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RESUMEN

Titulo: ESTUDIO DE BIOMARCADORES DE PROGRESION DE LA ESCLEROSIS
MULTIPLE EN LAGRIMAS

La esclerosis multiple (EM) es la principal causa de discapacidad por
enfermedad entre adultos jovenes. En la actualidad se reconocen dos formas clinicas:
la EM remitente recurrente (EMRR) y la EM progresiva (EMP), y a su vez esta ultima
puede tener un inicio a brotes (EM secundaria progresiva, EMSP) o bien no presentar
brotes sino un incremento progresivo de la neurodegeneracién y consiguiente
discapacidad (EM primaria progresiva, EMPP). Las formas que se inician a brotes,
EMRR y EMSP, durante la fase de brotes son indistinguibles, por lo que cuando se
diagnostica la progresion, lo que ocurre entre 10 y 15 afios después de haber
presentado el primer brote, los fendmenos degenerativos ya estan muy avanzados,
siendo ineficaces los tratamientos actuales. Por ello es imprescindible contar con
biomarcadores que nos permitan diagnosticar la progresién en las etapas iniciales,
cuando el paciente todavia esta en la fase remitente-recurrente. De los diferentes
biomarcadores candidatos a ayudar al diagnostico de la progresion es la Chitinase 3-
like 1 (CHI3L1) la que se ha mostrado mas prometedora en liquido cefalorraquideo
(LCR), sin embargo, su valor en sangre se ve contaminado por cualquier inflamacion a
nivel periférico. No obstante, la determinacion en LCR esta limitada por el método
invasivo que supone una puncién lumbar y la dificultad para hacer estudios seriados. En
este sentido, el objetivo de este trabajo es estudiar si la CHI3L1 puede detectarse y
cuantificarse en lagrimas para ver si su valor correlaciona con el obtenido en LCR, asi
como con la clinica del paciente. Ademas, estudiaremos la presencia de las bandas
oligoclonales IgM (BOM) en las lagrimas, otro biomarcador de mal pronéstico utilizado
como apoyo en la practica clinica diaria. La deteccién de estos biomarcadores en
lagrima abriria una puerta a investigar la validez clinica de este fluido bioldgico frente al
LCR, aportando ventajas en cuanto a método de extraccion y la posibilidad de repetir
mediciones en el tiempo. Este trabajo se relaciona con el ODS numero 3 de la Agenda
2030.
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1 INTRODUCCION
1.1 DEFINICION DE LA ENFERMEDAD

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad cronica, inflamatoria y
autoinmune, con afectacion a nivel de sistema nervioso central (SNC). La EM
actualmente ocupa el segundo lugar entre los adultos jovenes en términos de frecuencia
de discapacidad, justo por detras de los accidentes automovilisticos. El intervalo de
edad mas comun durante el que se produce el inicio comprende los 25 y los 35 afios
(Kobelt et al., 2017). La EM se posiciona como la enfermedad autoinmune crénica de
afectacion neurolégica mas frecuente en paises desarrollados (Noseworthy et al., 2000;
Pugliatti et al., 2006).

El encéfalo (cerebro, troncoencéfalo y cerebelo) y la médula espinal son las
partes que constituyen el SNC. Su funcionalidad esta intimamente relacionada con la
forma en la que el organismo percibe los estimulos externos, con la forma en la que
integra y procesa la informacion, y con la forma en la que desarrolla respuestas para
interactuar con el entorno. Las neuronas, que son células especializadas del SNC,
realizan estas tareas.

Las neuronas transmiten informacion a través de los axones, que son
prolongaciones nerviosas recubiertas por vainas de mielina. La mielina es un lipido que
se encarga del aislamiento y de la optimizacién de la transmisién de impulsos nerviosos.

En la EM, tienen lugar diferentes reacciones aberrantes en el sistema
inmunologico que ocasionan la destruccion de la mielina. Esta desaparicion de la mielina
provoca alteraciones en la transmision nerviosa, que provoca el surgimiento de
sintomas de distinta indole: trastornos visuales, fatiga, pérdida de equilibrio y/o
coordinacion, alteracion sensitiva o motora, disfuncion de esfinteres, etcétera. La EM es
una enfermedad de caracter heterogéneo que esta mediada por fendmenos
inflamatorios a consecuencia de un mal funcionamiento de los mecanismos de
autoinmunidad (mediada por la acciéon de células T activadas, linfocitos B y células del
sistema inmune innato).

Se cree que la etiologia de la enfermedad surge de una compleja interaccion
entre diferentes factores genéticos y ambientales (Yamout y Alroughani, 2018), llegando
incluso algunos ensayos recientes a vincular la etiologia de la enfermedad con el virus
de Epstein-Barr (Bjornevik et al., 2022).

1.2 FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD

La mayor parte de los pacientes que padecen EM presentan episodios
inflamatorios focales y agudos, denominados “brotes”, seguidos posteriormente en el
tiempo de una recuperacion parcial o casi total. Un brote viene definido por la repentina
aparicion o empeoramiento de la sintomatologia por el dafio en el SNC (Lublin y
Reingold, 1996; Miller et al.,, 2005). También puede tener lugar un proceso
neurodegenerativo en el que la progresion de la discapacidad es constante, sin existir
evidencias de ninguna inflamacion aguda o de brotes.



En las fases inflamatorias de la enfermedad (asociadas a brotes), se cree que el
sistema inmune adaptativo (linfocitos T y B) juega un papel mas destacable, mientras
que en las fases progresivas cobran mas importancia las células del sistema inmune
innato (Gandhi et al., 2010; Du et al., 2017). Se distinguen diferentes subtipos de EM en
funcion de cémo se manifieste la enfermedad.

La EM remitente-recurrente (EMRR) es la forma clinica mas frecuente (afecta al
85-90% de los pacientes con EM) (Figura 1). Avanza a través de brotes que vienen
seguidos por una recuperacion total o parcial, asi como por la presencia de inflamacion.
Cuando se detectan lesiones tipicas de la sustancia blanca del SNC en la resonancia
magnética nuclear (RMN), pero el paciente es asintomatico, la afeccion se denomina
sindrome radiolégico aislado (SRA). Un primer episodio de brote se denomina sindrome
clinico aislado (SCA) si no cumple con los criterios de diagnéstico de McDonalds de
2017 (Thompson et al., 2018). Se consideraria que se ha producido un unico ataque de
EM, también conocido como SAMS (Single Attack Multiple Sclerosis), si se cumplieron
los criterios de EM durante el brote inicial o si se confirmé el diagndstico durante el
seguimiento, pero no se produjeron brotes adicionales (Zeydan y Kantarci, 2018).

Existen dos tipos de esclerosis multiple progresiva (EMP). Por un lado, esta la
forma clinica primaria progresiva (EMPP), que afecta al 10-15% de los pacientes
(Tullman et al., 2004), y se distingue por una progresion sostenida de la discapacidad
desde el inicio de la enfermedad (Figura 1). También existe la forma clinica secundaria
progresiva (EMSP), que inicialmente se presenta como EMRR (en aproximadamente
35-40% de los casos), pero luego tiene lugar un periodo de neurodegeneracion y
progresion de la discapacidad, independiente de los brotes. Existe desacuerdo acerca
de si estas formas exhiben neurodegeneracion y progresion subclinica desde el inicio;
por lo tanto, el término esclerosis multiple progresiva de inicio rapido (Bout-Onset
Progressive Multiple Sclerosis) se ha desarrollado en estas circunstancias.

»
/\ SCA/SAMS
4/\_/\/\/\/\Av EMRR

Discapacidad EMSP Brote
e Progresion

EMPP

Tiempo

Figura 1. Formas clinicas de EM. Grafico obtenido con
www.biorender.com

Durante mucho tiempo se tuvo la concepcion de que la neuritis Optica era un
sintoma generado mayoritariamente a consecuencia de la EM.



Investigaciones recientes han revelado que existen en el ser humano causas
mas infrecuentes y peligrosas de neuritis 6ptica, como la enfermedad de Devic o
neuromielitis 6ptica (NMO) (Shumway et al., 2023).

La NMO se caracteriza por episodios de neuritis 6ptica aguda y mielitis
transversa. El mecanismo patogénico de este sindrome clinico puede explicarse por el
hecho de que la proteina canalizadora de agua mas prevalente del SNC, la acuaporina
4 (AQP4), es una diana de autoanticuerpos Ig-G presentes en el suero de la mayoria de
los pacientes (Jarius et al., 2020).

1.3 BIOMARCADORES EN LA EM

La EM muestra una gran heterogeneidad a nivel clinico. Por ello, la enfermedad
en cada paciente debe definirse con precision para permitir diagnésticos y pronésticos
exactos. Es también crucial la posibilidad que brindan los biomarcadores para realizar
evaluaciones personalizadas de las respuestas terapéuticas, asi como del riesgo
individual a sufrir determinados efectos secundarios. Los biomarcadores mas relevantes
y prometedores en EM han sido obtenidos durante los ultimos afios de fluidos como el
suero sanguineo y el LCR (Ziemssen et al., 2019).

1.3.1 Citoquinas y quimiocinas

Numerosos estudios han destacado la presencia de inflamacién en la EM y su
estrecha relacion con el incremento de los niveles de citocinas y quimiocinas, proteinas
implicadas en la atraccion y activacion de células inflamatorias (linfocitos y macréfagos,
entre otros) (Sellebjerg et al., 2009; Berghmans et al., 2012; Matsushita et al., 2013). IL-
12p40, IP-10, CCL5, CXCL13, CCL3, CCL4 e IL-8 son ejemplos de citoquinas asociadas
con la respuesta de tipo Th1. Estas citoquinas se han encontrado significativamente
elevadas en etapas especificas de la enfermedad (Pranzatelli et al., 2008). Se encontré
ademas una disminucién sostenida en las concentraciones de citoquinas relacionadas
con la respuesta de tipo Th2 (IL-5, MCP-1, IL-13, IL-10, IL-4) (Matsushita et al., 2013).

El papel desempefiado por las quimiocinas en el reclutamiento y la migracion de
las células del S| a través de la barrera hematoencefalica (BHE) también se ha
investigado en varios estudios. En la sangre y en el LCR de pacientes de EM con
actividad inflamatoria, se han descubierto niveles elevados de quimiocinas como
Mig/CXCL9 e IP-10/CXCL10 (Franciotta et al., 2006). RANTES/CCL5 también se ha
detectado en niveles elevados, y su concentracion aumenta durante los brotes (Bartosik-
Psujek y Stelmasiak, 2005). Ademas, la investigacion sobre los receptores de estas
quimiocinas (CXCR3, CCR5 y RANTES) ha demostrado que los pacientes con formas
progresivas y recurrentes tienen niveles mas altos de estos receptores en sus células
sanguineas periféricas (Mahad y Ransohoff, 2003; Balashov et al., 1999). La
concentracion de algunas quimiocinas, como MCP-1/CCL2, por otro lado, tiende a
disminuir cuando ocurre un brote (Bartosik-Psujek y Stelmasiak, 2005; Franciotta et al.,
2006).

1.3.2 Cadena ligera del neurofilamento

Los neurofilamentos son proteinas de caracter fibroso que se encuentran
englobadas en la familia de los filamentos intermedios.



Realizan funciones de soporte estructural y son un componente destacado del
citoesqueleto de las neuronas, especialmente en los axones. Constan de ftres
subunidades: la cadena ligera de neurofilamento (NfL), el neurofilamento intermedio
(NfM) y el neurofilamento pesado (NfH) (Lycke et al., 1998).

Estos neurofilamentos se pueden utilizar con el fin de detectar y controlar el dafo
axonal y la muerte neuronal, ya que se liberan en el LCR cada vez que existe dafio
neuronal. La subunidad mas util en la descripcion de la EM es la NfL. Aunque esta
cadena no se considera un biomarcador especifico para ninguna enfermedad, los
pacientes con diversas enfermedades neuroldgicas tienen concentraciones mas altas
de esta en el plasma y en el LCR (Abdo et al., 2007; Blennow et al. 2012), e incluso
alcanza valores que son uno o dos 6rdenes de magnitud superiores en enfermedades
que se basan exclusivamente en la neurodegeneracion, como la Esclerosis Lateral
Amiotréfica (ELA) o la enfermedad de Alzheimer (Gaiottino et al., 2013).

Debido al hecho de que las concentraciones de NfL son significativamente
superiores durante los brotes, su presencia en LCR y suero es util para detectar la
actividad inflamatoria en la EM (Sellebjerg et al., 2017). La aparicion de lesiones con
realce de contraste en la RMN coincide con el incremento en los niveles de NfL (Lim et
al., 2005; Teunissen et al., 2009; Kuhle et al., 2011), y permite la prediccion de la
conversion de SCA a EM clinicamente definida (EMCD) (Disanto et al., 2017; Novakova
et al., 2018). La cantidad de dafo axonal agudo y los niveles de NfL liberados estan
directamente correlacionados y, como resultado, proporcionan una gran cantidad de
informacion acerca de la gravedad de los brotes y, en consecuencia, de las secuelas y
de la discapacidad que produciran (Norgren et al., 2004; Kuhle et al., 2011; Modvig et
al., 2016). En comparacion con los controles, los niveles basales de NfL son mas altos
en los pacientes con EMRR y SAMS (Kuhle et al., 2011; Fialova et al. 2013). De hecho,
niveles altos de NfL al inicio de la enfermedad se asocian con una mayor duracion de la
discapacidad ademas de con un mayor grado de atrofia cerebral y medular (Petzold et
al., 2016; Kuhle et al., 2017; Barro et al., 2018).

Este biomarcador puede emplearse con el fin de controlar la respuesta a
diferentes tratamientos modificadores de enfermedad (TME), puesto que ya se ha
demostrado que los niveles de NfL se reducen gracias a los tratamientos que controlan
procesos inflamatorios (Novakova et al., 2017; Cai y Huang, 2018; Siller et al., 2019).
Ademas, la cuantificacion de NfL presenta un caracter valioso en la deteccion de
respuestas no optimas a tratamientos, por lo que se hace posible la modificaciéon de
estos para mejorar los resultados (Kuhle et al., 2019).

En la actualidad, nuevas tecnologias con sensibilidad aumentada han permitido
que la cuantificacion de NfL en suero, donde su concentracion es menor que en LCR,
sea posible. De hecho, se ha encontrado la presencia de correlacion entre la cantidad
de NfL en suero y en LCR (Kuhle et al., 2016; Novakova et al., 2017; Hendricks et al.,
2019). La cuantificacion en suero presenta la ventaja de ser mucho menos invasiva para
el paciente que la cuantificacion en LCR, y mucho mas estandarizable en la practica
clinica diaria. Por ello, se considera un biomarcador potencial de actividad con valor
pronostico en el curso de la EM (Disanto et al., 2017; Kuhle et al., 2017), ademas de
estar estrechamente relacionado con el incremento de atrofia cerebral y medular (Barro
et al., 2018) y el aumento en la escala de discapacidad (Manouchehrinia et al., 2020).



1.3.3 Bandas oligoclonales

La deteccion de bandas oligoclonales (BOC) Ig-G en el LCR constituye el primer
biomarcador descrito para pacientes con EM (Kostulas et al., 1987). Mas del 90% de los
pacientes con EM presentan sintesis intratecal de la inmunoglobulina 1g-G (Alvarez-
Cermeno y Villar, 2013). Por ello, su presencia en LCR y su ausencia en suero brinda
informacion para el diagnostico de EM, ademas de una mayor probabilidad de
conversion de SCA a EM clinicamente definida (EMCD) (Link y Huang, 2006; Giannetti
et al., 2014). A pesar de que este biomarcador no es especifico para la EM, es de gran
utiidad a la hora de efectuar un diagndstico y forma parte de los criterios de
diseminacion en el tiempo (DIT) de la ultima actualizacion (Thompson et al., 2018).

En el LCR del 40% de los pacientes con EM, aparece otro tipo de BOC ademas
de aquellas de Ig-G. Estas BOC estan formadas por Inmunoglobulinas Ig-M, por lo que
reciben el nombre de BOC-Ig-M (BOM). La presencia de este tipo de BOC indica una
mayor agresividad en el curso de la enfermedad. En EMRR, la existencia de BOM en
LCR presenta correlacion significativa con una respuesta deficiente al TME estandar
con interferon. También correlaciona con un mayor nivel de lesiones en RMN, con una
alta tasa de brote, con una mayor pérdida de volumen cerebral a través del tiempo, y
con mas discapacidad neuroldgica. La presencia de este biomarcador también implica
un mayor riesgo de conversién de EMRR a EMSP, y ayuda a identificar a un subgrupo
de pacientes con EMPP que presentan un fenotipo que padece de niveles superiores
de inflamacion (Villar et al., 2002; Villar et al., 2003; Villar et al., 2005; Bosca et al., 2010;
Magraner et al., 2012; Ozakbas et al., 2017).

1.3.4 CHI3L1

La familia de quitinasas representa un grupo de enzimas que catalizan la
hidrdlisis de la quitina. La quitina representa al segundo polisacarido mas abundante en
la naturaleza, y se encuentra principalmente en las paredes celulares de los hongos
ademas de en los exoesqueletos de los insectos (Lee et al., 2011).

A pesar de que los mamiferos carecen de quitina, se han hallado niveles
elevados de quitinasas en ellos, de las que uUnicamente dos poseen actividad
enzimatica: la quitotriosidasa (CHIT1) y la quitinasa acida de mamiferos (AMCase)
(Perrakis et al., 1994; Sun et al., 2017). El resto, las llamadas lectinas similares a
quitinasas, carecen de actividad enzimatica a pesar de preservar la hendidura de union
a sustrato. Dentro de este grupo se puede encontrar a la Chitinase 3-like 1 (CHI3L1),
también conocida como YKL-40. Es una glicoproteina de 40 kDa, con funcién aun
desconocida, pero que presenta relacion con diversos procesos patolégicos. Se trata de
una proteina transmembrana cuyo dominio extracelular es capaz de escindirse
(Recklies et al., 2002) y unirse a un receptor celular o ligando soluble todavia
desconocido (Johansen, 2006). Se ha descrito la expresion de CHI3L1 por diversos
tipos celulares: macrofagos (Rehli et al., 2003), neutrofilos (Volck et al., 1998),
condrocitos (Hakala et al., 1993), células sinoviales (De Ceuninck et al., 2001), células
hepaticas (Johansen, 2006), células epiteliales del colon (Mizoguchi, 2006), células
vasculares del musculo liso (Shackelton et al., 1995), entre otros.

La funcion fisiologica de la CHI3L1 en humanos todavia se desconoce. Sin
embargo, su presencia esta asociada con niveles de inflamacién, remodelacion del
tejido extracelular, fibrosis, progresion y diseminacion del cancer (Kazakova y Sarafian,
2009; Ober et al., 2008).



Se ha demostrado la presencia de niveles significativamente elevados de CHI3L1
en la sangre de pacientes que sufren de numerosas patologias inflamatorias crénicas,
como cirrosis, asma, dermatitis, diabetes, cancer y artritis reumatoide (HogenEsch et
al., 2006; Mizoguchi, 2006; Rathcke et al., 2006; Chupp et al., 2007; Kawada et al.,
2008).

Asimismo, en diversas enfermedades que afectan al SNC, como el Alzheimer, la
EM, el Parkinson y el ELA, también se han encontrado niveles elevados de CHI3L1,
esta vez en el LCR (CHI3L1LCR), que correlacionan en todos los casos con un mal
pronostico (Hall et al., 2016; Sanfilippo et al., 2017; Janelidze et al., 2018; Quintana et
al., 2018; Thompson et al., 2019; Vu et al., 2020). En Alzheimer, la CHI3L1 se expresa
en el cerebro y su presencia esta asociada tanto a la neuroinflamacién (Querol-Vilaseca
et al., 2017), como a la neurodegeneracion (Alcolea et al., 2015). En Parkinson, se ha
asociado con el deterioro cognitivo (Hall et al., 2016). En el caso del ictus isquémico
agudo, existe una relacion proporcional entre los niveles séricos de CHI3L1 y la cantidad
de dafo cerebral (Park et al., 2012). Se cree que, en numerosas enfermedades
neurodegenerativas, la secrecion de CHI3L1 por parte de los astrocitos y de la microglia
activada podria acelerar la infiltracién de macréfagos hacia la lesion, la angiogénesis, y
la muerte neuronal asociada a la neuroinflamacion (Bonneh-Barkay et al., 2012). No
obstante, todavia se desconoce el mecanismo de la interaccion astrocito-microglia,
ademas del papel de la CHI3L1 en este proceso.

Aunque aun no se han identificado los receptores celulares que median los
efectos biologicos de la CHI3L1, algunos estudios consideran que su expresiéon podria
estar regulada por varias citoquinas proinflamatorias, como IL-6, IFN-y, IL-1B y TNF-a
(Ling y Recklies, 2004), que se liberan gracias a la activacion constitutiva del NF-kB.
Este factor de transcripcion desempefia un papel importante en el inicio y progresion de
la inflamacién y esta regulado al alza en pacientes con enfermedades inflamatorias
cronicas. A su vez, la CHI3L1 induce la activacion del NF-kB, retroalimentando
positivamente la perpetuacion de la inflamacion (Di Rosa y Malaguarnera, 2016).

La expresion de CHI3L1 no esta restringida al SNC, pero su presencia en el LCR
en EM se ha relacionado con una secrecion endogena por células gliales, como
astrocitos (Bonneh-Barkay et al., 2008; Bonneh-Barkay et al., 2012; Canto et al., 2015;
Llorens et al., 2017) y/o microglia/monocitos (Rehli et al., 2003; Bonneh-Barkay et al.,
2008; Bonneh-Barkay et al., 2012; Canto et al., 2015). Ademas, estudios recientes
demuestran la presencia de CHI3L1 en astrocitos reactivos situados en lesiones
cerebrales de pacientes con EM (Cubas et al., 2021).

Existe correlacion entre los niveles elevados de CHI3L1 en LCR y el riesgo de
conversion de SCA a EMCD (Comabella et al., 2010; Hinsinger et al., 2015), gran
avance o progresion de la enfermedad (Canto et al., 2012; Mane-Martinez et al., 2016;
Sellebjerg et al., 2017), aumento de la discapacidad (Canto et al., 2012; Hinsinger et al.,
2015; Pérez-Miralles et al., 2020) y deterioro cognitivo (Quintana et al., 2018). Del mismo
modo que ocurre con NfL, los niveles de CHI3L1 disminuyen en respuesta a TME en
EMRR (Malmestrom et al., 2014; Novakova et al., 2017). Existe poca informacion sobre
la relacion entre los niveles de CHI3L1 y NfL de LCR en la EM, pero niveles elevados
de ambos biomarcadores en este fluido se han asociado a un mayor deterioro cognitivo
en etapas tempranas de la enfermedad (Quintana et al., 2018), asi como a un mayor
riesgo de conversion de EMRR a EMSP (Gil Perotin et al., 2021).



1.4 LA LAGRIMA COMO METODO NO INVASIVO PARA LA
DETECCION DE BIOMARCADORES

Uno de los aspectos mas importantes en la busqueda de biomarcadores es la
seleccion adecuada del material bioldgico. El tipo de material utilizado, la manera de
obtenerlo y la forma de almacenarlo tienen un impacto significativo en la sensibilidad y
fiabilidad del resultado analitico. La sangre, las biopsias y el LCR se consideran
muestras invasivas, mientras que la saliva, la orina, el sudor y las lagrimas se consideran
muestras no invasivas (Chojnowska et al., 2018; Woézniak et al., 2019; Pieragostino et
al., 2019).

La eleccion del material biolégico depende de la facilidad de obtencion y de su
utilidad en el estudio. Un material que es obtenido de forma no invasiva y que no implica
la existencia de efectos negativos es preferido por los pacientes.

En un estudio llevado a cabo por Quah et al. en 2014, se evaluaron las
preferencias de los pacientes sobre tres métodos de obtencion de material biolégico
diferentes. Se compararon asi la extraccion de sangre mediante puncién venosa
antecubital y la prueba de puncién en el dedo con la extraccién de lagrimas mediante
tiras de Schirmer (STS). El estudio descubrié que el 74% de los participantes preferia
donar lagrimas antes que sangre para las pruebas, lo que confirma que la recogida de
lagrimas con STS es un procedimiento muy aceptado y con aplicabilidad en el cribado
sanitario primario (Quah et al., 2014).

La pelicula lagrimal esta disefiada con el fin de cubrir y lubricar la superficie
ocular. Es esencial para proteger a los ojos del entorno, preservar la salud de la
conjuntiva y de la cérnea avascular, y mantener una textura superficial lisa para la
correcta refraccion de la luz. La pelicula lagrimal tiene un volumen aproximado de 3 a
10 ul, un grosor de 3 um, y es segregada a una velocidad de 1 a 2 pl/min.

Las lagrimas humanas estan compuestas por proteinas, a una concentracién que
oscila entre 6 y 11 mg/ml, siendo la mas abundante la lisozima (1 mg/ml) (Zhou y
Beuerman, 2017), y también por péptidos, lipidos, metabolitos, electrolitos,
carbohidratos, sales, aminoacidos, nucledsidos y vitaminas.

Existen tres tipos diferentes de lagrimas, que presentan perfiles bioquimicos
unicos. Las lagrimas basales se encuentran presentes en la superficie ocular,
aportando nutrientes, manteniendo los niveles de humedad y eliminando los residuos
de la superficie.

Las lagrimas reflejas son aquellas que se liberan en respuesta a sustancias
irritantes, como quimicos y cuerpos extrafos. Las lagrimas reflejas se producen en
mayor cantidad que las lagrimas basales y participan en la eliminacion de irritantes de
la superficie ocular (Chang y Purt, 2022).

Existe un tercer tipo de lagrima, producida en respuesta a una emocion, por lo
que reciben el nombre de lagrimas emocionales. Estas presentan una composicion
quimica diferente a las lagrimas basales y reflejas (Murube, 2009). Algunos
componentes de la pelicula lagrimal, como la lactoferrina, la lipocalina-1 y la lisozima,
permanecen relativamente constantes entre los distintos tipos de lagrimas. Sin
embargo, la cantidad total de proteinas, lipidos e Ig-A secretora varia entre los distintos
tipos; el contenido de proteinas y lipidos es mayor en las lagrimas basales (Chang y
Purt, 2022). La composicion de los tres tipos de lagrimas puede observarse en la Figura
2.
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Figura 2. Composicion bioquimica de las lagrimas (Krol-Grzymata et al. 2022).

Existen diferentes métodos para la recogida de lagrimas, entre los que se
encuentran los métodos directos y los indirectos. Los directos incluyen técnicas como la
recolecciéon mediante tubos microcapilares (MCT) y micropipetas, mientras que los
indirectos estan basados en la recoleccion mediante superficies de caracter absorbente
que requieren de una posterior centrifugacion, como las STS o los discos de papel de
filtro. Cada metodologia presenta unas ventajas y unos inconvenientes caracteristicos
frente a las otras. De este modo, los métodos directos frecuentemente necesitan de la
instilacion de las muestras y requieren la previa estimulacion ocular. Por otra parte, la
utilidad de los métodos indirectos radica en que el volumen de muestra recogido es
superior, con la desventaja de que pueden causar secrecion lagrimal debido al reflejo
de irritacion generado en la superficie ocular (Rentka et al., 2017). Se ha demostrado
que, independientemente del método empleado para recoger las lagrimas, es de vital
importancia evitar la activacion de los nervios corneales para no producir la induccién
de lagrimas reflejas, ya que como presentan diferencias en el perfil proteico, es posible
que la cuantificacion no represente de forma eficaz la realidad (Krol-Gryzmala et al.,
2022).

Hasta ahora, se han utilizado en la investigacion de biomarcadores en lagrima,
una amplia gama de técnicas instrumentales. Entre estas se encuentran: la
electroforesis (Soria et al., 2013; Versura et al., 2010), la espectrofotometria (Nichols y
Green-Church, 2009), los inmunoensayos enzimaticos (ELISA) (Acera et al., 2008;
Seifert et al., 2012), los microarrays (Soria et al., 2013) y las pruebas basadas en
microesferas (Sonoda et al., 2006; Enriquez-de-Salamanca et al., 2010).



El potencial del uso de lagrimas como material biolégico se ve impulsado por la
sencillez de obtencion de estas. Yendo mas alla, son muy interesantes en el campo de
la neurologia por su relacion intrinseca con el SNC (Pieragostino et al., 2019; Barmada
y Shippy, 2020), ya que son consideradas un fluido intermedio entre el LCR y el suero
(Cicalini et al., 2019). Se demostrd que las proteinas presentes en el LCR estaban
también presentes en las lagrimas (Pieragostino et al., 2019), con estudios muy
recientes encontrando niveles significativos de beta-amiloide en lagrimas de pacientes
con Alzheimer (Gharbiya et al., 2023).

Como consecuencia, las lagrimas poseen un caracter prometedor en la
busqueda de nuevos biomarcadores para el diagnéstico o prondstico precoz, no
invasivo y no costoso de las enfermedades del sistema nervioso. Las enfermedades
neurodegenerativas caracterizadas por la disfuncién progresiva de las estructuras
centrales o periféricas del sistema nervioso, como la enfermedad de Alzheimer, la
enfermedad de Parkinson o la EM son solo unos cuantos ejemplos de enfermedades en
las que el diagndstico precoz es esencial, y en las que ademas es necesaria la aparicién
de biomarcadores mas novedosos (Borger et al., 2015; Ornek et al., 2015; Frisoni et al.,
2017; Ziemssen et al., 2019; Paul et al., 2019; Nandi et al., 2021).

La mayoria de los estudios realizados acerca de las proteinas lagrimales en la
EM se centraron en la exploracién de las BOC-Ig-G (Himmert et al., 2019), que tienen
la capacidad de reflejar el estado del microambiente del SNC (Salvisberg et al., 2014;
Pieragostino et al., 2019). Dos estudios demostraron que pueden detectarse BOC-Ig-G
tanto en las lagrimas como en el LCR de pacientes con EM, pero no mejoraba la
fiabilidad del LCR debido a la presencia de falsos negativos (Coyle et al., 1987; Mavra
et al., 1990; Lolli et al., 2019). Ahora bien, la deteccion de BOC-Ig-G, aunque presenta
un alto valor informativo a la hora del diagndstico, no aporta informacién prondstica que
ayude en la determinacién de la forma clinica, al estar presentes en un 95% de los
pacientes. Por otro lado, de la existencia de BOM en lagrimas de pacientes con EM no
se han encontrado evidencias previas, salvo en un estudio en el que se detectan estas
bandas en pacientes con deficiencia de Ig-A (Kuizenga et al., 1990).

Es necesario ampliar y focalizar la busqueda hacia otro tipo de biomarcadores
cuantificables en lagrima que ofrezcan una prediccién fiable y que, por ello, sean de
utilidad a la hora de efectuar bien el diagnéstico de una forma clinica bien el prondstico
de la enfermedad y puedan ayudar a establecer una pauta de tratamiento.

2 OBJETIVOS

- Objetivo 1: Optimizacion del método de extraccion de lagrima.

- Objetivo 2: Deteccion y cuantificacion de CHI3L1 en lagrima de pacientes con
las diferentes formas clinicas de EM.

- Objetivo 3: Estudio de la correlacién entre los niveles de CHI3L1 en lagrima y en
LCR, asi como de la estabilidad en el tiempo de los niveles de CHI3L1.

- Objetivo 4: Deteccion de bandas oligoclonales 1g-M en lagrima.



3 MATERIALES Y METODOS
3.1 SELECCION DE PACIENTES

Todos los pacientes seleccionados fueron atendidos en las consultas de
Neurologia del Hospital Universitario y Politécnico de Valencia y firmaron un
consentimiento informado para participar en este estudio. Se excluyeron del
estudio los pacientes que presentasen sensibilidad o alguna patologia a nivel
ocular. Los pacientes se dividieron en 3 grupos:

- Pacientes para el estudio de CHI3L1 en lagrima (Tabla 1): pacientes con
diagndstico de EM definida por los criterios de McDonald 2017, distribuidos en
las siguientes formas clinicas: EMRR (23 pacientes), EMSP (16 pacientes),
EMPP (9 pacientes). Debian cumplir ademas los siguientes criterios:

o Estar en tratamiento con alguno de los inmunomoduladores
indicados actualmente un minimo de 6 meses.

¢ No haber tenido brotes en los ultimos 3 meses.

e Edad entre 18 y 60 arfios.

Para este estudio se incluyeron 4 pacientes con diagndstico de NMO siguiendo
los criterios de Wingerchuk y que presentaban anticuerpos anti-AQP4.

Asimismo, se seleccionaron 10 controles voluntarios sanos sin ninguna patologia
conocida que afectase al SNC.

- Pacientes para el estudio de correlacion entre LCR y lagrima (Tabla 2): se
incluyeron 6 pacientes con sospecha de EM que fueron citados para la
extraccion de LCR mediante puncion lumbar. Dada la necesidad de ampliar el
tamafio muestral, se incluyeron 16 pacientes con sospecha de demencia en
colaboracion con el Dr. Baquero, neurdlogo del departamento de Alzheimer del
Hospital Universitario y Politécnico La Fe. Se tomaron las muestras de lagrimas
en el mismo momento de la extraccion del LCR.

- Pacientes para el estudio de estabilidad de la CHI3L1 (Tabla 3): 14 pacientes
del grupo 1 fueron citados de nuevo a los 3 meses y se extrajeron lagrimas para
la cuantificacion de la CHI3L1.

Tabla 1. Caracteristicas demogréficas de los pacientes sometidos a la cuantificacion de CHI3L1 en lagrima

EMPP EMSP EMRR NMO CTRL
N 9 16 23 4 10

Edad media (afios) 56,22 54,68 45,83 56,5 42,4
Sexo (F / M) 8/1 8/8 18/5 4/0 9/1

Tabla 2. Caracteristicas demogréficas de los pacientes en los que se estudioé la correlacion entre CHI3L1
en lagrima y LCR

Estudio de demencias EM

N 16 6
Edad media (afos) 67,81 52,5
Sexo (F / M) 9/7 2/4
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Tabla 3. Caracteristicas demogréficas de los pacientes en los que se estudioé la estabilidad temporal de la
CHI3L1

EMPP EMSP EMRR NMO
N 3 6 4 1
Edad media (afios) 53,66 47,5 38,25 61
Sexo (F/ M) 2/1 3/3 410 1/0

3.2 OPTIMIZACION DEL PROTOCOLO DE EXTRACCION DE
LAGRIMAS

3.21 Método de extraccion con suero fisiolégico

Se recogieron muestras de la pelicula de lagrima precorneal (PCTF) mediante el
uso de STS. Estas estan compuestas por papel de filtro en el que las lagrimas se
adhieren mediante capilaridad. Se colocé una STS en el parpado inferior de cada ojo y
se pidio al paciente que permaneciera durante 5 minutos con los ojos cerrados.

Se anotd, en cada caso, los milimetros recorridos por la lagrima en la tira
correspondiente a cada 0jo, y si el paciente se habia administrado algun tipo de gotas
oftalmoldgicas previamente al momento de la recoleccion. Al finalizar los 5 minutos, se
extrajeron las STS de los ojos del paciente y se introdujeron en tubos Eppendorf de baja
adherencia de 0,5 ml (72.704.700, Sarstedt AG & Co. KG; Numbrecht, Alemania).

Se perforé con un punzon la base del Eppendorf de 0,5 ml y se coloco dentro de
otro tubo Eppendorf de 1,5 ml, también de baja adherencia (0030 108 428, Eppendorf;
Hamburgo, Alemania). Se centrifugd a 13000 rpm durante 1 minuto y se anot6 el
volumen eluido de lagrima. Se afadié suero fisioldgico hasta 100 pl sobre el tubo con la
STS y se volvié a centrifugar. Las muestras se congelaron a -80°C hasta su posterior
uso.

3.2.2 Método de extraccion de lagrima pura

En este caso, la lagrima se extrajo de manera idéntica, mediante el uso de tiras
de Schirmer que se colocaron durante 5 minutos en los parpados inferiores de cada ojo.

La tira se introdujo en un Eppendorf de 0,5 mly se perforé su base con un punzon
para después colocarlo dentro de otro tubo de 1,5 ml y centrifugar 13000 rpm durante 1
minuto para eluir la lagrima.

Tras haber medido el volumen de lagrima recogido, se procedié a congelar las
muestras a -80°C hasta su posterior uso.
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Figura 3. Proceso de obtencion de las muestras de lagrima
pura. Grafico obtenido con www.biorender.com

3.3 DETECCION Y CUANTIFICACION DE CHI3L1 EN LAGRIMAS
3.3.1 Western blot

Se llevo a cabo el Western blot con el fin de detectar la presencia de la CHI3L1
en lagrima. Debido al volumen reducido de muestra, no se realizé el paso previo de
cuantificacion de proteinas y se utilizaron 10 ul de lagrima pura para el protocolo, pues
el objetivo no era una comparacion cuantitativa sino la deteccion.

Asi pues, se mezclaron 10 ul de lagrima con el Sample Buffer y con el reductor
B-mercaptoetanol, y se calentd a 90°C 10 minutos con el fin de disgregar los puentes
disulfuro que mantienen la estructura terciaria de la proteina. Se procedié montando el
casette de electroforesis y anadiendo en el compartimento del gel el tampdn NUPAGE™
Tris Acetate SDS Running Buffer 20x (LA0O041, Thermo Fisher Scientific; Waltham,
Massachusetts, EE. UU) diluido a 1x con agua destilada y el antioxidante NUPAGE™
(NP0O005, Thermo Fisher Scientific). Se cargaron las muestras y los patrones (SeeBlue;
LC5625, Invitrogen; Waltham, Massachusetts, EE. UU) en los correspondientes pocillos
y se inici6 la electroforesis en frio, previamente configurada a 130V y 500 mA durante 1
hora y media. Al terminar, se llevd a cabo la transferencia a la membrana de
nitrocelulosa. Para ello se monto el casette de transferencia y se afadié tampén de
transferencia NUPAGE™ Transfer Buffer 20x (NP00061, Thermo Fisher Scientific), que
se diluy6 a 1x con agua destilada, y se afiadié antioxidante y metanol. Se programaron
las condiciones de la electrotransferencia para 1 hora a 35V en frio. Una vez hecha la
transferencia, se extrajo la membrana de nitrocelulosa del casette y se incubd durante
1 hora y media con el bloqueo (leche en polvo al 5% en TBTSw 1%). A continuacion, se
incubo la membrana con un anticuerpo primario anti-CHI3L1 (PA5-43746, Invitrogen),
diluido 1:300 en el tampdn de bloqueo, durante toda la noche a 4°C.
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Al dia siguiente, se lavo la membrana 3 veces con TBSTw para eliminar el
anticuerpo primario no unido y se incubd con un anticuerpo secundario conjugado con
la enzima HRP (11420095, Thermo Fisher Scientific) diluido 1:1000 en el tampdn de
bloqueo, durante 1h. Se lavé 3 veces mas la membrana con TBSTw. Por ultimo, se
aplico el sustrato para el revelado durante 5 minutos en oscuridad, kit SuperSignal™
West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate (34580, Thermo Fisher Scientific), y se
observo la sefal generada con un lector de quimioluminiscencia (Amersham™ Imager
600).

3.3.2 ELISA

Para llevar a cabo la cuantificacion de CHI3L1 en lagrima se probaron primero
diversas diluciones con el fin de hallar el rango 6ptimo de deteccion y asi evitar la
sobresaturacion de la sefial o la baja deteccion de esta. Se probaron las diluciones
1/100, 1/200, 1/500, 1/1000 y 1/2000._Se cuantificaron los niveles de CHI3L1 en lagrima
mediante la utilizacion de inmunoensayos enzimaticos (ELISA tipo sandwich). Se
empleo el kit comercial Human Chitinase 3-like 1 Quantikine ELISA Kit (DC3L10; R&D
Systems; Minneapolis, EE. UU), y se siguieron las instrucciones especificadas en el
protocolo del mismo. De esta forma, se incubaron durante 2 horas en agitacion suave
las muestras de lagrima diluidas en un ratio 1:100 con diluyente de muestras y el
anticuerpo monoclonal anti-CHI3L1 adherido en la base de la placa. Seguidamente, se
realizaron los lavados pertinentes y se procedié a afiadir el anticuerpo policlonal anti-
CHI3L1, conjugado con el enzima durante 2 horas en agitacion suave. Después, se
volvio a lavar y se afadio el sustrato del enzima durante 30 minutos, tiempo tras el cual
se detuvo la reaccion con acido sulfurico y se determind la cantidad de CHI3L1 mediante
la medicion de la absorbancia a 450 nm (longitud de onda de referencia 550 nm)
empleando el lector de placas HaloLed 96 (WR-302-02x, Dynamica; Livingston, United
Kingdom). Para el calculo de la concentracion de CHI3L1, se utilizé una curva estandar
de ocho puntos partiendo de 4000 pg/ml y haciendo diluciones seriadas. Los datos
fueron analizados utilizando el software de www.myassays.com que utiliza una curva
PL de 4 parametros.

Figura 4. Placa ELISA tras afiadir el sustrato (color azul) y
después de aplicar la solucion STOP (amarillo)
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3.4 DETECCION DE BOM

3.4.1 Puesta a punto del protocolo de isoelectroenfoque (IEF) en
lagrimas

Se seleccionaron 6 pacientes ya diagnosticados de EM de mal prondstico con
Ig-M positivas en LCR. Se probaron diferentes diluciones de las lagrimas de estos
pacientes con suero fisiologico (1/2, 1/5, 1/10, 1/25, 1/33, 1/50). Después se testaron 3
diluciones mas, 1/100, 1/200 y 1/400, para encontrar un rango 6ptimo en el que poder
comparar las BOM en lagrima con las de suero y LCR. La fecha de recogida de la
lagrima no fue la misma que la del LCR, pues la puncién lumbar se habia realizado afios
antes.

3.4.2 Protocolo de electroforesis de IEF

Se prepar6 el gel de IEF calentando una mezcla de agua destilada, glicerol
(24385.295, VWR; Radnor, Pensilvania, EE. UU), sorbitol (85529, Sigma-Aldrich; Saint
Louis, Missouri, EE. UU) y agarosa (17046801, Cytiva; Marlborough, Massachusetts,
EE. UU) en proporciones 6ptimas para el correcto avance de las Ig-M al aplicar la
corriente. Tras alcanzar la homogeneidad y permaneciendo aun en calor, se aplicaron
las anfolinas Pharmalytes 5-8 (GE17-0453-01, Sigma-Aldrich) y Pharmalytes 3-10
(P1522-25ML, Sigma-Aldrich). Se vertio la solucion sobre una pieza de GelBond (GE80-
1129-32, Sigma-Aldrich), colocado sobre el cristal del molde empleado para dar forma
al gel. Se dejo solidificar 10 minutos y se introdujo en un recipiente hermético donde se
mantuvo en refrigeracion y humedad hasta el dia siguiente. Para preparar las muestras,
se llevaron a cabo las diluciones requeridas en las muestras de suero, LCR y lagrima y
se procuro la reaccion de reduccion de las 1g-M, de estructura pentamérica, durante 30
minutos gracias a la aplicacion de DTT y tampon Tris-HCI (proporcion 8:1). Se depositéd
el gel sobre el equipo de IEF conectado a la fuente de alimentacién y se aplicaron dos
tiras de papel mojadas en soluciones de NaOH y H,SOs, respectivamente, para generar
el gradiente de pH. Se coloco papel de filtro en los extremos superior e inferior del gel
para eliminar toda la humedad posible, se aplicaron 5 pl de las muestras a cada pocillo
y se dejaron correr durante 1 hora y 30 minutos a 1250 V, 150 mA, 10 Wy 1800 V/h.

Transcurrido este tiempo, se realizo la transferencia a una membrana de PVDF
durante 18 minutos minimizando las burbujas al colocarla, poniendo papeles de filtro
encima y un peso sobre ella. Después, se bloquearon las uniones inespecificas con
leche en polvo al 2% en suero fisiolégico. Tras lavar con agua destilada, se afiadieron
150 pl de anticuerpo anti-lg-M biotinilado (B1265, R&D Systems) en un tampdn de leche
en polvo al 0,2% en suero fisiolégico y se incubd la membrana en refrigeracion durante
24 horas. Posteriormente, se lavo la membrana con agua multiples veces y se incubo
con una solucion de estreptavidina-fosfatasa alcalina (016-050-084, Jackson
Immunoresearch; West Grove, Pensilvania, EE. UU) durante 1 hora a temperatura
ambiente en agitacion (50 ul de estreptavidina en 0,12 g de leche en polvo y 60 ml de
suero fisioldgico). Se realizaron 25 lavados con agua destilada y se preparo la solucién
de sustrato BCIP/NBT (WP20001, Thermo Fisher Scientific) en agua destilada. La
membrana se mantuvo en la solucién hasta que se visualizaron correctamente las
bandas oligoclonales. Por ultimo, se lavo la membrana con abundante agua destilada y
se seco en una estufa.
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Se comprobé la normalidad de los grupos de los datos haciendo uso de la prueba
de Shapiro-Wilk. Se comprobd la igualdad de las varianzas empleando la prueba de
Levene. Con el fin de determinar la existencia de diferencias significativas en un
conjunto de grupos, se utilizo la prueba de Kruskal Wallis. Para observar las diferencias
entre cada pareja de grupos con distribucion no normal, se utilizé la prueba U de Mann-
Whitney. Para analizar la presencia de relaciones entre variables, se empleo el
coeficiente de correlacion de Spearman, por la no normalidad de los datos. Se utilizo,
para determinar la estabilidad entre la medida de CHI3L1 en dos tiempos diferentes, la
prueba de Wilcoxon. Para todas las pruebas estadisticas, se asumieron como
significativos los valores inferiores a 0,05 con el fin de tratar de mantener el equilibrio
entre la reduccién de falsos positivos y el aumento de falsos negativos (Miller & Ulrich,
2019).

4 RESULTADOS

- Deteccion de CHI3L1 en lagrimas

Mediante el Western blot, como puede observarse en la Figura 5, se determin6
la presencia de CHI3L1 en las lagrimas de 2 pacientes con EM (formas clinicas EMPP
y EMRR) y 1 paciente sin enfermedades neurolégicas. A pesar de cargar 10 pl de todas
las muestras sin cuantificar previamente la concentracion de proteina total, se observan
bandas de mayor grosor en los pacientes con EM que en el control.

49
kDa

e

38
kDa

CTRL EMPP EMRR M

Figura 5. Resultado de Western blot de CHI3L1 en
lagrimas de paciente control (P1 — CTRL), paciente
con EM primaria progresiva (P2 — EMPP), paciente
con EM remitente-recurrente (P3 — EMRR) y marcador
de pesos moleculares (M)

- Niveles de CHI3L1 en las distintas formas de EM
El rango de dilucién éptimo para la cuantificacion de CHI3L1 en lagrima mediante

ELISA result6 ser 1/100. El grupo con EM present6 una concentracion de CHI3L1 de 58
ng/ml (37-98), mientras que la del grupo con NMO fue 29,78 ng/ml (24-34 ng/ml).
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Se encontraron diferencias significativas entre ambos grupos (p-value = 0,037).
La mediana del grupo control fue 30,22 ng/ml (16-42 ng/ml), y también se encontraron
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo con EM (p-value = 0,02)
(Figura 6).
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Figura 6. Diagrama de cajas y bigotes representando la concentraciéon de
CHI3L1 en los distintos grupos (EM — Esclerosis Multiple; PP — EM Primaria
Progresiva; RR — EM Remitente-Recurrente; SP — EM Secundaria
Progresiva; NMO — Neuromielitis Optica; CTRL — Grupo Control)

Se demostré que existian diferencias significativas entre los perfiles de CHI3LA1
de los 5 grupos de la cohorte (p-value = 0,049). Sin embargo, al analizar los grupos
entre si, solo 3 parejas presentaron distinciones en concentracion de CHI3L1.
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Los niveles de CHI3L1 en el grupo EMSP, con 52,61 ng/ml (43-71 ng/ml), fueron
estadisticamente superiores a los del grupo control, con 30,22 ng/ml (16-42 ng/ml) (p-
value = 0,025) y también a los del grupo con NMO, con 29,78 ng/ml (24-34 ng/ml), (p-
value = 0,016). Por otro lado, el grupo EMPP, con 74 ng/ml (50-103 ng/ml), también
presentd niveles estadisticamente mas elevados que el grupo control, 30,22 ng/ml (16-
42 ng/ml), (p-value = 0,03). Se busco, adicionalmente, la posible diferencia en niveles
de CHI3L1 entre las formas progresivas (EMPP y EMSP) y EMRR, pero el estadistico
confirmd que no habia suficiente evidencia como para considerarlas poblaciones
diferentes (p-value = 0,725).

- Correlacion entre los niveles de CHI3L1 y otros parametros

No fue posible demostrar la existencia de correlacién positiva entre la
concentracion de CHI3L1 y la edad de los pacientes (Spearman = 0,12; p-value = 0,33).
Tampoco fue posible encontrar correlacion entre los niveles de CHI3L1 y la EDSS
(Spearman = 0,14; p-value = 0,31) en esta cohorte. Estos hallazgos contrastan con los
producidos por estudios previos en los que si que se encontrd correlacion entre los
niveles de CHI3L1 y la puntuacion total de EDSS (Talaat et al., 2023). La concentracién
de CHI3L1 y de NfL en suero tampoco presentaban ninguna relacién lineal significativa
(Spearman = 0,05 p-value = 0,72).

- Correlacion entre los niveles de CHI3L1 en lagrimay LCR

No se observé correlacion significativa entre los niveles de CHI3L1 en LCR y los
niveles en lagrimas teniendo en cuenta la totalidad de los pacientes a los que se les
realizo la cuantificacion de CHI3L1 en ambos fluidos (pacientes con posible demencia y
pacientes con EM, N = 22. (Spearman = -0,05; p-value = 0,84).

Al repetir este andlisis de tendencia manteniendo unicamente a los pacientes
con sospecha de EM (N = 6), el valor del coeficiente de Spearman fue de 0,77 (p-value
= 0,072). No ocurrié lo mismo al analizar los pacientes con sospecha de demencia por
separado (N = 16) (Spearman = -0,37; p-value = 0,16).
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Figura 7. Correlacion de los niveles de CHI3L1 entre lagrima y LCR
en pacientes con EM.
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- Estabilidad temporal de los niveles de CHI3L1

Las diferencias entre las concentraciones de CHI3L1 en lagrima entre ambos
tiempos siguieron una distribucion no normal (Shapiro-Wilk, p-value = 0,007). Se
concluyo que la CHI3L1 no presentaba variaciones significativas en su concentracion
en un intervalo temporal de 2 a 4 meses (Wilcoxon emparejado, p-value = 0,08) (Figura

8).
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Figura 8. Variacion temporal en la concentracién de CHI3L1

- BOM en lagrima

Se detectaron BOM en todas las lagrimas de los pacientes Ig-M+ en LCR

H |

analizados (Figura 9).
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Figura 9. Prueba de diluciones para la deteccion
de BOM en lagrima. En la imagen se muestra la
intensidad de sefial con distintos rangos de
dilucion. Las muestras 1y 3y 2 y 4 corresponden
a los mismos pacientes, pero distinta dilucion, el
resto son pacientes diferentes.
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Se determind que incluso en la muestra diluida 50 veces, la concentracién de Ig-
M era demasiado alta, y la sefial se obtenia a los pocos minutos de revelado, por lo que
resultaria dificil equiparar la intensidad de las bandas con las de suero y LCR que se
revelan durante mas tiempo. Por este motivo, se probaron dos rangos de dilucién
adicionales, 1/200 y 1/400. Sin embargo, estas muestras resultaron estar demasiado
diluidas, por lo que finalmente se optd por emplear la dilucién 1/100, que resultd ser la
Optima para la comparacion con muestras de suero y LCR. Se seleccionaron dos
pacientes Ig-M+ en LCR, y a dos pacientes Ig-M-, también en LCR. Se analiz6 la
presencia de BOM en las muestras de suero, LCR y lagrima de cada uno de los
pacientes, como se muestra en la Figura 10. Los pacientes con Ig-M+ en LCR presentan
bandas oligoclonales representadas como medias lunas de mayor intensidad en la
muestra de LCR y también aparecen en la lagrima, pero no en el suero, apuntando a
una sintesis intratecal y lacrimal de estas. En el primer paciente son similares a las del
LCR, pero en LCR son mas abundantes. En el segundo paciente la positividad en la
lagrima es mayor que en el LCR. En los pacientes con BOM- vemos como una sombra
de bandeado es apreciable tanto en suero como en LCR y lagrima, pero no existe
ninguna banda marcada con la caracteristica forma de medialuna y de mayor intensidad
ni en LCR ni en lagrima que nos indique la sintesis de 1g-M en estos fluidos frente a su
ausencia en el suero, de ahi que se consideren negativas.

S‘LCR‘ ‘LCR‘L S‘LCR‘ S‘LCR‘L
Ig-M + Ig-M + Ig-M - 1g-M -

Figura 10. BOM en suero, LCR y lagrima de dos pacientes Ig-
M+ (P5 y P6 de la figura 7) y de dos pacientes Ig-M-.

- En un porcentaje determinado de recolecciones no se logré6 obtener
suficiente lagrima para que la cuantificacion fuera posible

En el 25% de las ocasiones en las que se intentd extraer lagrima para llevar a
cabo los analisis, no se alcanzé el umbral minimo de volumen necesario para realizar la
cuantificacion por inmunoensayo. Este es uno de los problemas principales de este
método. Incluso siendo el mismo paciente, en ciertas ocasiones se logré extraer
suficiente, y en otras el volumen conjunto de ambos ojos no llegaba a los 2 pl y no se
podia guardar la muestra (sindrome de ojo seco, comorbilidades, entre otros). De 56
pacientes con diferentes formas clinicas de EM y NMO (Tabla 1), 31 de ellos (55,35%)
no alcanzaron a mojar 10 mm de la tira STS en al menos uno de los dos ojos.
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De los mismos 56 pacientes, 16 de ellos (28,57%) no alcanzaron a mojar los 10
mm de la tira STS en ninguno de los dos ojos (criterio de produccion anormal de lagrimas
e indicativo de presencia de sindrome de ojo seco). Si se considerasen 5 mm en 5
minutos (produccion de lagrima anormalmente severa), el 35,71% de los pacientes no
lograron superar los 5 mm en al menos un ojo, mientras que el 8,93% no lo alcanzaron
en ninguno de los ojos.

5 DISCUSION

La utilizacion de lagrima como material biolégico de partida para el analisis de
biomarcadores en la EM presenta ventajas considerables que podrian ser
determinantes no solo para los pacientes, sino para todo el sistema de salud.

Por un lado, los pacientes que tienen que enfrentar la puncién lumbar como
medio para conocer el prondstico de su enfermedad sufren dolor y posteriores efectos
en su salud a corto plazo. La puncion lumbar es una técnica invasiva, en la que se utiliza
anestesia, y en la que pueden surgir numerosos efectos adversos como cefalea de
grado leve a intensa, mareos, nauseas, vomitos, vision borrosa, sensibilidad a la luz y
tinnitus (Costerus et al., 2018), por lo que se aconseja un tiempo de recuperacion
minimo y estar tumbado por si aparece alguno de estos sintomas.

La recoleccién de lagrima es un meétodo indoloro y seguro cuya mayor
complicacién radica en la irritacién ocular post-recoleccion en algunos pacientes, que
puede tener una duracion maxima de una hora. Ademas de lo inocua que resulta esta
técnica, también es muy rapida, ya que los pacientes solo deben aguantar cinco minutos
con las tiras introducidas en el parpado inferior.

Ademas de los innumerables beneficios que tiene la estandarizacion del analisis
en lagrima para los pacientes, este material bioldégico también presenta un atractivo
considerable para los sistemas nacionales de salud. Para la realizacion de una puncion
lumbar, el paciente debe disponer de un pijama limpio en una cama del hospital que
debe prepararse previamente. Debe suministrarsele a la par agentes anestésicos y
analgésicos para evitar en gran medida la sensacién de dolor que acompana a esta
técnica. Y, por ultimo, para llevar a cabo la puncion en si, se necesitan agujas estériles,
gasas, y material quirdrgico que debe ser autoclavado antes de su uso y preparado por
enfermeras del sector. La recoleccion de lagrima, por otro lado, presenta una sencillez
incomparable. El paciente no debe ser hospitalizado ni sedado ya que el método es
completamente indoloro, no acarrea efectos secundarios, y no se debe utilizar material
esterilizado ni quirargico, ya que solo se emplean tiras de Schirmer y tubos Eppendorf.
El coste asociado a la recoleccion de lagrimas en comparacion con la puncién lumbar
es extremadamente inferior, por lo que esta técnica podria ser asumible como estandar
en casi todos los sistemas de salud del mundo. Por todo ello, se debe investigar mas
acerca de la fiabilidad y validez de este fluido biolégico para determinados fines
médicos, como el analisis de biomarcadores diagndsticos y/o prondsticos en
enfermedades neuroldgicas como la EM.

Tras evaluar los posibles métodos de recoleccion de lagrima que mejor ayudaban
a alcanzar los objetivos propuestos, se consideré6 mas fiable la extraccién de lagrima
pura para la cuantificacion de CHI3L1 mediante ELISA, ya que mediante la adicion de
suero fisioldégico sobre la STS se diluye la lagrima recogida y no se podia conocer a
ciencia cierta el factor de dilucion aplicado (si quedaba algun pl sin eluir en la tira).
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En cambio, para el analisis de BOM en lagrima, la dilucion de las muestras con
suero fisiolégico no introducia ningun error, debido a la naturaleza cualitativa que posee
la inmuno-deteccion de Ig-M. Ademas, esta dilucion es necesaria con el fin de evitar
sobresaturar la sefial. Como ya se ha comentado previamente, diluyendo la lagrima en
una proporcion 1/100, se ha logrado detectar las Ig-M sin excesivo ruido de fondo.

En el presente estudio, se ha fijado la atencion en la concentracién diferencial de
CHI3L1 en lagrima de pacientes con EM. Se ha determinado la existencia de niveles
estadisticamente superiores de esta proteina en estos pacientes respecto a controles e
incluso a casos de NMO y, dentro de los casos de EM, existe una tendencia a ser mayor
en las formas de EMPP. Atendiendo a lo que ocurre en el LCR, la CHI3L1 tiende a
aparecer en mayor concentracion en pacientes con formas clinicas en las que
predomina la progresién (Canto et al., 2012; Mane-Martinez et al., 2016; Sellebjerg et
al., 2017). Puesto que los niveles de CHI3L1 en suero sanguineo pueden reflejar la
existencia de inflamacion periférica vinculada a otras afecciones, como el lupus o la
artritis reumatoide (Floro et al., 2022), la CHI3L1 en suero no acaba de resultar del todo
util en la EM, puesto que no logra reflejar objetivamente la situacion patoldgica en el
SNC. Por ello, hemos decidido estudiar los patrones de concentracion de esta proteina
en la lagrima de los pacientes con EM. La lagrima como fluido alternativo para el analisis
de biomarcadores de enfermedades neuroldgicas presenta un gran potencial, ya que se
considera un fluido intermedio entre el LCR y la sangre (Pieragostino et al., 2019). El
analisis de biomarcadores en lagrima presenta ventajas inigualables, como su menor
complejidad biolégica en comparacion con otros fluidos humanos, o la baja invasividad
que caracterizan a las técnicas que se emplean para su recoleccion (Hagan et al., 2019).

Como es posible observar en la Figura 6, los niveles de CHI3L1 se encuentran
en mayor proporcion en todas las formas de EM cuando se comparan con el grupo
control y con el grupo con NMO. Estos hallazgos no resultan sorprendentes, puesto que
la NMO es una enfermedad en la que los pacientes que se encuentran en fase de
remisién presentan una clinica similar a los controles y otros autores han determinado
lo mismo en cuanto a CHI3L1 en LCR (Cubas-Nuiez, 2020). Dentro de las formas de
EM, se han observado mayores niveles de CHI3L1 en las formas clinicas progresivas
EMPP. Los niveles son significativos respecto al grupo control. Sin embargo, no son
significativos frente a otras formas clinicas de la enfermedad, como la EMRR. Esto es
debido principalmente a que el grupo de pacientes con EMRR presenta una gran
dispersién en la concentracion de CHI3L1 (24-108 ng/ml). Esta heterogeneidad viene a
consecuencia de que un porcentaje de pacientes con EMRR suelen ser diagnosticados
mas tarde como EMSP, en funcidén de cdmo evolucionen. Estos resultados son similares
a los hallados en estudios previos de CHI3L1 en LCR, donde del mismo modo, las
formas progresivas presentaban mayores niveles y la dispersion en el grupo EMRR
podia explicarse porque cabia la posibilidad de que los pacientes con mayor
concentracion de CHI3L1 pudieran evolucionar después a una forma EMSP (Gil-Perotin
et al., 2019). Aun asi, al estudiar la correlacion entre CHI3L1 procedente de lagrima y
de LCR, no hemos observado significacion. Esta ausencia de correlacion puede ser
debida a que hemos incluido pacientes con sospecha de demencias (N=16). Si
analizamos esta correlacion empleando unicamente los datos de estos 16 pacientes, el
coeficiente de Spearman es negativo. Sin embargo, al analizar por separado los que
presentan sospecha de EM (N=6), la correlacion mejora notablemente. Este hallazgo
podria deberse a que en el grupo de pacientes con sospecha de demencia existen otras
variables que no se han contemplado en el presente estudio. Si quisiéramos explorar
definitivamente la correlacion entre los niveles de esta proteina en lagrima y LCR, seria
de gran interés aumentar la N unicamente con pacientes de sospecha o diagnéstico de
EM de los que se obtuviera simultdneamente muestra de lagrima y LCR para seguir
estudiando este patron.
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En cuanto a la estabilidad del biomarcador, se incluyeron en el analisis 14
pacientes de los que se obtuvieron dos muestras de lagrima con 2-4 meses de
diferencia. Se ha observado que no existen diferencias significativas entre las
concentraciones de los dos tiempos, por lo que es plausible asumir la estabilidad de
este biomarcador. Cabe destacar que en dos pacientes se observaron niveles de
CHI3L1 notablemente mas altos en una de las dos mediciones y que no han podido ser
explicados estudiando la clinica de ambos pacientes.

Por otro lado, hemos querido analizar la presencia de BOM en las muestras de
lagrima ya utilizadas para otros fines en este estudio. Hasta la fecha, solo se habian
detectado Ig-G en lagrimas de pacientes con EM, y se determin6 que solo el 67% de los
pacientes con EM presentaban BOC-Ig-G en lagrima (Coyle et al., 1987). En otro estudio
se concluyo que no era posible obtener suficiente volumen de todos los pacientes, con
el 22% de los mismos presentando material insuficiente (Himmert et al., 2019). Debido
principalmente a este inconveniente, la lagrima se ha visto relegada a un segundo plano
por no ser un fluido totalmente resolutivo para el 100% de los pacientes. En este estudio,
se buscdé descubrir la existencia de BOM en lagrima. Hicimos una prueba empleando
diferentes diluciones y en todas obtuvimos resultados positivos, considerando la dilucién
1/100 como la mas resolutiva. Posteriormente, se analizaron simultaneamente suero,
LCR y lagrima y se observo que la lagrima, al igual que ocurre con el LCR, presentaba
bandas con forma de medialuna y de mayor intensidad que nos permitia clasificar a los
pacientes en positivos y negativos, basandose en la presencia diferencial de estas
bandas en la lagrima y ausencia de estas en el suero. Ahora bien, el patron de bandas
observado en la lagrima y en el LCR no parece ser exactamente el mismo, sino que
comparten unicamente ciertas bandas. Ademas, en los pacientes negativos se observa
la presencia de sombreado de bandas, pero este fendmeno también ocurre en muestras
de suero y LCR negativos, puesto que se trata de otras proteinas que debido a su
elevada concentracion se tifien como ruido de fondo.

Por otra parte, cabe destacar que en las muestras analizadas suero-LCR-lagrima
(Figura 10) el paciente 1 presenta una diferencia temporal de 7 afios entre la extraccion
del LCR y de la lagrima, y el paciente 2, de 1 afio, por lo que el patrén de sintesis de
bandas oligoclonales quizas no sea constante y pueda variar con el tiempo. En los 2
pacientes BOM- si que se extrajeron el LCR y la lagrima al mismo tiempo.

Hasta la fecha, este es el primer trabajo en el que se determina la existencia de
BOM en lagrimas de pacientes con EM. Este biomarcador presenta una gran
importancia puesto que permitiria discernir entre aquellos pacientes que presentan una
forma clinica de EM mas agresiva y un peor prondstico global de los que no. Estos
hallazgos abren un nuevo camino a un estudio prospectivo en el que se comparen
muestras de suero, LCR y lagrima de distintos pacientes, y obtenidas en la misma fecha,
para validar este biomarcador y poder quizas implantar esta técnica como una prueba
util en el conocimiento de la clinica del paciente.

En nuestra investigacion, el 25% de las extracciones realizadas no fueron
exitosas. Esto se debio principalmente a la imposibilidad de obtener el volumen minimo
necesario (2 yl) para que la deteccion mediante inmunoensayo pudiese ser posible. Ya
se conocia esta problematica gracias a estudios anteriores. Por ejemplo, en un estudio
basado en la busqueda en lagrima de BOC-Ig-G, llevado a cabo por Himmert et al. en
2019, el 22% de pacientes tuvieron que ser excluidos del analisis por no poseer el
volumen minimo necesario. De algunos de los pacientes citados para la recoleccion, no
fue posible obtener los 2 ul en ninguna de las ocasiones. Esto podria explicarse por la
presencia de comorbilidades oftalmolégicas, como el sindrome del ojo seco.
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En la ultima década, se ha planteado la posible conexion entre las enfermedades
neurodegenerativas y una menor sensibilidad corneal. En algunos estudios, como aquel
llevado a cabo por Ornek et al. en 2015, se obtuvieron resultados que probaban que
pacientes con enfermedades con degeneracion a nivel de SNC como la EM, el
Parkinson, el Alzheimer o la ataxia de Friederich, presentaban una menor estabilidad en
la pelicula precorneal, y, ademas, obtenian peores resultados en la prueba de Schirmer.
No se pudieron obtener datos suficientemente concluyentes sobre posibles patologias
oculares de los pacientes que no cumplieron los criterios de volumen minimo, por lo que
no se pudo establecer una relacion estadistica entre la afectacion oftalmoldgica y la
neurodegeneracion en esta muestra. Aunque si que se obtuvo un porcentaje de los
pacientes que podrian, potencialmente, cumplir los criterios para el diagnéstico del
sindrome del ojo seco, ya que, aunque el marco diagndstico varia entre paises,
normalmente se considera indicativo de patologia un valor en la prueba de Schirmer de
entre 5y 10 mm, y muy indicativo si este valor es menor a 5 mm (Tsubota et al., 2020).

A la luz de los datos obtenidos en este estudio, la relacion parece ser lo
suficientemente fuerte como para continuar la investigacion de la posible relacion entre
este sindrome y la neurodegeneracion. Por otro lado, habia otros pacientes de los que
se pudo obtener suficiente lagrima en ciertas ocasiones, pero no en otras. Esta
variabilidad de volumen intrapersonal podria explicarse por el hecho de que la hora en
la que se realiza la recoleccién de muestra influye en el volumen de lagrima recogido.
Se ha demostrado que existe variacion en el volumen de lagrima basal en funcion de la
hora del dia, siendo este volumen mayor al despertar, y decreciente a lo largo del dia
(Ayaki et al., 2019).

Otro de los inconvenientes se presenta a la hora de trabajar de forma manual
con volumenes en el orden de la unidad de microlitro. Mediante el empleo de equipos
con mayor sensibilidad y precision, como Simoa® (Quanterix Corp.; Billerica,
Massachusetts, EE. UU), seria posible reducir el numero de muestras excluidas,
requiriéndose volumenes minimos para los analisis.

Asimismo, existe un numero de pacientes que admiten con reticencia la recogida
de lagrima mediante el uso de STS, ya que, aunque este represente uno de los métodos
de recoleccion de lagrima basal mas seguros e indoloros, existen pacientes con
sensibilidad ocular que experimentaron molestias. Cabe afiadir ademas que la recogida
de lagrimas no es una practica estandarizada en clinica, ya que esta reservada
normalmente a ambientes relacionados con la oftalmologia. Es por ello por lo que dentro
del personal sanitario existen profesionales que no estan familiarizados con esta técnica
y pueden surgir complicaciones como la abrasion o la irritacion a la hora de introducir
las STS, por la simple falta de practica.

No obstante, la gran mayoria de pacientes sugirieron que preferian mucho antes
la recoleccidn de lagrima que la puncién lumbar, ya que, aunque las tiras puedan causar
cierta irritacion, incomodidad, y sensacion de cuerpo extrafio durante cinco minutos, no
es comparable a la molestia y a la recuperacion a la que se tienen que enfrentar los
pacientes al someterse a la extraccion de LCR.

6 CONCLUSIONES

A pesar de los inconvenientes que presenta la lagrima como material de partida
para analizar biomarcadores de diagndstico y prondstico, es evidente que las ventajas
para los pacientes y los sistemas de salud presentan un peso muy considerable que
puede contrarrestar a las limitaciones.
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Se han observado concentraciones superiores de CHI3L1 en la lagrima de los
pacientes con EM, con una tendencia a ser mayor en las formas puramente progresivas.

También ha sido posible detectar, por primera vez en lagrima, BOM en pacientes
que ya presentaban estas bandas en el LCR, aportando el mismo valor clinico con
menores efectos adversos. Estos hallazgos abren las puertas a nuevos estudios
prospectivos que profundicen en el valor que poseen las lagrimas como material
bioldgico de partida y logren estandarizar esta nueva realidad con el fin de minimizar las
técnicas invasivas de toma de muestras a los pacientes con enfermedades
neurodegenerativas.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXOI

8.2 ANEXOIl
8.2.1 Protocolo Western blot
8.2.2 Protocolo ELISA

8.2.3 Protocolo IEF para deteccion de BOM
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