modo que la presencia de dicho polimorfismo genético aumenta en
nuestra poblacion el riesgo de padecer una Esclerosis Multiple. Asi mismo, los
niveles plasmaticos del activador tisular del plasminégeno mostraron una
tendencia significativa a estar mas disminuidos en los pacientes con Esclerosis

Multiple que en el grupo control.

En nuestro estudio, la presencia de la variante polimdrfica del inhibidor del
activador del plasmindgeno 5G/5G, se asocio con una reduccién en el riesgo de
presentar la enfermedad. Los pacientes presentaban niveles plasmaticos bajos del
inhibidor del activador del plasmindgeno, que eran especialmente significativos,

en las variantes polimorficas G4/G5 y G5/G5.

No hallamos correlacion entre el grado de discapacidad funcional, medida
mediante la escala EDSS, y las diferentes variantes polimorficas del PAI-1y del
tPA. Tampoco encontramos relacion entre las diferentes variantes polimorficas
estudiadas del PAI-1 y tPA, sus niveles plasmaticos y el desarrollo de un brote

agudo de Esclerosis Multiple.

Los niveles plasmaticos de homocisteina en los sujetos afectos de Esclerosis
Multiple se encontraban elevados, y se correlacionaban, en nuestra poblacion,
con un mayor riesgo de padecer una Esclerosis Multiple. Los niveles de
homocisteina méas elevados pertenecian a los sujetos afectos de Esclerosis
Multiple con los polimorfismos 4G/5G para el PAI-1y D/D del tPA.
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Conclusiones

5.- En la Esclerosis Multiple encontramos niveles plasmaticos elevados de Proteina
C y bajos de trombomodulina, indicAndonos una descoordinacion en un sistema

bioldgico con implicaciones en la modulacion de la inflamacion.

6.- No encontramos relacion entre los niveles plasmaticos de Proteina S y

Antitrombina 11 y el riesgo de padecer una Esclerosis Mdltiple.
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