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La	  Dra.	  Yolanda	  Silva	  Blas,	  de	  la	  Universitat	  de	  Girona,	  	  

	  

DECLARO:	  

	  

Que	   el	   treball	   titulat	   DETERMINACIÓ	   DEL	   PATRÓ	   DE	   miRNA	   EN	  

LÍQUID	  CEFALORAQUIDI	  DE	  PACIENTS	  AMB	  ESCLEROSI	  MÚLTIPLE	  	  

(ESTUDI	   miEM),	   que	   presenta	   el	   Sr.	   Lluís	   Ramió	   i	   Torrentà	   per	   a	  

l’obtenció	  del	  títol	  de	  doctor,	  ha	  estat	  realitzat	  sota	  la	  meva	  direcció	  i	  

que	   compleix	   els	   requisits	   necessaris	   per	   la	   seva	   defensa	   davant	   el	  

Tribunal	  corresponent.	  	  

	  

I,	   perquè	   així	   consti	   i	   tingui	   els	   efectes	   oportuns,	   signo	   aquest	  

document.	  	  

	  

	  

Signatura,	  	  Yolanda	  Silva	  

	  

	  

Girona,	  	  11	  de	  septembre	  2014	  

	   	  



	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  



 

 

 

 

 

 

 

 

Las neuronas son células de formas delicadas y elegantes, las misteriosas 

mariposas del alma, cuyo batir de alas quién sabe si esclarecerá algún día 

el secreto de la vida mental. 

Santiago Ramón y Cajal 

 

 

 

 

Si vols anar ràpid, camina sol; però si vols arribar lluny, camina 

acompanyat. 

Proverbi africà 

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  



	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  



AGRAÏMENTS	  
	  
Amb	   aquesta	   tesi	   s’acaba	   un	   camí.	   Però	   no	   és	   un	   camí	   sense	   sortida;	   ben	   al	  

contrari,	  espero	  que	  continuï.	  Encara	  que,	  com	  tots	  els	  camins,	  amb	  entrebancs	  i	  

dificultats,	   però	   ara	   sense	   peatges	   i	   que	   vagi	   paral·lel	   als	   altres	   que	   també	  

segueixo	  i	  que,	  tots	  junts,	  em	  condueixin	  a	  d’altres	  reptes	  tant	  professionals	  com	  

personals.	   No	   ha	   estat	   fàcil	   i	   ha	   tingut	   el	   seu	   cost,	   sobretot	   a	   nivell	   familiar	   i	  

personal.	  Però	  ara,	  mirant	  enrere,	  crec	  que	  ha	  valgut	  la	  pena.	  	  

Realitzar	  una	  tesi	  quan	  un	  està	  embarcat	  en	  altres	  projectes	  professionals,	  lidera	  

un	   grup	   de	   persones	   i	   ha	   format	   una	   família,	   és	   especialment	   complex.	   Però	  

justament	  he	  après	  que	  només	  és	  possible	   fer-‐ho,	   i	  amb	  èxit,	  quan	  tots	  els	   teus	  

companys	  de	  feina	  i	  especialment	  la	  teva	  família	  t’ajuden	  i	  s’hi	  bolquen.	  

	  

Moltes	  persones,	  directament	  o	  indirectament,	  s’han	  implicat	  i	  m’han	  ajudat	  a	  la	  

realització	  d’aquesta	  tesi.	  	  

	  

Els	   primers	   a	   qui	   vull	   adreçar	   el	   meu	   agraïment	   és,	   òbviament,	   als	   pacients	  

afectats	   d’esclerosi	  múltiple	   i	   a	   les	   seves	   famílies;	   d’ells	   n’aprens	  moltes	   coses	  

però	  sobretot	  com	  afrontar	  una	  malaltia	  crònica	  quan	  estàs	  iniciant	  un	  projecte	  

vital	  mantenint	  sempre	  l’esperança.	  Els	  agraeixo	  la	  confiança	  demostrada	  en	  els	  

professionals	  sanitaris,	  en	  la	  medicina	  i	  en	  la	  recerca.	  	  

	  

He	   tingut	   la	   sort	   de	   compartir	   tots	   aquests	   anys	   de	   neuròleg	   amb	   moltes	  

persones.	   Sens	   dubte,	   de	   totes	   me	   n’enduc	   alguna	   cosa,	   però	   algunes	   m’han	  

deixat	  una	  empremta	  especial.	  	  

	  

De	   tots	   els	   neuròlegs	   amb	   qui	   he	   treballat,	   i	   especialment	   als	   que	   d’alguna	  

manera	   o	   altra	   s’han	  dedicat	   a	   l’esclerosi	  múltiple,	   la	   passió	  per	   entendre	   com	  

funciona	  el	  nostre	  cervell	  i	  la	  dedicació	  abnegada	  als	  pacients.	  	  

Una	  especial	  menció	  a	  en	  Xavier,	  en	  Jaume,	  la	  Mar	  i	  en	  Carlos,	  del	  CEMCAT,	  per	  

tot	  el	  que	  m’han	  ensenyat	  sobre	   l’esclerosi	  múltiple	   i	  per	   fer-‐me	  sentir	  un	  més	  

del	  grup.	  	  Thanks,	  Prof.	  Alan	  Thompson,	  for	  instilling	  me	  with	  the	  enthusiasm	  for	  



research	  during	  my	  stay	  at	  Queen	  Square.	  	  De	  tots	  els	  residents	  que	  he	  conegut,	  i	  

especialment	  els	  de	  neurologia,	  les	  ganes	  d’aprendre	  i	  la	  dedicació	  a	  la	  feina.	  	  

De	  l’Antoni,	  en	  David,	  la	  Rosa,	  en	  Joaquin,	  l’Albert,	  la	  Mar,	  la	  Yolanda	  i	  en	  Fabián	  

la	   demostració	   de	   com,	   tot	   i	   tenir	   maneres	   de	   fer	   diferents,	   es	   pot	   treballar	  

conjuntament.	  Vull	   agrair	   especialment	   a	   l’Antoni	   el	   fet	   que	   em	  convencés	  que	  

valia	   la	   pena	   fer	   la	   residència	   de	   neurologia	   a	   l’Hospital	   Trueta,	   que	   lluités	  

perquè	  pogués	  quedar-‐m’hi,	  per	  la	  confiança	  que	  em	  va	  donar	  i,	  sobretot,	  per	  la	  

frase	  “t’has	  de	  fer	  imprescindible!”.	  A	  en	  Joaquin	  per	  mantenir	  aquesta	  confiança	  

i	  recolzar-‐me	  en	  tot	  i	  per	  tot.	  Un	  especial	  agraïment	  a	  en	  David,	  que	  serà	  sempre	  

el	  meu	  mestre	  i	  per	  mi	  el	  paradigma	  de	  neuròleg	  clínic,	  per	  tot	  el	  que	  he	  après	  al	  

seu	  costat	  i,	  sobretot,	  per	  ensenyar-‐me	  a	  escoltar	  i	  a	  cuidar	  els	  malalts	  i	  les	  seves	  

famílies.	   I	   especialment	   a	   la	   Yolanda	   que,	   a	   part	   d’acceptar	   ser	   la	   directora	  

d’aquesta	  tesi,	  fou,	  és	  i	  serà	  sempre	  la	  meva	  resident	  gran	  (amb	  el	  què	  significa	  

això;	  gràcies	  per	  tot,	  de	  debò).	  	  

	  

La	  meva	  dedicació	  a	  l’esclerosi	  múltiple	  a	  l’Hospital	  Trueta	  ha	  permès	  envoltar-‐

me	  d’un	   grup	  de	   companys	   excel·lents	   tant	   a	  nivell	   professional	   com	  personal.	  

Amb	  ells	  és	  molt	  fàcil	  treballar	  i	  fan	  que	  un	  se	  senti	  orgullós	  de	  formar-‐ne	  part.	  

Sense	  la	  Pepi,	  en	  René,	  en	  Jordi,	   l’Ester,	  en	  Micky,	   l’Héctor,	   la	  Laura,	   la	   Judit,	  en	  

Miguel	   Ángel,	   la	  Neus,	   la	   Judith	   i	   la	   Rebeca	   no	   estaríem	   on	   estem	   i	   òbviament	  

aquesta	  tesi	  no	  hauria	  vist	  la	  llum.	  Gràcies	  a	  la	  Pepi	  per	  estar	  sempre	  disposada	  a	  

resoldre	   qualsevol	   problema,	   per	   organitzar-‐ho	   i	   organitzar-‐nos	   sempre	   de	  

forma	  impecable	  i	  per	  vetllar	  per	  les	  necessitats	  dels	  pacients.	  Gràcies	  a	  en	  René	  

per	  la	  confiança	  demostrada	  i	  per	  considerar-‐me	  el	  seu	  germà	  gran	  (ja	  saps	  però	  

que,	  amb	  la	  tesi,	  no	  vull	  que	  ho	  facis	  com	  jo).	  Gràcies	  a	  en	  Jordi	  per	  ensenyar-‐me	  

un	  aspecte	  de	  la	  neurologia	  poc	  conegut	  per	  mi,	  per	  aportar	  idees	  de	  recerca	  al	  

grup	  i	  per	  fer,	  quan	  ha	  calgut,	  de	  “jefe”.	  Gràcies	  a	  en	  Micky	  per	  tots	  aquests	  anys	  

de	   fidelitat,	   per	   estar	   sempre	  pendent	   i	   disposat	   a	   ajudar.	  Gràcies	   a	   l’Ester	  per	  

tota	  la	  feina	  i	  totes	  les	  hores	  que	  has	  dedicat	  a	  fer	  possible	  aquesta	  tesi	  i	  a	  posar	  

en	   marxa	   el	   laboratori	   del	   grup	   (ens	   vam	   conèixer	   fa	   anys	   però	   ha	   estat	   una	  

llàstima	   que	   no	   haguéssim	   treballat	   junts	   abans).	   Gràcies	   a	   l’Héctor	   per	   tenir	  

sempre	   un	   sí	   a	   punt	   i	   pel	   seu	   constant	   compromís.	   Gràcies	   a	   la	   Laura	   per	  

ensenyar-‐me,	  dia	  a	  dia,	  a	  entendre	  els	  pacients.	  Gràcies	  a	  la	  Judit	  per	  fer	  que	  les	  



coses	  siguin	  senzilles.	  Gràcies	  a	  en	  Miguel	  Ángel	  per	  aquest	  esperit	  “recercaire”	  

que	  té.	  Gràcies	  a	  la	  Neus	  per	  ser	  tant	  metòdica.	  Gràcies	  a	  la	  Judith	  per	  facilitar	  la	  

feina.	  Gràcies	  a	  la	  Rebeca	  per	  la	  implicació	  i	  el	  compromís	  demostrats.	  

	  

Durant	  aquests	  darrers	  anys	  moltes	  altres	  són	   les	  persones	  que	  m’han	  enriquit	  

tant	  professionalment	   com	  personalment.	  A	   l’Àngels	  vull	   agrair-‐li	   especialment	  

la	   confiança	   que	   va	   dipositar	   en	   mi	   i	   que	   em	   va	   permetre	   obrir	   el	   camí	  

universitari	  en	  la	  meva	  vida	  professional,	  el	  que	  em	  facilités	  i	  m’acompanyés	  en	  

les	  meves	  primeres	  passes	  per	   la	  gestió	  sanitària,	   i	  el	  reforç	  que	  va	  fer-‐me	  dels	  

valors	  de	  compromís,	  coherència	  i	  confiança	  en	  les	  persones.	  A	  l’Albert	  (una	  de	  

les	  tres	  persones	  que	  s’ha	  fet	  més	  pesada	  perquè	  acabés	  la	  tesi)	   li	  vull	  agrair	  el	  

que	   tingui	   sempre	   les	   portes	   obertes	   del	   seu	   despatx,	   com	   m’ha	   ensenyat	   a	  

relativitzar	   els	   problemes	   i	   que	   després	   d’un	   dia	   dolent	   en	   ve	   un	   de	   bo,	   i	  

especialment	   tots	  els	  cafès	  que	  hem	  compartit.	  En	   Jordi,	  en	  Xavier,	   l’Arnau	   i	  en	  

Rafa,	  de	  VICOROB,	  amb	  qui	  he	  estat	  treballant	  aquests	  darrers	  anys	  i	  que	  també	  

han	  participat	  en	  aquesta	  tesi,	  són	  un	  exemple	  de	  mentalitat	  oberta,	  de	  com	  s’ha	  

de	   fer	   recerca	   i	   de	   com	   es	   pot	   treballar	   conjuntament	   i	   amb	   gran	   èxit	  malgrat	  

venir	   de	   disciplines	   ben	   diferents.	   I	   un	   especial	   agraïment	   per	   a	   l’Andy	   que,	   a	  

part	  de	   les	  hores	  que	  hem	  passat	   junts	   intentant	   to	  improve	  the	  world,	   fou	  una	  

altra	  de	  les	  persones	  que	  va	  insistir	  més	  en	  que	  aquesta	  tesi	  estigui	  ja	  feta.	  	  

	  

També	   vull	   agrair	   a	   en	   Josep	   Manuel	   i	   en	   Paco,	   que,	   a	   part	   de	   participar	   en	  

aquesta	  tesi,	  m’hagin	  fet	  descobrir	  i	  despertar	  l’interès	  pels	  microRNAs,	  i	  espero	  

que	  aquesta	  línia	  de	  recerca	  sigui	  més	  pròspera	  en	  el	  futur.	  També	  a	  la	  Maria	  per	  

tot	  el	   treball	   i	   l’ajuda	  que	  m’ha	  donat	  per	  a	  aquesta	   tesi;	  és	  un	  clar	  exemple	  de	  

com	   una	   persona	   dedicada	   a	   l’estadística	   pot	   entendre	   com	   pensem	   i	   què	  

necessitem	  els	  metges	  clínics.	  	  

	  

Tinc	   la	  sort	  de	  tenir	  un	  grup	  d’amics	  propers	  amb	  qui	  puc	  confiar	   i	  amb	  qui	  he	  

compartit	  moltes	  hores	   (amb	   i	   sense	   fills).	  Els	  meus	  estimats	   “Medicinos”,	  amb	  

qui	  hem	  compartit	  tants	  anys	  de	  trobades	  i	  de	  xerrades	  per	  arreglar	  la	  medicina	  

del	  nostre	  país,	  us	  vull	  agrair	  especialment	   la	   forta	   i	   ferma	  xarxa	  d’amistat	  que	  

hem	   teixit.	   Blai,	   et	   vull	   agrair	   especialment,	   que	   t’oferissis	   generosament	   a	  



revisar	  aquesta	  tesi	  des	  de	  Chicago.	  Gràcies	  Jordi,	  Carme,	  Xavi,	  Carme,	  Xito,	  Lluís,	  

Jordi	   i	  Anita	  pels	  sopars	   i	   tiberis	  varis,	   i	  específicament	  Lluís	  per	  haver	  dedicat	  

hores	  a	  revisar	  l’ortografia	  i	  el	  format	  de	  la	  tesi,	  i	  Jordi	  per	  calmar-‐me	  davant	  les	  

dificultats	  logístiques	  i	  administratives	  que	  té	  qualsevol	  tesi.	  

	  

Amb	  els	  anys	  m’he	  adonat	  que,	  per	  molts	  camins	  que	  un	  vagi	  obrint	  al	  llarg	  de	  la	  

seva	   vida,	   necessita	   una	   base	   sòlida	   d’on	   en	   surtin	   tots	   per	   mantenir	   així	  

l’estabilitat	  i	   la	  coherència.	  I	  aquesta	  base	  és	  la	  família.	  Sens	  dubte,	  aquesta	  tesi	  

també	   pertany	   a	   la	   meva	   família	   perquè	   sense	   la	   seva	   implicació	   no	   hauria	  

arribat	  fins	  aquí.	  Tots	  heu	  patit	  aquesta	  tesi	  però	  sobretot	  vull	  agrair-‐vos,	  mare	  i	  

pare,	  haver-‐me	  inculcat	  els	  valors	  del	  treball,	  la	  constància	  i	  el	  compromís;	  Pere,	  

per	  l’amistat	  retrobada	  ja	  de	  grans;	  Non,	  per	  fer-‐te	  càrrec	  dels	  nens	  quan	  jo	  havia	  

d’estar	  tancat	  a	  casa	  “fent	  tesi”;	  i	  a	  vosaltres	  Benet	  i	  Kevin	  (que	  grans	  i	  savis	  que	  

us	  heu	   fet	   ja!)	  per	   entendre	   i	   respectar	  que	  havia	  de	   fer	  un	   treball	  molt	   llarg	   i	  

complicat	   durant	  molts	  mesos	   (ara	   ja	   podré	   treure	   el	   rètol	   vermell	   penjat	   a	   la	  

porta	  de	  l’estudi:	  Keep	  the	  door	  closed.	  I	  am	  doing	  my	  thesis).	  

	  

Però	  sobretot	  aquesta	  tesi	  te	  la	  dedico	  a	  tu,	  Nuri.	  Tota	  una	  vida	  junts,	  amb	  molts	  

moments	  passats,	  amb	  molts	  projectes	  realitzats	  i	  amb	  una	  família	  formada;	  	  som	  

aquí	   	   i	   	   continuarem	   	  endavant	   	   junts	  per	   	   tots	  aquests	   	   camins	   	  que	  hem	  anat	  

obrint	  i	  que,	  com	  no	  pot	  ser	  d’altra	  manera,	  compartim	  tots	  dos	  junts.	  T’agraeixo	  

la	  teva	  insistència	  perquè	  	  fes	  i	  acabés	  ja	  d’una	  vegada	  aquesta	  tesi,	  per	  ajudar-‐

me	   en	   els	  moments	   complicats	   a	   entendre	   els	   “jefes”,	   per	   l’autonomia	   que	   em	  

dones,	  per	  mantenir-‐me	  de	  peus	  a	  terra	  quan	  sovint	  me’n	  vaig	  pels	  núvols,	  però	  

sobretot	   i	   per	   damunt	   de	   tot,	   per	   estar	   i	   mantenir-‐te	   sempre	   al	   meu	   costat.	  

Gràcies.	  T’estimo.	  

	  

	  

	  

	  

Lluís	  Ramió	  i	  Torrentà	  
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RESUM	  

L'esclerosi	   múltiple	   és	   una	   malaltia	   neurològica	   crònica	   del	   sistema	   nerviós	  

central,	   d'etiologia	   no	   ben	   coneguda	   i	   mecanisme	   autoimmunitari,	   amb	   una	  

patogènia	  mixta	  inflamatòria	  i	  neurodegenerativa,	  de	  curs	  progressiu	  i	  que	  causa	  

discapacitat.	   És	   la	   causa	  més	   freqüent	   de	   discapacitat	   neurològica	   d’origen	   no	  

traumàtic	  en	   la	  població	  adulta	   jove	  del	  món	  occidental.	   	  Encara	  que	   l’etiologia	  

exacta	   no	   sigui	   ben	   coneguda,	   cada	   vegada	  hi	   ha	  més	   evidència	   que	   existeixen	  

múltiples	   factors,	   tant	   genètics	   com	  ambientals,	   que	  hi	   intervenen	  d’una	   forma	  

altament	   complexa.	   El	   curs	   clínic	   de	   la	   malaltia	   i	   el	   seu	   pronòstic	   evolutiu	   és	  

heterogeni	   i	   actualment	   difícil	   de	   predir.	   S’han	   estudiat	   diversos	   biomarcadors	  

en	   esclerosi	  múltiple	   però	   pocs	   d’ells	   s’han	   validat	   adequadament.	   Les	   bandes	  

oligoclonals	   d’IgM	   lípidespecífiques	   en	   líquid	   cefaloraquidi	   s’han	   associat	   a	  

formes	   clíniques	   de	   la	   malaltia	   de	   pitjor	   pronòstic.	   Els	   microRNA	   són	   petites	  

molècules	   amb	   capacitat	   de	   regular	   l’expressió	   genètica	   a	   nivell	  

posttranscripcional	  i	  intervenen	  en	  pràcticament	  totes	  les	  funcions	  cel·lulars,	  en	  

multitud	  de	  processos	   fisiològics,	  en	   la	  regulació	  del	  sistema	  immunitari	   i	  en	   la	  

patogènia	   de	   diferents	   malalties	   incloses	   les	   de	   base	   autoimmune	   i	   les	  

neurològiques.	   Per	   aquest	   motiu	   s’estan	   postulant	   com	   a	   potencials	  

biomarcadors	   moleculars	   tant	   de	   diagnòstic	   com	   de	   pronòstic	   en	   moltes	  

malalties.	   En	   els	   darrers	   cinc	   anys,	   nombrosos	   estudis	   han	   investigat	   el	   paper	  

dels	  microRNAs	  en	  l’esclerosi	  múltiple	  a	  través	  de	  l’anàlisi	  de	  diferents	  mostres	  

biològiques.	  

En	  aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral	  s’ha	  estudiat	  el	  paper	  dels	  microRNAs	  en	  líquid	  

cefaloraquidi	   en	   les	   fases	   inicials	   de	   les	   formes	   remitent-‐recurrent	   d’esclerosi	  

múltiple,	   i	   s’han	   identificat	   alguns	   microRNAs	   com	   a	   candidats	   a	   ésser	  

biomarcadors	  del	  diagnòstic	  de	   la	  malaltia	   i	   associats	  a	   la	  presència	  de	  bandes	  

oligoclonals	   d’IgM	   lípidespecífiques	   que	   s’han	   relacionat	   amb	   formes	   més	  

agressives	   de	   la	   malaltia.	   L’expressió	   d’aquests	   microRNAs	   s’ha	   associat	   a	  

algunes	  variables	  clíniques	  i	  radiològiques	  dels	  pacients	  amb	  esclerosi	  múltiple.	  
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RESUMEN	  

La	   esclerosis	   múltiple	   es	   una	   enfermedad	   neurológica	   crónica	   del	   sistema	  

nervioso	   central,	   de	   etiología	   no	   bien	   conocida	   y	  mecanismo	   autoinmune,	   con	  

una	   patogenia	   mixta	   inflamatoria	   y	   neurodegenerativa,	   de	   curso	   progresivo	   y	  

que	  causa	  discapacidad.	  Es	   la	  causa	  más	   frecuente	  de	  discapacidad	  neurológica	  

de	   origen	   no	   traumático	   en	   la	   población	   adulta	   joven	   del	   mundo	   occidental.	  

Aunque	  la	  etiología	  exacta	  no	  se	  conoce	  bien,	  cada	  vez	  hay	  más	  evidencia	  de	  que	  

existen	  múltiples	  factores,	  tanto	  genéticos	  como	  ambientales,	  que	  intervienen	  de	  

una	   forma	   muy	   compleja.	   El	   curso	   clínico	   de	   la	   enfermedad	   y	   su	   pronóstico	  

evolutivo	   es	   heterogéneo	   y	   actualmente	   difícil	   de	   predecir.	   Se	   han	   estudiado	  

varios	  biomarcadores	  en	  esclerosis	  múltiple	  pero	  pocos	  de	  ellos	  se	  han	  validado	  

adecuadamente.	   Las	   bandas	   oligoclonales	   de	   IgM	   lípido-‐específicas	   en	   líquido	  

cefalorraquídeo	   se	   han	   asociado	   a	   formas	   clínicas	   de	   la	   enfermedad	   de	   peor	  

pronóstico.	  Los	  microRNA	  son	  pequeñas	  moléculas	  con	  capacidad	  de	  regular	   la	  

expresión	   genética	   a	   nivel	   post-‐transcripcional	   e	   intervienen	   en	   prácticamente	  

todas	   las	   funciones	   celulares,	   en	   multitud	   de	   procesos	   fisiológicos,	   en	   la	  

regulación	  del	  sistema	  inmunitario	  y	  en	  la	  patogenia	  de	  diferentes	  enfermedades	  

incluidas	   las	   de	   base	   autoinmune	   y	   las	   neurológicas.	   Por	   este	  motivo	   se	   están	  

postulando	   como	   potenciales	   biomarcadores	  moleculares	   tanto	   de	   diagnóstico	  

como	  de	  pronóstico	  en	  muchas	  enfermedades.	  En	  los	  últimos	  cinco	  años,	  varios	  

estudios	  han	   investigado	  el	  papel	  de	   los	  microRNAs	  en	   la	   esclerosis	  múltiple	   a	  

través	  del	  análisis	  de	  diferentes	  muestras	  biológicas.	  

En	  este	   trabajo	  de	   tesis	  doctoral	   se	  ha	  estudiado	  el	  papel	  de	   los	  microRNAs	  en	  

líquido	  cefalorraquídeo	  en	  las	  fases	  iniciales	  de	  las	  formas	  remitente-‐recurrente	  

de	  esclerosis	  múltiple,	  y	  se	  han	  identificado	  algunos	  microRNAs	  como	  candidatos	  

a	  ser	  biomarcadores	  del	  diagnóstico	  de	  la	  enfermedad	  y	  asociados	  a	  la	  presencia	  

de	   bandas	   oligoclonales	   de	   IgM	   lípido-‐específicas	   que	   se	   han	   relacionado	   con	  

formas	  más	  agresivas	  de	  la	  enfermedad.	  La	  expresión	  de	  estos	  microRNAs	  se	  ha	  

asociado	   a	   algunas	   variables	   clínicas	   y	   radiológicas	   de	   los	   pacientes	   con	  

esclerosis	  múltiple.	  
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ABSTRACT	  

Multiple	  sclerosis	  is	  a	  chronic	  neurological	  disease	  of	  the	  central	  nervous	  system	  

which	  has	  a	  little	  understood	  aetiology	  and	  an	  autoimmune	  mechanism,	  a	  mixed	  

inflammatory	   and	   neurodegenerative	   pathogenesis,	   and	   a	   progressive	   and	  

disabling	   course.	   It	   is	   the	   most	   frequent	   cause	   of	   non-‐traumatic	   neurological	  

disability	   in	   the	   young	   adult	   population	   in	   the	   Western	   world.	   Despite	   the	  

aetiology	   being	   little	   understood,	   there	   is	   increasing	   evidence	   that	   there	   are	  

many	   both	   genetic	   and	   environmental	   factors	   that	   participate	   in	   a	   highly	  

complex	   manner.	   The	   clinical	   course	   of	   the	   disease	   and	   prognosis	   is	  

heterogeneous	  and	  currently	  difficult	   to	  predict.	   Several	  biomarkers	  have	  been	  

studied	   in	   multiple	   sclerosis	   but	   few	   have	   been	   adequately	   validated.	   Lipid-‐

specific	  oligoclonal	   IgM	  bands	  in	  cerebrospinal	   fluid	  have	  been	  associated	  with	  

clinical	   forms	   of	   the	   disease	   which	   have	   the	   worst	   prognosis.	   MicroRNAs	   are	  

small	  molecules	  which	  have	  the	  ability	  to	  post-‐transcriptionally	  regulate	  genetic	  

expression	   and	   participate	   in	   practically	   all	   cellular	   functions,	   many	  

physiological	   processes,	   the	   regulation	   of	   the	   immune	   system,	   and	   the	  

pathogenesis	  of	  different	  diseases	  including	  autoimmune	  and	  neurological	  ones.	  

For	   this	   reason,	   they	   have	   been	   postulated	   as	   potential	   molecular	   biomarkers	  

both	   of	   diagnosis	   and	   prognosis	   in	   many	   diseases.	   Over	   the	   last	   five	   years,	  

several	   studies	   have	   investigated	   the	   role	   of	   microRNAs	   in	   multiple	   sclerosis	  

through	  the	  analysis	  of	  different	  biological	  samples.	  	  

In	   the	  research	   for	   this	  doctoral	   thesis,	   the	   role	  of	  microRNAs	   in	  cerebrospinal	  

fluid	   in	   the	   early	   phases	   of	   relapsing-‐remitting	   multiple	   sclerosis	   has	   been	  

studied	   and	   some	   microRNAs	   have	   been	   identified	   as	   candidates	   to	   be	  

biomarkers	  of	  the	  diagnosis	  of	  the	  disease	  and	  are	  associated	  to	  the	  presence	  of	  

lipid-‐specific	   oligoclonal	   IgM	   bands,	   which	   have	   been	   related	   with	   more	  

aggressive	  forms	  of	  the	  disease.	  The	  expression	  of	  these	  microRNAs	  is	  associated	  

to	  certain	  clinical	  and	  radiological	  variables	  of	  patients	  with	  multiple	  sclerosis.	  	  
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1.1. ESCLEROSI	  MÚLTIPLE	  

	  

1.1.1. Introducció	  

L'esclerosi	  múltiple	  (EM)	  és	  una	  malaltia	  neurològica	  crònica	  del	  sistema	  nerviós	  

central	   (SNC),	   d'etiologia	   no	   ben	   coneguda	   i	   mecanisme	   autoimmunitari,	   amb	  

una	  patogènia	  mixta	   inflamatòria	   i	  neurodegenerativa,	  de	  curs	  progressiu	   i	  que	  

causa	  discapacitat	  (Compston	  et	  al.	  2005).	  	  

L’EM	  es	  caracteritza	  per	   la	  presència	  d’infiltrats	   inflamatoris,	  desmielinització	   i	  

lesió	  axonal	  en	  el	  SNC	  (cervell,	   cerebel,	   tronc	  encefàlic,	  nervis	  òptics	   i	  medul·la	  

espinal).	  Encara	  que	  l’etiologia	  exacta	  no	  sigui	  ben	  coneguda,	  cada	  vegada	  hi	  ha	  

més	   evidència	   que	   existeixen	   múltiples	   factors,	   tant	   genètics	   com	   ambientals,	  

que	  hi	  intervenen	  d’una	  forma	  altament	  complexa	  (Compston	  et	  al.	  2005).	  A	  més,	  

gràcies	  als	  estudis	  epidemiològics,	  histopatològics,	  immunològics	  i	  genètics	  dels	  

darrers	   anys,	   es	   coneix	   que	   el	   dany	   tissular	   es	   produeix	   com	   a	   conseqüència	  

d’una	  resposta	  descontrolada	  del	  sistema	  immunitari	  cel·lular	   i	  humoral	  contra	  

antígens	  del	  SNC	  (Brosnan	  i	  Raine	  1996).	  	  

L’EM	  és	  la	  causa	  més	  freqüent	  de	  discapacitat	  neurològica	  d’origen	  no	  traumàtic	  

en	   la	   població	   adulta	   jove	   del	  món	   occidental	   i	   en	   la	   gran	  majoria	   de	   casos	   es	  

diagnostica	   en	   un	   moment	   vital	   de	   la	   vida	   d’aquestes	   persones	   i	   de	   les	   seves	  

famílies.	   Així,	   causa	   un	   alt	   impacte	   i	   interferència	   en	   la	   seva	   vida	   personal,	  

familiar,	  social	  i	  laboral	  (Cook	  2001;	  Compston	  et	  al.	  2005).	  	  

	  

1.1.2. Epidemiologia	  

L’EM	  és	  una	  malaltia	  de	  distribució	  mundial	  amb	  una	  prevalença	  variable	  segons	  

les	  zones	  geogràfiques	  i	  amb	  un	  clar	  gradient	  nord-‐sud	  amb	  més	  alta	  prevalença	  

a	  mesura	  que	  ens	  allunyem	  de	  l’equador	  (2	  casos	  per	  100.000	  habitants	  a	  Àfrica	  

subsahariana	   i	  Àsia,	   i	   160	   casos	  per	  100.000	  habitants	   a	  Europa	   i	  Amèrica	  del	  

Nord)	   (Multiple	   Sclerosis	   International	   Federation	   2013).	   La	   prevalença	   a	  
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Europa	  es	  considera	  moderada-‐alta	  (Rosati	  2001;	  Pugliatti	  et	  al.	  2006;	  Multiple	  

Sclerosis	   International	   Federation	   2013)	   i,	   en	   estudis	   realitzats	   en	   diferents	  

àrees	   geogràfiques,	   s’està	   detectant	   un	   augment	   dels	   casos	   d’EM	   (Otero	   et	   al.	  

2010;	   Pugliatti	   et	   al.	   2005;	   Elhami	   et	   al.	   2011).	   A	   la	   darrera	   publicació	   de	   la	  

Multiple	  Sclerosis	  International	  Federation	  (2013),	  Atlas	  of	  MS	  2013,	  s’indica	  que	  

el	  nombre	  de	  diagnòstics	  d’EM	  arreu	  del	  món	  ha	  augmentat	  dels	  2,1	  milions	  de	  

persones	  a	  l’any	  2008	  als	  2,3	  milions	  a	  l’any	  2013,	  i	  que	  la	  prevalença	  mediana	  a	  

nivell	  global	  s'ha	   incrementat	  dels	  30	  casos	  per	  100.000	  habitants	  a	   l’any	  2008	  

als	  33	  casos	  per	  100.000	  habitants	  a	  l’any	  2013.	  Aquests	  increments	  en	  els	  casos	  

diagnosticats	  s’atribueixen,	  en	  part,	  a	  la	  millora	  dels	  processos	  diagnòstics	  de	  la	  

malaltia	   i	   a	   un	   major	   accés	   de	   la	   població	   als	   sistemes	   sanitaris,	   però	   també	  

responen	  a	  un	  increment	  real	  de	  la	  incidència	  i	  prevalença	  de	  la	  malaltia.	  

	  

Figura	   1.	   Prevalença	   d’EM	   a	   nivell	  mundial	   segons	  Atlas	  of	  MS	  2013	   (Multiple	  

Sclerosis	  International	  Federation	  2013).	  
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La	   prevalença	   a	   Espanya	   era,	   fa	   uns	   anys,	   entre	   32	   i	   65	   casos	   per	   100.000	  

habitants	  (Fernández	  et	  al.	  1994;	  Bufill	  et	  al.	  1995;	  Benito-‐León	  et	  al.	  1998;	  Tola	  

Arribas	  et	  al.	  1999;	  Modrego	  i	  Pina	  2003;	  Ares	  et	  al.	  2007)	  però	  estudis	  recents	  

mostren	  	  prevalences	  més	  altes	  de,	  per	  exemple,	  78,6	  (Otero-‐Romero	  et	  al.	  2013)	  

i,	   fins	  i	  tot,	  de	  125	  (Fernández	  et	  al.	  2012).	  La	  incidència	  de	  la	  malaltia	  ha	  estat	  

menys	   estudiada	   en	   el	   nostre	   entorn,	   però	   diversos	   estudis	   informen	  

d’incidències	  molt	  variables	  que	  oscil·len	  entre	  0,5	  i	  5,3	  nous	  casos	  per	  100.000	  

habitants	  i	  any	  (Fernández	  et	  al.	  2011).	  

L’EM,	   de	   forma	   similar	   a	   totes	   les	   malalties	   de	   base	   autoimmunitària,	   té	   un	  

predomini	  pel	  gènere	  femení.	  És	  de	  3	  a	  4	  vegades	  més	  prevalent	  en	  dones	  que	  en	  

homes.	  La	  malaltia	  es	  diagnostica	  en	  més	  del	  70%	  de	  casos	  entre	  els	  20	  i	  40	  anys,	  

amb	  una	  edat	  mitjana	  de	  debut	  de	  32	  anys	  (Compston	  et	  al.	  2005).	  

La	   història	   natural	   de	   l’EM	   és	   cap	   a	   la	   cronicitat	   i,	   en	   la	   majoria	   de	   casos,	   té	  

tendència	   a	   progressar	   i	   a	   evolucionar	   cap	   a	   un	   alt	   nivell	   de	   discapacitat	   tant	  

física	   com	   cognitiva.	   Aquesta	   discapacitat	   produïda	   per	   la	   malaltia	   està	  

relacionada	  amb	  una	  major	  taxa	  de	  desocupació	  (2/3	  dels	  pacients	  han	  deixat	  la	  

feina	   a	   causa	   de	   la	   malaltia	   i	   no	   tenen	   cap	   feina	   remunerada	   als	   15	   anys	   del	  

diagnòstic	   (Rao	   et	   al.	   1991)),	   limitacions	   en	   les	   relacions	   personals,	   socials	   i	  

familiars,	  i	  major	  grau	  de	  dependència,	  i	  es	  redueix	  globalment	  la	  qualitat	  de	  vida	  

dels	   pacients	   i	   de	   les	   famílies	   afectades	   (Aronson	   1997;	   Amato	   et	   al.	   2001;	  

Benito-‐León	   et	   al.	   2002).	   Malauradament,	   avui	   en	   dia	   no	   existeixen	   mesures	  

terapèutiques	   curatives,	   però,	   no	   obstant	   això,	   el	   diagnòstic	   precoç	   i	   els	  

tractaments	   disponibles	   actualment	   modifiquen	   parcialment	   el	   curs	   de	   la	  

malaltia	  i	  milloren	  el	  pronòstic	  a	  curt	  i	  mitjà	  termini.	  

L’EM	  és	  una	  de	  les	  vint	  malalties	  amb	  un	  impacte	  socioeconòmic	  per	  a	  la	  societat	  

més	  elevat	  (Andlin-‐Sobocki	  et	  al.	  2005).	  Els	  costos	  de	  la	  malaltia	  són	  tant	  directes	  

(la	  majoria),	  indirectes	  com	  intangibles.	  Els	  costos	  de	  la	  malaltia	  són	  deguts	  a	  la	  

discapacitat	  física	  i	  cognitiva	  que	  es	  crea,	  al	  procés	  diagnòstic,	  al	  cost	  de	  l’atenció	  

sanitària	   que	   es	   requereix	   i	   als	   tractaments	   que	   actualment	   s’utilitzen,	   a	   les	  

ajudes	  i	  suport	  que	  es	  requereixen	  al	  llarg	  dels	  anys,	  a	  la	  pèrdua	  de	  productivitat	  

laboral,	   i	   a	   la	   pèrdua	   global	   de	   qualitat	   de	   vida	   dels	   pacients	   i	   de	   les	   seves	  
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famílies.	   El	   cost	   total	   per	   pacient	   i	   any,	   abans	   de	   la	   introducció	   dels	   nous	  

tractaments	   per	   la	   EM	   com	   natalizumab,	   fingolimod,	   terifunomida,	  

dimetilfumarat,	  alemtuzumab,	  s’ha	  calculat	  entre	  6.000	  i	  91.000€	  (depenent	  del	  

grau	   de	   discapacitat	   i	   països	   on	   s’han	   fet	   els	   estudis)	   amb	   una	   mitjana	   d’uns	  

50.000€	  (Kobelt	  et	  al.	  2006a;	  Kobelt	  et	  al.	  2006b;	  Casado	  et	  al.	  2006),	  dels	  quals,	  

en	  el	  nostre	  entorn,	  un	  46,5%	  corresponen	  a	  costos	  directes,	  	  un	  35,5%	  a	  costos	  

indirectes	   i	   un	   18%	   a	   costos	   intangibles.	   El	   cost	   atribuït	   als	   fàrmacs	  

immunomoduladors,	   que	   forma	  part	  dels	   costs	  directes,	   correspon	  a	  un	  15,5%	  

del	  cost	  global	  de	  la	  malaltia	  (Casado	  et	  al.	  2006).	  	  

	  

1.1.3. Etiologia	  i	  factors	  de	  risc	  

Actualment	  l’etiologia	  específica	  de	  l’EM	  no	  és	  coneguda.	  Els	  estudis	  realitzats	  en	  

els	  darrers	  25	  anys	  suggereixen	  que	  no	  hi	  ha	  una	  única	  causa	  de	  la	  malaltia,	  sinó	  

que	  l’EM	  és	  el	  resultat	  d’una	  complexa	  interacció	  entre	  diferents	  factors	  genètics	  

i	   ambientals,	   tots	   ells	   encara	   no	   ben	   coneguts,	   que	   produiran,	   a	   través	   de	  

diferents	   mecanismes	   patogènics,	   les	   alteracions,	   símptomes	   i	   signes	  

característics	  de	  la	  malaltia.	  	  

1.1.3.1. Factors	  genètics	  

Estudis	   epidemiològics	   i	   de	   cribratge	   genòmic	   han	   identificat	   alguns	   gens	   de	  

susceptibilitat	  candidats	  a	  augmentar	  el	  risc	  d’EM.	  	  

La	   justificació	   de	   la	   influència	   dels	   factors	   genètics	   ve	   donada	   per	   la	  marcada	  

segregació	   familiar	   observada,	   ja	   que	   fins	   el	   20%	  dels	   pacients	   amb	  EM	   tenen	  

algun	  familiar	  afectat	  i	  els	  familiars	  de	  primer	  grau	  tenen	  entre	  18	  i	  36	  vegades	  

més	  probabilitat	  de	  presentar	  la	  malaltia	  en	  comparació	  amb	  la	  població	  general	  

(Sadovnick	  i	  Baird	  1988;	  Ebers	  i	  Yee	  2000;	  Dyment	  et	  al.	  2004).	  No	  obstant	  això,	  

aquests	   factors	   genètics	   només	   confereixen	   un	   risc	   parcial	   de	   major	  

susceptibilitat	   a	   tenir	   la	   malaltia	   que	   no	   és	   superior	   al	   30%.	   Aquests	   factors	  

genètics	   s’interrelacionen	   de	   forma	   complexa	   entre	   ells	   i	   amb	   diversos	   factors	  

ambientals	  per	  tal	  de	  conferir	  la	  susceptibilitat	  global	  a	  la	  malaltia	  (Hauser	  et	  al.	  
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2013;	  Baranzini	   i	  Nickles	  2012).	  La	   complexitat	  del	  paper	  dels	   factors	  genètics	  

queda	  palesa	  en	  els	   estudis	  amb	  bessons	  univitel·lins:	   aquests	   comparteixen	  el	  

100%	  del	  material	  genètic	  però	  el	  risc	  de	  tenir	  EM	  si	  un	  dels	  bessons	  univitel·lins	  

pateix	  la	  malaltia	  és	  només	  del	  33%	  per	  l’altra.	  En	  bessons	  bivitel·lins	  aquest	  risc	  

és	  aproximadament	  del	  6,5%	  (Compston	  i	  Coles	  2008).	  	  

Els	  gens	  més	  implicats	  a	  conferir	  susceptibilitat	  a	  la	  malaltia	  són	  els	  del	  complex	  

major	   d'histocompatibilitat	   (MHC),	   situats	   en	   el	   cromosoma	   6.	   Dels	   gens	   que	  

formen	   el	   MHC,	   el	   principal	   locus	   associat	   amb	   més	   risc	   per	   EM	   és	   l'antigen	  

leucocitari	   humà	   (HLA)	   de	   classe	   II,	   HLA-‐DRB1,	   i	  més	   concretament	   l'haplotip	  

DRB1*1501	   (Lincoln	   et	   al.	   2005;	   Compston	   i	   Coles	   2008;	   Ramagopalan	   et	   al.	  

2009).	   Altres	   gens	   no	   associats	   amb	   l'HLA	   han	   demostrat	   també	   exercir	   certa	  

susceptibilitat	   en	   el	   desenvolupament	   de	   la	   malaltia	   (Sawcer	   et	   al.	   2011;	  

Beecham	   et	   al.	   2013;	   Patsopoulos	   et	   al.	   2013),	   però	   el	   risc	   que	   confereixen	  

cadascun	  d’aquests	  110	  gens	  descrits	   recentment	  relacionats	  amb	   l'EM	  és	  molt	  

baix.	   Alguns	   autors	   han	   estimat	   que	   els	   gens	   HLA	   expliquen	   un	   13,2%	   de	  

l’heretabilitat	  de	   l’EM,	   l’haplotip	  DRB1*1501	  un	  11,1%	  i	  el	   conjunt	  de	  gens	  no-‐

HLA	  un	  18-‐24%	  (Lin	  et	  al.	  2012).	  

Aquest	  relatiu	  baix	  risc	  que	  els	  factors	  genètics	  confereixen	  en	  la	  susceptibilitat	  a	  

desenvolupar	  EM,	   fins	   i	   tot	   en	   individus	  genèticament	   iguals,	   suggereix	  que	  no	  

només	   el	   codi	   genètic	   en	   sí,	   sinó	   també	   la	   regulació	   de	   l’expressió	   genètica	  

d’aquest	  codi	  per	  altres	  factors	  és	  determinant	  per	  a	  desenvolupar	  la	  malaltia;	  és	  

el	  que	  s’anomena	  regulació	  epigenètica	  (Koch	  et	  al.	  2013).	  Entre	  els	  mecanismes	  

de	  regulació	  epigenètica	  més	  importants	  hi	  ha	  els	  fenòmens	  de	  metilació	  de	  DNA,	  

de	  modificació	  d’histones	   i	  de	  regulació	  posttranscripcional	  mitjançant	  miRNAs	  

(Urdinguio	   et	   al.	   2009;	   Portela	   i	   Esteller	   2010;	   Esteller	   2011;	   Jakovcevski	   i	  

Akbarian	  2012).	  Aquest	  darrer	  mecanisme,	  que	  és	  el	  que	  ha	  motivat	  la	  realització	  

d’aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral,	  serà	  explicat	  més	  extensament	  posteriorment.	  	  

1.1.3.2. Factors	  ambientals	  

En	   els	   darrers	   25	   anys	   s’han	   intentat	   identificar	   els	   factors	   ambientals	   més	  

implicats	   en	   la	   patogènia	   de	   l’EM	   (Compston	   i	   Coles	   2008),	   entre	   els	   quals	  
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destaquem	  els	  nivells	  de	  vitamina	  D,	  el	  tabac	  i	  la	  infecció	  pel	  virus	  Epstein-‐Barr	  

(VEB).	  	  

La	   vitamina	   D	   és	   una	   hormona	   esteroide	   que	   es	   produeix	   a	   la	   pell	   i	   els	   seus	  

nivells	  depenen	  de	   la	   ingesta	  adequada	  dels	  seus	  precursors	   i	  de	   l’exposició	  de	  

l’individu	  a	  la	  radiació	  ultraviolada.	  El	  risc	  d’EM	  augmenta	  amb	  nivells	  baixos	  de	  

vitamina	  D	  (Munger	  et	  al.	  2006).	  Com	  ja	  s’ha	  comentat	  abans,	  la	  prevalença	  d’EM	  

augmenta	  en	  països	  situats	  a	  més	  latitud,	  i	  avui	  en	  dia	  es	  creu	  que	  la	  distribució	  

geogràfica	   de	   l’EM	   s’explica	   per	   l’exposició	   solar	   i	   pels	   conseqüents	   nivells	   de	  

vitamina	   D	   dels	   individus	   (Simpson	   et	   al.	   2011).	   Nivells	   baixos	   de	   vitamina	   D	  

també	  s’han	  associat	  a	  un	  increment	  del	  nombre	  de	  brots	  de	  la	  malaltia	  i	  del	  grau	  

de	  discapacitat	  adquirida,	   i	   a	  un	  pitjor	  pronòstic	  de	   la	  malaltia	   (Smolders	  et	  al.	  

2008;	  Simpson	  et	  al.	  2010).	  Actualment	  s’estan	  duent	  a	  termini	  diferents	  assajos	  

clínics	  amb	  suplements	  de	  vitamina	  D	  com	  a	  possible	  tractament	  de	   la	  malaltia	  

(Burton	  et	  al.	  2010).	  	  

El	   tabac	  ha	  estat	  estudiat	  com	  a	  factor	  de	  risc	  de	   la	  malaltia	  durant	  molts	  anys.	  

Estudis	  recents	  han	  demostrat	  que	  els	  fumadors	  tenen	  un	  risc	  més	  elevat,	  de	  fins	  

1,5	  vegades,	  de	  patir	   la	  malaltia	  en	  comparació	  amb	  els	   individus	  no	   fumadors	  

(Manouchehrinia	  et	  al.	  2013;	  Salzer	  et	  al.	  2013).	  	  

Les	  infeccions	  víriques	  sempre	  han	  estat	  proposades	  com	  un	  dels	  factors	  de	  risc	  

ambientals	  associats	  al	  desenvolupament	  d’EM.	  Entre	  elles,	  el	  VEB	  és	  el	  que	  ha	  

estat	  més	   estudiat	   i	   el	   que	   té	  més	   evidència	   científica	   sobre	  el	   seu	  paper	   en	   la	  

patogènia	   de	   la	   malaltia.	   No	   obstant	   això,	   aquests	   estudis	   sempre	   han	   estat	  

complicats	   de	   realitzar	   i	   és	   difícil	   obtenir	   conclusions	   fiables	   ja	   que	   la	  

seropositivitat	  que	  té	   la	  població	  general	  al	  VEB	  és	  molt	  elevada	  (al	  voltant	  del	  

95%).	  Ara	  bé,	   la	   seronegativitat	  al	  VEB	  s’ha	  associat	   	   amb	  un	  risc	  molt	  baix	  de	  

desenvolupar	   EM	   comparat	   amb	   els	   individus	   seropositius	   (Ascherio	   i	  Munger	  

2007).	   I	   al	   contrari,	   una	   història	   d’infecció	   simptomàtica	   per	   VEB,	   com	   la	  

mononucleosi	   infecciosa,	   dobla	   aproximadament	   el	   risc	   de	   desenvolupar	   EM	  

(Handel	  et	  al.	  2010).	  	  
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Aquests	   i	   d’altres	   possibles	   factors	   ambientals	   interactuen	   sobre	   els	   factors	   de	  

predisposició	   genètica	   mitjançant	   canvis	   o	   modificacions	   epigenètiques	   que	  

finalment	  seran	  els	  responsables	  del	  desenvolupament	  de	  l’EM.	  

	  

1.1.4. Patogènia	  

La	   hipòtesis	   patogènica	   més	   acceptada	   avui	   en	   dia	   és	   que	   l’EM	   és	   fruit	   de	   la	  

interrelació	   entre	   factors	   ambientals	   no	   ben	   caracteritzats,	   una	   predisposició	  

genètica	   parcialment	   coneguda	   i	   uns	   mecanismes	   epigenètics	   que	   recentment	  

s’han	  començat	  a	  estudiar	  que,	  en	  un	  subjecte	  determinat,	  originarien	  un	  ampli	  

espectre	  d’alteracions	  de	  la	  resposta	  immunitària	  que	  serien	  els	  causants	  de	  les	  

lesions	  característiques	  de	  la	  malaltia.	  	  

Avui	  en	  dia	  és	  ben	  conegut	  i	  acceptat	  que	  en	  l’EM	  se	  superposen	  dos	  mecanismes	  

patogènics:	   la	   inflamació	   i	   la	  neurodegeneració	  (Sospedra	   i	  Martin	  2005;	  Brück	  

2005;	  Hauser	  i	  Oksenberg	  2006;	  Compston	  i	  Coles	  2008),	  amb	  afectació	  tant	  de	  

la	  substància	  blanca	  com	  de	  la	  substància	  grisa	  (Kutzelnigg	  et	  al.	  2005)	  i	  amb	  la	  

participació	  tant	  de	  fenòmens	  inflamatoris	  aguts	   i	  crònics	  com	  de	  lesió	  axonal	   i	  

pèrdua	   neuronal	   que	   són	   els	   responsables	   de	   la	   progressió	   de	   la	   malaltia	   i	   el	  

desenvolupament	  de	  la	  discapacitat	  a	  llarg	  termini	  (Trapp	  et	  al.	  1998).	  	  

Tot	  i	  que	  ambdós	  fenòmens	  patogènics	  apareixen	  ja	  des	  de	  l’inici	  de	  l’EM	  (Trapp	  

et	  al.	  1998;	  Kuhlmann	  et	  al.	  2002;	  Davies	  et	  al.	  2004;	  Sastre-‐Garriga	  et	  al.	  2005;	  

Ramió-‐Torrentà	  et	  al.	  2006)	  i	  es	  relacionen	  amb	  la	  discapacitat	  física	  i	  cognitiva	  

ja	  en	  fases	  precoces	  (Amato	  et	  al.	  1995;	  Amato	  et	  al.	  2001;	  Feuillet	  et	  al.	  2007),	  

uns	  estan	  més	  presents	  a	  les	  primeres	  fases	  de	  la	  malaltia	  mentre	  que	  els	  altres	  

ho	  estan	  en	  fases	  posteriors.	  	  
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Figura	  2.	  Esquema	  del	  curs	  patogènic	  de	  l’EM.	  

	  

En	   les	  primeres	   fases	  de	   la	  malaltia,	  es	  produeix,	  en	  persones	  susceptibles,	  una	  

activació	   anòmala	   de	   limfòcits	   T	   autoreactius	   de	   sang	   perifèrica	   (immunitat	  

adquirida)	   que	   han	   escapat	   dels	   processos	   d’autocontrol	   i	   d’autoregulació	  

específics	  de	  l’individu	  i	  que	  són	  activats	  per	  fenòmens	  de	  mimetisme	  molecular	  

d’epítops	   compartits	   entre	   la	   mielina	   i	   possibles	   antígens	   infecciosos	   o	   per	  

activació	  policlonal	  a	  través	  de	  superantígens	  bacterians	  o	  vírics.	  	  

Aquesta	  activació	  de	  limfòcits	  T	  és	  deguda	  a	  la	  presentació	  d’antígens	  endògens	  o	  

exògens	  mitjançant	  cèl·lules	  presentadores	  d’antigen	  a	  través	  del	  MHC	  de	  classe	  

II	   i	   d’altres	  molècules	   coestimuladores	   al	   receptor	   de	   cèl·lules	   T	   dels	   limfòcits	  

Th1.	  	  

Aquests	   limfòcits	   activats	   expressen	   molècules	   d’adhesió	   que,	   juntament	   amb	  

proteïnes	   com	   selectines	   i	   integrines,	   permetran	   la	   seva	   unió	   i	   posterior	   pas	   a	  

través	   de	   l’endoteli	   activat	   de	   la	   barrera	   hematoencefàlica	   cap	   a	   l’espai	  

perivascular	   que	   envolta	   la	   microcirculació	   del	   SNC	   i	   migraran	   posteriorment	  

REMITENT-RECURRENT SECUNDÀRIA PROGRESSIVA 
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cap	  al	  SNC	  mitjançant	  la	  secreció	  de	  metaloproteasses	  que	  degradaran	  la	  matriu	  

extracel·lular.	  	  

Un	   cop	   dins	   del	   SNC,	   els	   limfòcits	   Th1	   activats	   (bàsicament	   limfòcits	   CD4+	   i	  

CD8+,	  però	  també	  limfòcits	  B)	  reconeixen	  l’antigen	  que	  els	  va	  activar	  inicialment	  

i	  que	  els	  és	  presentat	  de	  nou	  per	  cèl·lules	  presentadores	  d’antigen	  com	  micròglia,	  

monòcits,	   macròfags	   i	   astròcits	   (immunitat	   innata),	   i	   inicien	   una	   resposta	  

inflamatòria	   tipus	  Th1	  alliberant	   interferó-‐γ,	   factor	  de	  necrosi	   tumoral-‐α	  (TNF-‐

α),	   IL-‐1,	   IL-‐2	   i	   altres	   citocines	   i	   quimiocines	   que,	   al	   seu	   torn,	   activaran	   altres	  

limfòcits	  Th1	  i	  macròfags	  que	  alliberaran	  més	  TNF-‐α,	  radicals	  d’oxigen	  (02),	  òxid	  

nítric	   (ON)	   i	   glutamat	   que	   provocaran	   desmielinització,	   lesió	   axonal	   i	   lesió	  

d’oligodendròcits.	   Les	   cèl·lules	   Th17	   també	   intervenen	   en	   aquest	   procés	  

alliberant	   citocines	   pro-‐inflamatòries	   i	   regulant	   els	   fenòmens	   pro	   i	  

antiinflamatoris.	  	  

La	  histologia	  de	  les	  lesions	  actives	  desmielinitzants	  es	  caracteritzen	  per	  infiltrats	  

inflamatoris	  multifocals	  perivenulars	  formats	  bàsicament	  per	  diferents	  tipus	  de	  

cèl·lules	  T	  (CD4+,	  Th1,	  Th17,	  CD8+,	  Treg	  i	  cèl·lules	  T	  γ/δ),	  monòcits,	  macròfags	  i	  

elements	   derivats	   de	   la	   destrucció	   de	   la	   mielina	   i	   dels	   oligodendròcits	   (Brück	  

2005).	  	  

Es	  genera	  un	  procés	  en	  el	  que	   intervenen	  cèl·lules	   tant	  del	   sistema	   immunitari	  

adquirit	   com	   innat	   (cèl·lules	   residents	   del	   SNC)	   que,	   juntament	   amb	   diferents	  

citocines	  i	  quimiocines	  com	  el	  glutamat,	  ON,	  radicals	  lliures,	  Ca2+	  i	  Na+,	  creen	  una	  

cascada	   inflamatòria	  que	  permet	  que	  es	  mantingui	   el	  procés	   inflamatori	   local	   i	  

participen	  de	  la	  fase	  més	  neurodegenerativa	  de	  la	  malaltia.	  

Els	   limfòcits	   Th2	   també	   promouen	   la	   producció	   d’anticossos	   per	   part	   de	   les	  

cèl·lules	  B	  que,	  a	  través	  de	  dipòsit	  de	  complement	  i	  de	  la	  formació	  de	  complexes	  

tòxics,	  provoquen	  també	  desmielinització	  neuronal	  i	  lesió	  d’oligodendròcits.	  Les	  

cèl·lules	   B	   són	   també	   les	   encarregades	   de	   la	   síntesi	   de	   les	   bandes	   oligoclonals	  

intratecals	  que	  s’utilitzen	  pel	  diagnòstic	  de	  la	  malaltia	  (Sospedra	  i	  Martin	  2005).	  	  

Alhora,	  aquests	  limfòcits	  Th2	  tenen	  una	  funció	  antiinflamatòria	  i	  poden	  limitar	  i	  

modular	   la	   resposta	   pro-‐inflamatòria	   per	   part	   dels	   limfòcits	   Th1	  mitjançant	   la	  
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secreció	  d’IL-‐4,	   IL-‐5,	   IL-‐6,	   IL-‐10,	   IL-‐13,	   factor	  de	  creixement	   tumoral	  β	   i	   factors	  

neurotròfics	  com	  BDNF.	  Aquest	  darrer	  afavoreix	  la	  preservació	  axonal,	  estimula	  

la	  proliferació	  i	  remielinització	  dels	  oligodendròcits	  i	  augmenta	  la	  supervivència	  

neuronal.	  

Malgrat	   haver	   adquirit	   molt	   coneixement	   en	   els	   darrers	   25	   anys	   sobre	   la	  

patogènia	   de	   la	   malaltia	   i	   els	   seus	   elements,	   actualment	   no	   es	   coneix	   amb	  

exactitud	  com	  s’articula	  tota	  aquesta	  complexa	  resposta	  immunitària.	  

	  

Figura	  3.	  Esquema	  de	  la	  patogènia	  de	  l’EM	  (Baranzini	  i	  Hauser	  2002).	  
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1.1.5. Característiques	  clíniques	  

L’EM	   és	   una	   malaltia	   molt	   heterogènia	   tant	   des	   del	   punt	   de	   vista	   patogènic	   i	  

histopatològic,	  com	  també	  a	  nivell	  clínic	  i	  de	  pronòstic.	  

L’EM	   s’ha	   classificat	   tradicionalment	   des	   d’un	   punt	   de	   vista	   fenotípic	   clínic	   en:	  

remitent-‐recurrent	   (EMRR),	   secundària	   progressiva	   (EMSP),	   primària	  

progressiva	  (EMPP)	  i	  progressiva-‐recurrent	  (EMPR)	  (Lublin	  i	  Reingold	  1996).	  

	  

Figura	  4.	  Classificació	  segons	  fenotip	  clínic	  (adaptat	  de	  Lublin	  i	  Reingold	  1996).	  

	  

Molt	   recentment,	   un	   grup	   d’experts	   internacionals,	   han	   proposat	   redefinir	   els	  

diferents	   fenotips	   clínics	   evolutius	   d’EM	   (SCA,	   EMRR	   i	   EM	  progressiva)	   segons	  

l’activitat	   i	   la	   progressió	   de	   la	  malaltia	   en	   base	   a	   la	   informació	   clínica	   i	   de	  RM	  
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(Lublin	  et	  al.	  2014).	   Els	   autors	  proposen	   començar	   a	   utilitzar	   i	   validar	   aquests	  

nous	  descriptors	  tant	  en	  la	  recerca	  clínica	  com	  en	  la	  pràctica	  clínica	  diària.	  	  

L’EM	  s’inicia,	  en	  el	  80-‐85%	  dels	  pacients,	  en	  forma	  d’un	  brot	  clínic	  en	  el	  que	  els	  

pacients	   tenen	   un	   episodi	   d’afectació	   d’alguna	   àrea	   del	   SNC	   (nervi	   òptic,	  

medul·la,	   tronc,	   hemisferis	   cerebrals	   o	   multifocal).	   	   Aquesta	   primera	  

manifestació	  clínica	  de	  la	  malaltia	  s’anomena	  síndrome	  clínicament	  aïllada	  (SCA).	  

Si	  el	  pacient	  presenta	  nous	  brots	  de	   la	  malaltia	  sense	  progressió	  entre	  ells,	  que	  

poden	   remetre	   totalment	   o	   deixar	   seqüeles	   permanents,	   s’anomena	   EM	   forma	  

remitent-‐recurrent	   (EMRR).	   La	  història	  natural	   de	   la	  malaltia	   evoluciona,	   en	   la	  

majoria	   de	   casos,	   cap	   a	   l’empitjorament	   progressiu	   amb	   increment	   de	   la	  

discapacitat	  sense	  brots	   i,	  al	  cap	  d’entre	  10	  i	  19	  anys	  de	  l’inici	  de	   la	  malaltia,	   la	  

meitat	  dels	  pacients	  presentaran	  un	  forma	  secundària	  progressiva	  d’EM	  (EMSP)	  

(Pittock	  et	  al.	  2004;	  Confavreux	  i	  Vukusic	  2006).	  Entre	  un	  15-‐20%	  dels	  pacients	  

presenten	   ja	  des	  de	   l’inici	  una	   forma	  progressiva	  de	   la	  malaltia	   sense	  brots,	   és	  

l’anomenada	   EM	   primària	   progressiva	   (EMPP).	   Una	   petita	   proporció	   d’aquests	  

pacients	  poden	  tenir	  algun	  brot	  al	  llarg	  d’aquest	  curs	  progressiu	  de	  la	  malaltia;	  és	  

la	  que	  s’anomena	  la	  forma	  progressiva-‐recurrent	  de	  la	  malaltia	  (EMPR).	  

Els	  símptomes	  de	   la	  malaltia	  són	  molt	  variables	   ja	  que	  pot	  afectar-‐se	  qualsevol	  

funció	   del	   SNC	   depenent	   de	   a	   quines	   àrees	   es	   produeixen	   els	   fenòmens	  

d’inflamació	   i	   neurodegeneració	   propis	   de	   la	   malaltia	   (Compston	   et	   al.	   2005;	  

Fernández	   et	   al.	  2011).	   Els	   símptomes	  més	   freqüents	   són	   alteracions	  motores	  

(90%),	   sensitives	   (77%),	   cerebel·loses	   (75%),	   diplòpia	   (60%),	   pèrdua	   de	   visió	  

(20%),	   cognitives	   (65%),	   espasticitat	   (50%),	   vertigen	   (20%),	   disàrtria	   (30%),	  

disfàgia	   (30%),	   alteracions	   esfinterianes	   (90%),	   disfunció	   sexual	   (70%),	  

trastorns	  afectius	  (70%),	  fatiga	  (75%)	  i	  d’altres.	  	  

La	   discapacitat	   que	   crea	   l’EM	   es	   produeix	   tant	   per	   la	   recuperació	   incompleta	   i	  

l’aparició	   de	   seqüeles	   després	   dels	   brots,	   com	   per	   l’empitjorament	   gradual	   i	  

progressiu	  no	  associat	  a	  aquests.	  	  
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1.1.6. Diagnòstic	  de	  l’EM	  

L’objectiu	  del	  diagnòstic	  de	   l’EM	  és	   fer	  un	  diagnòstic	  precís	   i	  de	   la	  manera	  més	  

simplificada	  i	  precoç	  possible.	  

El	  diagnòstic	  d’EM	  es	  basa	  en	  demostrar	  la	  disseminació	  en	  espai	  de	  la	  malaltia	  

(aparició	   d’almenys	   dues	   lesions	   de	   localització	   diferent	   en	   el	   SNC)	   i	   la	  

disseminació	  en	  temps	  (aparició	  de	  dues	  lesions	  separades	  en	  el	  temps).	  	  

Un	  aspecte	  primordial	  pel	  diagnòstic	  és	  que	  els	  símptomes	  i	  signes	  que	  presenta	  

un	   pacient	   no	   puguin	   ésser	   explicats	   per	   un	   altre	   procés	   patològic,	   i	   per	   tant,	  

abans	  de	  fer	  un	  diagnòstic	  definitiu	  d’EM	  cal	  haver	  descartat	  tota	  una	  sèrie	  molt	  

àmplia	  de	  malalties	  que	  poden	  presentar-‐se	  d’una	  forma	  similar.	  	  

Al	  llarg	  dels	  anys	  la	  comunitat	  científica	  dedicada	  a	  l’EM	  ha	  anat	  desenvolupant	  

diferents	  criteris	  diagnòstics	  basats	  en	  aspectes	  clínics	  de	  la	  malaltia	  i	  diferents	  

exploracions	   complementàries	   com	   bàsicament	   la	   RM	   i	   l’estudi	   de	   LCR	   i	  

determinació	  de	  bandes	  oligoclonals	  (BOC).	  Des	  dels	  primers	  criteris	  descrits	  per	  

Allison	   i	   Millar	   (1954)	   i	   dels	   primers	   més	   àmpliament	   usats	   de	   Poser	   et	   al.	  

(1983),	   s’han	   fet	   grans	   esforços	   per	   crear	   uns	   criteris	   diagnòstics	   que	   fossin	  

aplicables	  arreu	  del	  món,	  a	  totes	  les	  formes	  de	  presentació	  clínica	  de	  la	  malaltia,	  

amb	  el	  màxim	  de	  precisió	  i	  simplicitat	  possible,	  conservant	  una	  bona	  sensibilitat	  

i	  especificitat,	  i	  que	  permetin	  fer	  el	  diagnòstic	  al	  més	  aviat	  possible	  després	  de	  la	  

primera	   presentació	   clínica	   de	   la	   malaltia.	   Els	   darrers	   criteris	   diagnòstics	   que	  

s’han	  proposat	  i	  que	  actualment	  s’utilitzen	  són	  els	  de	  McDonald	  revisats	  al	  2010	  

(Polman	   et	   al.	   2011).	   En	   aquests	   criteris,	   la	   RM	   té	   un	   paper	  molt	   important	   i	  

permeten	  fer	  el	  diagnòstic	  d’EM	  després	  del	  primer	  episodi	  clínic,	  fins	  i	  tot,	  amb	  

una	  sola	  RM.	  	  
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Taula	   1.	   Criteris	   diagnòstics	   d’EM	   de	   McDonald	   2010	   revisats	   (Polman	   et	   al.	  

2011).	  

Presentació	  clínica	   Dades	  addicionals	  pel	  diagnòstic	  d’EM	  
≥2	  brots;	  evidència	  clínica	  objectiva	  de	  ≥2	  
lesions	   o	   evidència	   clínica	   objectiva	   d’1	  
lesió	   amb	   evidència	   històrica	   raonable	  
d’un	  brot	  previ	  

Cap	  

≥2	   brots;	   evidència	   clínica	   objectiva	   d’1	  
lesió	  

DE	  demostrada	  per	  ≥1	   lesió	  en	  T2	  en	  com	  a	  
mínim	   2	   de	   4	   localitzacions	   del	   SNC	  
característiques	   d’EM	   (periventricular,	  
juxtacortical,	   infratentorial,	   medul·∙lar);	   o	  
esperar	   per	   un	   nou	   brot	   clínic	   en	   una	  
localització	  diferent	  del	  SNC	  

1	   brot;	   evidència	   clínica	   objectiva	   de	   ≥2	  
lesions	  

DT	   demostrada	   per	   presència	   simultània	   de	  
lesions	   asimptomàtiques	   realçades	   i	   no	  
realçades	   amb	   Gd	   en	   qualsevol	   moment;	   o	  
nova	   lesió	   en	   T2	   i/o	   ≥1	   lesió	   realçada	   amb	  
Gd	  en	  una	  RM	  de	   seguiment;	  o	  esperar	  per	  
un	  nou	  brot	  clínic	  

1	   brot;	   evidència	   clínica	   objectiva	   d’1	  
lesió	  (SCA)	  

DE	  i	  DT,	  demostrats	  per:	  

DE:	   ≥1	   lesió	   en	   T2	   en	   com	   a	  mínim	   2	   de	   4	  
localitzacions	   del	   SNC	   característiques	   d’EM	  
(periventricular,	   juxtacortical,	   infratentorial,	  
medul·∙lar);	   o	   esperar	   per	   un	   nou	   brot	   clínic	  
en	  una	  localització	  diferent	  del	  SNC	  

DT:	   presència	   simultània	   de	   lesions	  
asimptomàtiques	   realçades	   i	   no	   realçades	  
amb	  Gd	  en	  qualsevol	  moment;	  o	  nova	   lesió	  
en	   T2	   i/o	   ≥1	   lesió	   realçada	   amb	  Gd	   en	   una	  
RM	  de	  seguiment;	  o	  esperar	  per	  un	  nou	  brot	  
clínic	  

Progressió	   neurològica	   suggestiva	   d’EM	  
(EM	  primària	  progressiva)	  

1	   any	   de	   progressió	   retrospectiva	   o	  
prospectiva	   de	   la	  malaltia	   i	   2	   dels	   3	   criteris	  
següents:	  

1-‐ Evidència	   per	   DE	   per	   ≥1	   lesió	   en	  
localitzacions	   del	   SNC	   característiques	  
d’EM	   (periventricular,	   juxtacortical	   o	  
infratentorial)	  

2-‐ ≥2	  lesions	  en	  la	  medul·∙la	  
3-‐ LCR	  positiu	  per	  BOC	  positives	  mitjançant	  

IEF	  i/o	  índex	  IgG	  elevat	  
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1.1.7. Tractament	  

Actualment	  no	  es	  disposa	  de	  cap	  tractament	  curatiu	  per	  a	  l’EM.	  No	  obstant	  això,	  

el	   coneixement	   que	   s’ha	   adquirit	   en	   els	   darrers	   25	   anys	   de	   la	   patogènia	   de	   la	  

malaltia,	   ha	   permès	   desenvolupar	   teràpies	   que	   permeten	   reduir	   parcialment	  

l’activitat	   inflamatòria	   i	   els	   brots	   clínics	   de	   la	   malaltia	   i,	   en	   menor	   grau,	   la	  

progressió	  de	  la	  discapacitat.	  

Als	   anys	   90	   van	   aparèixer	   els	   primers	   estudis	   amb	   fàrmacs	   per	   a	   l’EM	   i	   des	  

d'aleshores	  s'han	  dut	  a	  termini	  molts	  assajos	  clínics	  que	  han	  demostrat	  l’eficàcia	  

de	   diferents	   molècules	   per	   al	   tractament	   de	   la	   malaltia	   i	   han	   permès	   que	  

progressivament	  s’hagin	  pogut	  usar	  nous	  fàrmacs	  a	  la	  pràctica	  clínica	  diària.	  	  

Actualment	   disposem	   de	   6	   fàrmacs	   diferents	   aprovats	   per	   les	   autoritats	  

sanitàries	   del	   nostre	   entorn	   per	   a	   tractar	   l’EM:	   interferó-‐β	   (Betaferon®,	  

Extavia®,	   Rebif®,	   Avonex®),	   acetat	   de	   glatiràmer	   (Copaxone®),	   natalizumab	  

(Tysabri®),	   fingolimod	  (Gilenya®),	  mitoxantrona	   (Novantrone®)	   i	  azatioprina.	  

L’Agència	  Europea	  del	  Medicament	  ha	   aprovat	   tres	  nous	   fàrmacs	  per	   l’EM	  que	  

estan	   pendents	   d’ésser	   aprovats	   al	   nostre	   país:	   terifunomida,	   dimetilfumarat	   i	  

alemtuzumab.	  A	  més	  a	  més,	  en	  el	  moment	  actual	  hi	  ha	  molts	  altres	   fàrmacs	  en	  

assajos	  clínics	   fases	   II	   i	   III	  com	  a	  potencials	  nous	   tractaments	  per	  a	   la	  malaltia.	  

Aquest	   ampli	   ventall	   d’opcions	   terapèutiques	   permetrà,	   en	   un	   futur	   no	   gaire	  

llunyà,	  poder	  tractar	  d’una	  forma	  més	  adequada	  els	  pacients	  amb	  EM,	  permetent	  

seleccionar	  el	  pacient	  adequat	  per	  ésser	  tractat	  amb	  el	  fàrmac	  més	  adequat,	  a	  la	  

dosi	  adequada	  i	  en	  el	  moment	  més	  adequat	  de	  la	  seva	  malaltia;	  el	  que	  anomenem	  

medicina	  personalitzada.	  	  

Els	   fàrmacs	   per	   a	   l’EM	   actualment	   més	   utilitzats	   a	   la	   pràctica	   clínica	   són	   les	  

diferents	  presentacions	  d’interferó-‐β,	   l’acetat	   de	   glatiràmer,	   el	   natalizumab	   i	   el	  

fingolimod.	  Estan	   indicats	   en	  diferents	   formes	  de	   la	  malaltia:	   SCA,	  Betaferon®,	  

Extavia®,	  Avonex®	  i	  Copaxone®;	  EMRR,	  tots	  ells;	  EMSP,	  Betaferon®,	  Extavia®,	  

Rebif®;	   formes	  EMRR	  amb	  mala	  resposta	  a	   interferó-‐β	  o	  acetat	  de	  glatiràmer	   i	  

formes	  greus	  d’evolució	  ràpida,	  Tysabri®	  i	  Gilenya®.	  	  



INTRODUCCIÓ	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Estudi	  miEM	  
	  

	  
	  
18	  

Aquests	   fàrmacs	   tenen	   un	   perfil	   d’eficàcia	   variable	   demostrada	   en	   diferents	  

assajos	  clínics,	  que	  va	  des	  d’una	  reducció	  de	  brots	  de	   la	  malaltia	  moderada	  del	  

voltant	   d’un	   30%	   (interferó-‐β	   i	   acetat	   de	   glatiràmer)	   fins	   a	   un	   efecte	   més	  

important	   del	   60-‐70%	   (natalizumab	   i	   fingolimod).	   El	   perfil	   d’efectes	   adversos	  

també	   és	   variable:	   efectes	   poc	   greus	   però	   relativament	   freqüents	   i	   incòmodes,	  

com	   la	   simptomatologia	   pseudo-‐gripal	   (interferó-‐β),	   	   els	   símptomes	  

postpuncionals	  immediats	  en	  forma	  de	  taquicàrdia,	  dispnea	  i	  envermelliment	  de	  

breu	  duració	  (acetat	  de	  glatiràmer)	  i	  els	  efectes	  locals	  produït	  per	  les	  injeccions	  

subcutànies	   (interferó-‐β	   i	   acetat	   de	   glatiràmer);	   efectes	   que	   requereixen	  

monitorització	   periòdica,	   com	   la	   leucopènia	   o	   hepatotoxicitat	   (interferó-‐β);	   o	  

efectes	   potencialment	   més	   greus,	   encara	   que	   molt	   menys	   freqüents,	   però	   que	  

requereixen	   d’una	   monitorització	   clínica	   i	   d’utilització	   d’altres	   proves	  

complementàries	   (laboratori,	   RM,	  ECG	  o	  proves	   oftalmològiques)	  més	   estreta	   i	  

d’un	  pla	  de	  riscos	  ben	  establert,	  com	  són	  els	  efectes	  cardíacs	   i	   l’edema	  macular	  

(fingolimod)	  o	  la	  leucoencefalopatia	  multifocal	  progressiva	  (natalizumab).	  

Tots	  aquests	  fàrmacs	  tenen	  també	  un	  efecte	  important	  positiu	  sobre	  la	  reducció	  

de	   l’aparició	   de	   noves	   lesions	   a	   la	   RM	   però	   han	   demostrat,	   en	   general,	  menys	  

efecte	   sobre	   la	   reducció	  de	   la	   progressió	  de	   la	   discapacitat.	   Això	   reflecteix	   que	  

aquests	   fàrmacs	   actuen	   bàsicament	   a	   les	   primeres	   fases	   de	   la	   malaltia	   on	  

predominen	   els	   fenòmens	   patogènics	   inflamatoris,	   i	   menys	   en	   les	   fases	   més	  

tardanes	  on	  els	  fenòmens	  neurodegeneratius	  dominen	  i	  són	  els	  responsables	  de	  

l’acumulació	  progressiva	  de	  la	  discapacitat.	  

Malgrat	  la	  disponibilitat	  avui	  en	  dia	  de	  diferents	  tractaments	  per	  a	  l’EM,	  no	  tots	  

els	   pacients	   poden	   aconseguir	   un	   òptim	   control	   de	   la	   malaltia,	   i	   molts	   d’ells	  

continuen	  encara	  presentant	  brots	  clínics	  i	  incrementen	  progressivament	  la	  seva	  

discapacitat	  física	  i	  cognitiva.	  Les	  causes	  d’aquesta	  resposta	  subòptima	  -‐que	  són	  

multifactorials-‐	   no	   són,	   avui	   en	   dia,	   encara	   ben	   conegudes.	   S’està	   fent	   un	   gran	  

esforç	   en	   els	   darrers	   anys	   per	   identificar	   quins	   són	   aquests	   factors	   i	   per	  

reconèixer	  de	  forma	  precoç	  els	  pacients	  que	  tindran	  una	  resposta	  subòptima	  als	  

diferents	  tractaments	  per	  l’EM	  (Río	  et	  al.	  2006;	  Bertolotto	  i	  Gilli	  2008;	  Río	  et	  al.	  

2009;	  Río	  et	  al.	  2009b;	  Sormani	  et	  al.	  2013a;	  Sormani	  et	  al.	  2013b).	  Identificar	  de	  

forma	   precoç	   aquests	   pacients	   és	   de	   vital	   importància,	   no	   només	   per	   estalviar	  
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temps	   i	   diners	   als	   pacients	   i	   al	   sistema	   sanitari,	   sinó	   per	   reduir	   l’activitat	  

inflamatòria	   i	   la	  progressió	  de	  la	  malaltia	  el	  més	  aviat	  possible	   i	  per	  millorar	   la	  

qualitat	  de	  vida	  d’aquests	  pacients.	  

Diferents	   societats	   científiques,	   a	   causa	   de	   les	   diverses	   i	  múltiples	   alternatives	  

terapèutiques	  amb	  diferent	  eficàcia	  en	  cada	  forma	  clínica	  de	  la	  malaltia	  i	  amb	  un	  

perfil	   benefici/risc	   propi,	   han	   proposat	   algoritmes	   que	   són	   útils	   per	   ajudar	   a	  

prendre	  decisions	  terapèutiques	  a	  la	  pràctica	  clínica	  diària	  (Álvarez-‐Cermeño	  et	  

al.	  2007;	  Agència	  d’Informació,	  Avaluació	  i	  Qualitat	  en	  Salut	  2012).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  



INTRODUCCIÓ	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Estudi	  miEM	  
	  

	  
	  
20	  

Figura	   5.	   Algoritme	   per	   al	   tractament	   de	   l’EMRR	   proposat	   per	   l'Agència	  

d’Informació,	  Avaluació	  i	  Qualitat	  en	  Salut	  (2012).	  
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Figura	   6.	   Algoritme	   per	   al	   tractament	   de	   l’EMSP	   proposat	   per	   l'Agència	  

d’Informació,	  Avaluació	  i	  Qualitat	  en	  Salut	  (2012).	  
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1.2. BIOMARCADORS	  EN	  ESCLEROSI	  MÚLTIPLE	  

	  

Un	  biomarcador	  o	  marcador	  biològic	  és	  una	  característica	  que	  pot	  ser	  mesurada	  i	  

avaluada	  objectivament	   com	  un	   indicador	  de	  processos	  biològics,	  de	  processos	  

patogènics	  o	  com	  un	  indicador	  de	  resposta	  terapèutica.	  Els	  biomarcadors	  també	  

permeten	  clarificar	  les	  vies	  mecanístiques	  implicades	  en	  les	  diferents	  malalties	  i	  

millorar	   el	   coneixement	   de	   la	   seva	   neuropatologia	   i,	   d’aquesta	  manera,	   poden	  

ajudar	  en	  el	  diagnòstic	  diferencial	  de	  malalties	  fenotípicament	  similars.	  La	  seva	  

utilització	   requereix	   una	   quantificació	   i	   una	   validació	   clínica	   confirmada	   en	  

diferents	   laboratoris	   i	   estudis	   independents.	   Un	   biomarcador	   òptim	   ha	   de	   ser	  

simple,	   sensible,	   específic,	   reproduïble,	   cost-‐efectiu	   i	   estable	   al	   llarg	   del	   temps	  

(Atkinson	  et	  al.	  2001).	  

Un	  biomarcador	  subrogat	  és	  un	  marcador	  biològic	  que	  substitueix	  un	  criteri	  de	  

valoració	  clínic	  amb	  qui	  té	  una	  forta	  associació	  en	  base	  a	  una	  evidència	  científica	  

i	  que	  permet	  predir	  un	  pronòstic	  o	  benefici	  clínic	  (Atkinson	  et	  al.	  2001).	  

Els	  biomarcadors	  es	  poden	  classificar	  de	  diferents	  maneres:	   segons	   l’objectiu	  a	  

respondre	   (factor	   de	   risc,	   diagnòstic,	   pronòstic,	   resposta	   a	   tractament),	   segons	  

l’estructura	   o	   funció	   que	   mesuren	   (genètics,	   moleculars,	   clínics,	   d’imatge),	  

segons	  el	  mecanisme	  patogènic	  que	  mesurin	  (en	  el	  cas	  d’EM	  pot	  ser	  inflamació,	  

desmielinització,	   lesió	  axonal,	   remielinització,	  regeneració)	  o	  segons	  el	   tipus	  de	  

mostra	   biològica	   d’on	   s’obtingui	   (sang,	   LCR,	   orina,	   llàgrima,	   saliva,	   etc.)	  

(Atkinson	  et	  al.	  2001).	  

La	   identificació	   de	   biomarcadors	   en	   l’EM	   és	   complicada	   ja	   que	   es	   tracta	   d’una	  

malaltia	  altament	  complexa	  tant	  des	  del	  punt	  de	  vista	  patogènic,	  de	  presentació	  

clínica,	   d’evolució,	   de	   pronòstic,	   com	   també	   de	   resposta	   als	   diferents	  

tractaments,	  però	  la	  seva	  determinació	  és	  molt	  important	  per	  comprendre	  millor	  

la	  patogènia	  de	  la	  malaltia,	  permetre	  un	  millor	  i	  més	  precoç	  diagnòstic,	  ajudar	  en	  

el	   seu	   diagnòstic	   diferencial,	  millorar	   el	   coneixement	   actual	   sobre	   el	   pronòstic	  

evolutiu	  de	  la	  malaltia	  tant	  a	  curt	  com	  a	  llarg	  termini,	  comprendre	  millor	  l’efecte	  

dels	   diferents	   tractaments,	   identificar	   futures	   dianes	   terapèutiques,	   plantejar	  
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nous	   estudis	   sobre	   la	   malaltia,	   identificar	   nous	   biomarcadors,	   i,	   en	   definitiva,	  

orientar	  el	  maneig	  de	  la	  malaltia	  cap	  a	  una	  medicina	  més	  personalitzada	  (Rudick	  

2012).	  

Des	  de	  fa	  anys	  s’ha	  treballat	  intensament	  en	  la	  recerca	  de	  biomarcadors	  en	  l’EM	  i	  

se	  n’han	  identificat	  alguns	  que	  podrien	  ser	  candidats	  molt	  prometedors	  per	  ésser	  

usats	  per	  al	  diagnòstic	  precoç	  de	   la	  malaltia,	  per	   identificar	  els	  diferents	  perfils	  

clínics,	   per	   al	   pronòstic	   i	   per	   a	   la	   monitorització	   de	   la	   resposta	   terapèutica	  

(Villoslada	  2010;	  Hampel	  et	  al.	  2011;	  Katsavos	   i	  Anagnostouli	  2013;	  Fernández	  

et	   al.	   2013).	   Malauradament,	   encara	   pocs	   d’ells	   s’han	   validat	   adequadament	   i	  

això	   limita	   la	   seva	   aplicabilitat	   clínica.	   En	   els	   darrers	   anys	   la	   recerca	   s’està	  

focalitzant	  més	   en	   la	   validació	   clínica	   dels	   biomarcadors	   ja	   existents	   que	   en	   la	  

descoberta	  i	  la	  identificació	  de	  nous	  (Rudick	  2012).	  

	  

1.2.1. Biomarcadors	  clínics	  

L’EM	   és	   una	  malaltia	   clínicament	   heterogènia	   fent	   que	   sigui	   impossible	   poder	  

donar	  un	  pronòstic	  concret,	  precís	  i	  de	  forma	  precoç	  a	  un	  pacient	  individual.	  No	  

obstant	  això,	  hi	  ha	  molts	  estudis	  sobre	  la	  seva	  història	  natural	  i	  s’han	  identificat	  

una	  sèrie	  de	  variables	  clíniques	  que	  es	  relacionen,	  de	  forma	  genèrica,	  amb	  la	  seva	  

evolució	  i	  el	  seu	  pronòstic	  a	  llarg	  termini	  (Weinshenker	  et	  al.	  1989;	  Runmarker	  i	  

Andersen	  1993;	  Weinshenker	  1998;	  Kremenchutzky	  et	  al.	   1999;	  Confavreux	  et	  

al.	   2000;	  Confavreux	  et	  al.	   2003;	  Confavreux	   i	  Vukusic	   2006;	  Degenhardt	  et	  al.	  

2009).	  	  

Les	  principals	  variables	  clíniques	  que	  s’han	  trobat	  relacionades	  amb	  el	  pronòstic	  

i	   evolució	   de	   la	   malaltia	   són	   l’edat	   d’inici,	   el	   gènere,	   la	   forma	   de	   debut	   de	   la	  

malaltia,	   el	   nombre	   de	   brots	   i	   l’evolució	   durant	   els	   primers	   2	   i	   5	   anys	   de	   la	  

malaltia	  (taula	  1).	  

La	   forma	   fenotípica	   inicial	   de	   la	   malaltia	   està	   relacionada	   estretament	   amb	   el	  

pronòstic	   de	   la	   discapacitat;	   les	   formes	   progressives	   arriben	   abans	   a	  

discapacitats	  més	  elevades	  que	  les	  formes	  remitents-‐recurrents.	  
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L’edat	   d’inici	   de	   la	   malaltia	   està	   inversament	   relacionada	   amb	   la	   velocitat	   de	  

progressió	   de	   la	   discapacitat;	   una	   edat	   més	   precoç	   tarda	   més	   a	   arribar	   a	  

discapacitats	  més	  elevades,	  però	  com	  que	  comencen	  la	  malaltia	  abans,	  arriben	  a	  

discapacitats	  mesurades	  mitjançant	   l’Escala	  de	  discapacitat	  ampliada	  de	  Kurtze	  

(1983)	  de	  4	  o	  6	  a	  edats	  similars	  als	  pacients	  que	  inicien	  la	  malaltia	  més	  tard.	  	  

Tot	   i	  que	   la	  malaltia	  és	  3	  vegades	  més	   freqüent	  en	  dones,	  els	  homes	  tenen	  una	  

progressió	  de	  la	  discapacitat	  més	  accelerada	  que	  les	  dones.	  	  

La	   forma	  de	  debut	  de	   la	  malaltia	   està	   relacionada	  amb	  el	  pronòstic	   a	  mig-‐llarg	  

termini:	  els	  brots	  de	  neuritis	  òptica	  i	  sensitius	  tenen	  més	  bon	  pronòstic	  que	  els	  

motors,	  cerebel·losos,	  de	  tronc	  o	  medul·lars.	  El	  debut	  monosimptomàtic	  també	  té	  

és	  bon	  pronòstic	  que	  el	  polisimptomàtic.	  

	  

Taula	  2.	  Variables	  clíniques	  associades	  al	  pronòstic	  de	  l’EM.	  

Bon	  pronòstic	   Mal	  pronòstic	  

Sexe	  femení	   Sexe	  masculí	  

Debut	  en	  edat	  jove	   Debut	  en	  edat	  més	  avançada	  

Inici:	  neuritis	  òptica,	  brot	  sensitiu	   Inici:	  Brot	  motor,	  cerebel·∙lós,	  tronc,	  medul·∙la	  

Brot	  inicial	  monosimptomàtic	   Brot	  inicial	  polisimptomàtic	  

Forma:	  remitent-‐recurrent	   Forma:	  progressiva	  

Recuperació	  completa	   Recuperació	  incompleta	  

Interval	  llarg	  entre	  els	  primer	  i	  segon	  brot	   Interval	  curt	  entre	  els	  primer	  i	  segon	  brot	  

Pocs	  brots	  els	  primers	  2	  anys	   Molts	  brots	  els	  primers	  2	  anys	  

Molt	  temps	  per	  arribar	  a	  EDSS	  3	   Poc	  temps	  per	  arribar	  a	  EDSS	  3	  

Poca	  discapacitat	  els	  primers	  2-‐5	  anys	   Alta	  discapacitat	  els	  primers	  2-‐5	  anys	  

	  

L’activitat	  de	   la	  malaltia	   en	   forma	  de	  brots	   clínics,	   sobretot	  durant	   els	  primers	  

dos	   anys,	   és	   un	   factor	   pronòstic	   d’evolució	   posterior.	   No	   obstant	   això,	   aquest	  

efecte	  es	  manté	  només	  fins	  arribar	  a	  una	  discapacitat	  mesurada	  per	  EDSS	  de	  3-‐4,	  
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ja	  que	  a	  partir	  de	   llavors	   la	  discapacitat	  progressa	  de	   forma	  continua	   i	  bastant	  

homogènia	  i	  amb	  independència	  dels	  brots	  previs	  i	  posteriors	  (Leray	  et	  al.	  2010).	  

Aquestes	   variables	   clíniques	   associades	   a	   un	   pitjor	   pronòstic	   evolutiu	   de	   la	  

malaltia	   per	   història	   natural,	   només	   semblen	   tenir	   importància	   durant	   la	   fase	  

remitent-‐recurrent,	   ja	  que	  quan	  els	  pacients	  entren	  en	   la	   fase	  progressiva	  de	   la	  

malaltia,	   que	   sol	   ocórrer	   al	   voltant	   dels	   40	   anys	   d’acord	   amb	   aquests	   estudis	  

d’història	   natural,	   independentment	   de	   si	   inicialment	   van	   començar	   amb	   una	  

forma	   remitent-‐recurrent	   o	   directament	   amb	   una	   forma	   progressiva,	  

l’acumulació	   de	   discapacitat	   a	   partir	   d’aquest	   moment	   és	   independent	   de	   les	  

variables	   clíniques	   i	   de	   l’activitat	   inflamatòria	   de	   la	  malaltia	   (Confavreux	   et	  al.	  

2003).	  	  

	  

1.2.2. Biomarcadors	  genètics	  i	  moleculars	  

En	   l’EM	   s’han	   proposat	   diferents	   tipus	   de	   biomarcadors	   genètics	   i	  moleculars:	  

per	   diferents	   objectius	   (diagnòstic,	   forma	   de	   presentació	   clínica,	   pronòstic,	  

evolució	   de	   la	   discapacitat,	   resposta	   a	   tractament),	   per	   procés	   patogènic	  

(inflamació,	   desmielinització,	   pèrdua	   axonal,	   neurodegeneració)	   i	   en	   diferents	  

tipus	  de	  mostra	  (sang,	  LCR,	  orina,	   llàgrimes,	  saliva	   i	  biòpsies	  de	  teixit	  cerebral)	  

(Villoslada	  2010;	  Fernández	  et	  al.	  2013;	  Katsavos	  i	  Anagnostouli	  2013).	  

A	   nivell	   de	   biomarcadors	   en	   sang	   s’han	   identificat	   en	   els	   darrers	   20	   anys	  

diferents	   molècules,	   algunes	   de	   les	   quals	   podrien	   ser	   en	   un	   futur	   potencials	  

biomarcadors.	   D’aquests	   el	   que	   actualment	   està	   més	   validat	   i	   s’utilitza	   en	   la	  

pràctica	  clínica	  diària,	  són	  els	  anticossos	  anti-‐aquaporina4	  que	  tenen	  molt	  valor	  

pel	   diagnòstic	   de	   la	   neuromielitis	   òptica	   com	   a	   diagnòstic	   diferencial	   de	   l’EM	  

(Wingerchuk	  et	  al.	  2007).	  

El	   LCR	   ha	   estat	   on	   també	   s’han	   estudiat,	   per	   les	   seves	   característiques	  

particulars,	   possibles	   biomarcadors	   per	   l’EM.	   El	   més	   important,	   validat	   i	   que	  

actualment	   s’utilitza	   de	   forma	   més	   generalitzada,	   són	   les	   bandes	   oligoclonals	  
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d’IgG.	   En	   els	   darrers	   anys	   també	   estan	   agafant	   importància	   les	   bandes	  

oligoclonals	  d’IgM.	  De	  totes	  dues,	  se	  n’ampliarà	  la	  informació	  més	  endavant.	  	  

També	  s’han	  identificat	  altres	  molècules	  que	  potencialment	  podrien	  ser	  de	  gran	  

utilitat	   com	   a	   biomarcadors	   de	   pronòstic	   si	   acaben	   finalment	   validant-‐se,	   com	  

són	   els	   neurofilaments	   (Salzer	  et	  al.	  2010;	  Kuhle	  et	  al.	   2011;	  Gunnarsson	  et	  al.	  

2011;	  Teunissen	  i	  Khalil	  2012)	  i	  la	  chitinasa	  3-‐like1	  (Comabella	  et	  al.	  2010).	  Els	  

microRNAs	   són	   unes	   altres	  molècules	   que	   regulen	   l’expressió	   genètica	   a	   nivell	  

posttranscripcional	  i	  que	  recentment	  estan	  agafant	  importància	  com	  a	  potencials	  

biomarcadors	   de	   diverses	   malalties,	   incloses	   les	   neurodegeneratives	   i,	  

específicament,	   l’EM.	   Aquestes	   en	   concret	   són	   les	   que	   han	   despertat	   l’interès	   i	  

han	  motivat	  la	  realització	  d’aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral.	  

	  

1.2.3. Biomarcadors	  d’imatge	  

Hi	  ha	  diferents	  tècniques	  relacionades	  amb	  la	   imatge	  que	  s’han	  estudiat	   i	  s’han	  

proposat	  com	  a	  biomarcadors	  de	  diagnòstic	  i	  pronòstic	  de	  l’EM.	  	  

La	  tomografia	  de	  coherència	  òptica	  és	  una	  tècnica	  relativament	  nova	  d’imatge	  

del	   nervi	   òptic	   podria	   ser	   candidata	   a	   ésser	   utilitzat	   en	   el	   futur	   en	   la	   pràctica	  

clínica	   diària	   com	   a	   biomarcador	   de	   neurodegeneració	   (Pulicken	   et	   al.	   2007;	  

Gordon-‐Lipkin	  et	  al.	  2007;	  Toledo	  et	  al.	  2008;	  Petzold	  et	  al.	  2010;	  Oreja-‐Guevara	  

et	  al.	  2010;	  Oreja-‐Guevara	  et	  al.	  2012).	  

Els	  potencials	  evocats,	  que	  anys	  enrere	  s’utilitzaven	  de	  forma	  quasi	  rutinària	  en	  

el	  procés	  diagnòstic	  de	  l’EM,	  avui	  en	  dia,	  gràcies	  a	  l’avenç	  tecnològic	  de	  la	  RM	  i	  a	  

la	  seva	  alta	  sensibilitat	  per	  a	  la	  detecció	  de	  lesions	  subclíniques	  d’EM,	  s’utilitzen	  

en	  molt	  poques	  ocasions	  i	  la	  seva	  utilitat	  en	  aquesta	  malaltia	  està	  en	  discussió	  tot	  

i	   que	   hi	   ha	   estudis	   que	   suggereixen	   el	   seu	   potencial	   paper	   com	   a	   mesura	  

pronòstica	   i	  de	  neurodegeneració	  (Fuhr	  et	  al.	  2001;	   Jung	  et	  al.	  2008;	  Rico	  et	  al.	  

2009;	  Schlaeger	  et	  al.	  2012).	  
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La	  RM	  és	  el	  biomarcador	  d’imatge	  en	  EM	  més	  ben	  validat	  i	  acceptat,	  i	  s’utilitza	  en	  

la	  pràctica	  clínica	  diària	  tant	  per	  al	  diagnòstic	  i	  el	  seguiment	  de	  la	  malaltia	  i,	  en	  

els	  darrers	  anys,	  hi	  ha	  cada	  vegada	  més	  evidència	  que	  proporciona	  una	  valuosa	  

informació	  que	  és	  útil	  pel	  maneig	  terapèutic	  dels	  pacients	  afectats	  d'EM.	  	  

S’utilitza	  en	  el	  diagnòstic	  per	  demostrar	  la	  disseminació	  en	  espai	  i	  en	  temps	  de	  la	  

malaltia.	   Actualment	   és	   la	   principal	   exploració	   complementària	   inclosa	   en	   els	  

criteris	  diagnòstics	  d’EM	  de	  McDonald	  2010	   revisats	   (Polman	  et	  al.	   2011)	   i,	   en	  

ocasions,	   només	   una	   sola	   RM	   permet	   fer	   el	   diagnòstic	   definitiu	   d’EM	   en	   un	  

pacient	  amb	  debut	  clínic	  suggestiu	  de	  la	  malaltia.	  	  

La	   RM	   s’utilitza	   com	   a	   biomarcador	   d’activitat	   de	   la	  malaltia	   tant	   a	   la	   pràctica	  

clínica	  com	  en	  assajos	  clínics.	  La	  presència	  de	   lesions	  realçades	  amb	  gadolini	  o	  

noves	   lesions	   en	   T2	   ens	   indica	   una	   elevada	   probabilitat	   de	   tenir	   un	   nou	   brot	  

clínic	  o	  que	  apareguin	  noves	   lesions	  en	  RM	  a	  curt	  termini	  (Rovira	   i	  León	  2008;	  

Filippi	  i	  Rocca	  2011).	  	  

El	   valor	   de	   l’activitat	   de	   la	   malaltia	   demostrada	   per	   RM	   com	   a	   biomarcador	  

pronòstic	  de	  discapacitat	  és	  variable:	  per	  una	  banda,	  hi	  ha	  una	  baixa	  correlació	  

entre	   les	   lesions	   que	   realcen	   amb	   gadolini	   i	   la	   discapacitat	   en	   formes	   d’EM	  

remitent-‐recurrent	  i	  sobretot	  en	  formes	  secundàries	  progressives	  (Kappos	  et	  al.	  

1999),	  però	  per	  altra,	  hi	  ha	  una	  correlació	  moderada	  entre	  el	  nombre	  de	  lesions	  

basals	   a	   la	   RM	   inicial	   i	   la	   discapacitat	   a	   llarg	   termini	   (Tintoré	   et	   al.	   2006),	   i	  

l’increment	  de	   la	   càrrega	   lesional	   en	  T2	  durant	  els	  primers	  anys	  de	   la	  malaltia	  

s’ha	   associat	   amb	   la	   probabilitat	   de	   desenvolupar	   una	   forma	   secundària	  

progressiva	  de	  la	  malaltia	  (Fisniku	  et	  al.	  2008).	  

Les	   mesures	   d’atròfia	   cerebral,	   dirigides	   a	   avaluar	   els	   processos	  

neurodegeneratius	  de	   la	  malaltia,	   estan	  moderadament	   correlacionades	  amb	   la	  

discapacitat	   en	   formes	   d’EM	   remitent-‐recurrent	   i	   secundària	   progressiva	  

(Giorgio	  et	  al.	  2008).	  Els	  mètodes	  de	  segmentació	  identifiquen	  patrons	  d’atròfia	  

cerebral	  regional	  tant	  de	  substància	  blanca	  com,	  sobretot,	  de	  substància	  gris	  que	  

es	  correlacionen,	  ja	  a	  l’inici	  de	  la	  malaltia,	  amb	  la	  discapacitat,	  la	  càrrega	  lesional	  
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en	  T2	   i	   el	   trastorn	   cognitiu	   (Chard	  et	  al.	   2002;	   Fisher	  et	  al.	   2002;	  Dalton	  et	  al.	  

2004;	  Riccitelli	  et	  al.	  2011).	  

La	   presència	   d’atròfia	   medul·lar,	   sobretot	   a	   nivell	   cervical,	   es	   pot	   detectar	   ja	  

també	  en	  fases	  inicials	  de	  la	  malaltia	  i	  s’ha	  correlacionat	  de	  forma	  moderada	  amb	  

la	  progressió	  de	   la	  discapacitat	   (Losseff	  et	  al.	   1996;	  Miller	  et	  al.	   2002;	  Agosta	   i	  

Filippi	  2007).	  

Les	   tècniques	  convencionals	  de	  RM	  mostren,	   en	  general,	  una	  moderada	   relació	  

amb	   la	   discapacitat	   a	   llarg	   termini.	   Per	   aquest	   motiu,	   s’ha	   estudiat	   si	   les	  

tècniques	   no	   convencionals	   de	   RM	   podrien	   ser	   més	   bons	   biomarcadors	   de	  

pronòstic.	   La	   transferència	   de	   magnetització,	   l’espectroscòpia,	   la	   difusió,	   la	  

tractografia,	   la	   identificació	   i	   quantificació	   de	   lesions	   intracorticals,	   la	  

identificació	   de	   dipòsits	   de	   ferro,	   la	   identificació	   de	   vènules	   intraplaques,	   la	  

utilització	  d’aparells	  d’alt	  camp	  magnètic	  (3T	  i	  7T)	  i	  la	  RM	  funcional,	  són	  algunes	  

d’aquestes	   noves	   tècniques	   que	   s’estan	   validant	   com	   a	   potencials	   futurs	  

biomarcadors	  d’imatge	  tant	  de	  diagnòstic	  com	  de	  pronòstic	  de	  la	  malaltia	  (Filippi	  

i	  Rocca	  2011).	  

La	  RM	  també	  pot	  ser	  utilitzada	  com	  a	  biomarcador	  de	  resposta	  al	  tractament	  de	  

l’EM.	  De	  fet,	  els	  assajos	  clínics	  mostren	  una	  forta	  correlació	  (>80%)	  entre	  l’efecte	  

del	  tractament	  en	  les	  lesions	  actives	  identificables	  en	  RM	  i	  l’efecte	  sobre	  els	  brots	  

(Sormani	  et	  al.	  2011),	  mentre	  que	  la	  seva	  correlació	  amb	  la	  discapacitat	  és	  més	  

dèbil	  (Sormani	  et	  al.	  2010).	  	  

En	  els	  darrers	  anys	  alguns	  estudis	  han	  demostrat	  que	  la	  RM	  també	  pot	  utilitzar-‐

se	   com	   a	   biomarcador	   de	   resposta	   terapèutica	   a	   nivell	   individual	   i	   que	   la	  

combinació	  d’informació	  clínica	  (nombre	  de	  brots	  i	  increment	  de	  la	  discapacitat	  

mesurada	  mitjançant	   l’escala	  EDSS)	   juntament	   amb	   informació	  provinent	  de	   la	  

RM	   convencional	   (noves	   lesions	   en	  T2	   o	   realçades	   amb	   gadolini)	   després	   d’un	  

any	   de	   tractament	   amb	   interferó-‐β	   té	   un	   valor	   pronòstic	   significatiu	   per	  

identificar	   els	   pacients	   que	   presentaran	   activitat	   clínica	   i	   progressió	   de	   la	  

malaltia	   durant	   els	   següents	   2,	   3	   i	   fins	   i	   tot	   4	   anys	   (Río	   et	   al.	   2006;	   Río	   et	   al.	  

2009a;	   Río	   et	   al.	   2009b;	   Sormani	   et	   al.	   2013b;	   Sormani	   i	   De	   Stefano	   2013).	  
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Aquest	   anomenat	  Río-‐score	   permetria	   identificar	   de	   forma	   precoç	   els	   pacients	  

considerats	   no-‐responedors	   després	   d’un	   any	   de	   tractament	   amb	  

immunomoduladors.	  	  
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1.3. BANDES	  OLIGOCLONALS	  

	  

Les	   bandes	   oligoclonals	   són	   fraccions	   d’immunoglobulines	   que	   es	   detecten	   en	  

diferents	   fluids	   corporals	   i	   que	   són	   produïdes	   per	   diversos	   clons	   de	   cèl·lules	  

plasmàtiques.	  	  

	  

1.3.1. Bandes	  oligoclonals	  d’IgG	  

Les	  bandes	  oligoclonals	  d’IgG	  en	  LCR	  (BOCG)	  corresponent	  a	  la	  síntesi	  intratecal	  

d’immunoglobulines	  IgG	  i	  estan	  presents	  en	  la	  majoria	  dels	  pacients	  amb	  EM	  i	  la	  

seva	  detecció	  ajuda	  en	  el	  diagnòstic	  de	   la	  malaltia.	  La	  seva	  presència	  en	  el	  LCR	  

però	  no	  en	  el	  sèrum	  (BOCG+)	  indica	  que	  la	  síntesi	  d’aquestes	  immunoglobulines	  

s’ha	  produït	  en	  el	  SNC	  per	  un	  nombre	  limitat	  de	  clons	  de	  cèl·lules	  plasmàtiques	  

com	  a	  resposta	  a	  antígens	   lipídics	  associats	  a	   la	  mielina	  (Compston	  et	  al.	  2005;	  

Villar	  et	  al.	  2005).	  	  

Hi	   ha	   diferents	  mètodes	   per	   a	   l’anàlisi	   de	   les	   BOCG	   que	   poden	   tenir	   resultats	  

diferents	  en	  quant	  a	  sensibilitat,	  especificitat	  i	  reproductibilitat	  (Andersson	  et	  al.	  

1994).	   Per	   això	   s’han	   establert	   unes	   normes	   de	   consens	   per	   a	   l’anàlisi	   de	   la	  

síntesi	   intratecal	   d’IgG	   per	   al	   diagnòstic	   d’EM	   (Freedman	   et	   al.	   2005)	   i	   es	  

recomana	   l’estudi	   qualitatiu	   mitjançant	   tècniques	   d’isoelectroenfoc	   i	  

immunodetecció	  (Sádaba	  et	  al.	  2004),	  i	  quan	  s’utilitza	  la	  fosfatassa	  alcalina	  per	  a	  

la	  immunodetecció	  s’obté	  la	  sensibilitat	  més	  alta	  (Villar	  et	  al.	  2009a).	  

Un	  meta-‐anàlisi	  i	  revisió	  sistemàtica	  recent	  (Dobson	  et	  al.	  2013)	  ha	  analitzat	  els	  

resultats	   de	   71	   articles	   publicats	   sobre	   els	   resultats	   de	   les	   BOCG	   en	   12.253	  

pacients	  amb	  EM	  i	  2.685	  pacients	  amb	  SCA.	  El	  87,7%	  dels	  pacients	  amb	  EM	  i	  el	  

68,6%	  dels	  pacients	  amb	  SCA	  tenien	  BOCG+	  en	  LCR.	  Una	  altra	  revisió	  sistemàtica	  

recent	   (Petzold	   2013)	   que	   ha	   inclòs	   l’anàlisi	   en	   profunditat	   de	   49	   estudis	  

publicats	  sobre	  BOCG	  utilitzant	  les	  guies	  recomanades	  d’anàlisi	  i	  interpretació	  de	  

resultats	   en	   pacients	   amb	   EM,	   pacients	   amb	   altres	   malalties	   neurològiques	  
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inflamatòries	  i	  no	  inflamatòries	  i	  controls,	  va	  trobar	  que	  la	  presència	  de	  BOCG	  té	  

una	  sensibilitat	  del	  93%	  i	  una	  especificitat	  del	  94%	  per	  al	  diagnòstic	  d’EM,	  però	  

que	  l’especificitat	  es	  redueix	  al	  61%	  quan	  s’analitzen	  pacients	  amb	  EM	  i	  pacients	  

amb	  altres	  malalties	  neurològiques	  de	  patogènia	  inflamatòria.	  

Aquestes	   dades	   indiquen	   que	   l’absència	   de	   BOCG	   no	   necessàriament	   descarta	  

l’EM.	   Es	   coneix	   que	   la	   variant	   al·lèlica	   HLA-‐DRB1*04:04	   es	   correlaciona	   amb	  

BOCG	  negatives	   (Mero	   et	  al.	   2013),	   que	   la	   població	   amb	  EM	  no	   caucàsica	   (per	  

exemple,	  asiàtica	  i	  brasilera)	  té	  un	  percentatge	  menor	  de	  BOCG	  positives	  (Li	  et	  al.	  

2007;	   Gama	   et	   al.	   2009)	   i,	   encara	   que	   no	   s’ha	   trobat	   l’explicació,	   hi	   ha	   una	  

correlació	  moderadament	  positiva	  entre	  BOCG+	  i	   la	   latitud	  (Lechner-‐Scott	  et	  al.	  

2012;	  Dobson	  et	  al.	  2013).	  També	  és	  conegut	  que	  poden	  existir	  diferències	  en	  les	  

tècniques,	   la	  metodologia	   i	   la	   interpretació	  de	   les	  dades	  que	  poden	  influir	  en	  el	  

resultat,	   motiu	   pel	   qual	   es	   van	   establir	   les	   recomanacions	   d’anàlisi	   del	   LCR	   i	  

determinació	   de	   BOCG	   abans	   esmentades.	   No	   obstant	   això,	   la	   negativitat	   de	  

BOCG	  en	  LCR	  en	  pacients	   amb	   sospita	  d’EM	  ha	  de	   fer	   replantejar	   el	   diagnòstic	  

d’EM	  cap	  a	  d’altres	  malalties	  amb	  una	  presentació	  clínica	  i	  radiològica	  similar.	  	  

Els	   pacients	   amb	   un	   SCA	   i	   BOCG	   negatives,	   tenen	   un	   risc	   molt	   baix	   de	  

desenvolupar	  EM	  (valor	  predictiu	  negatiu	  del	  88%)	  que	  és	   similar	  als	  pacients	  

que	  no	  compleixen	  criteris	  de	  RM	  de	  Barkhof	  per	  disseminació	  en	  espai	  (Tintore	  

et	  al.	  2001;	  Barkhof	  et	  al.	  1997).	  	  

D’altra	  banda,	  les	  BOCG	  no	  són	  específiques	  d’EM	  i	  poden	  estar	  presents	  en	  altres	  

malalties	  neurològiques	  de	  patogènia	   immunològica:	  malalties	  desmielinitzants	  

del	   sistema	   nerviós	   perifèric;	   infeccions	   agudes	   o	   cròniques	   del	   SNC	   com	   la	  

neuroborreliosi;	   malaltia	   de	  motoneurona;	   malalties	   inflamatòries	   sistèmiques	  

com	   la	   sarcoïdosi,	   malaltia	   de	   Sjögren,	   LES,	   malaltia	   de	   Behçet,	   síndrome	  

anticardiolipina;	   síndromes	  paraneoplàstiques;	   limfomes	   i	   altres	  neoplàsies	  del	  

SNC;	  malalties	  neurodegeneratives.	  En	  aquests	  casos,	  però,	  altres	  dades	  del	  LCR,	  

dades	  clíniques	  i	  dades	  radiològiques	  poden	  ajudar	  a	  diferenciar	  aquestes	  altres	  

malalties	  de	  l’EM	  (Compston	  et	  al.	  2005;	  Petzold	  2013).	  	  
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En	  un	  estudi	  es	  va	  analitzar	  si	  les	  BOCG	  afegien	  informació	  a	  la	  RM	  per	  predir	  el	  

desenvolupament	  d’un	  segon	  brot	  en	  pacients	  amb	  síndrome	  clínicament	  aïllada	  

(Tintoré	   et	   al.	   2008).	   Els	   resultats	   foren	   que	   la	   presència	   de	   BOCG	   en	   LCR	  

doblaven	  el	  risc	  de	  tenir	  un	  segon	  atac	  independentment	  de	  la	  RM	  i	  que	  la	  seva	  

presència	  era	  clínicament	  rellevant	  sobretot	  en	  pacients	  amb	  RM	  normal	  o	  que	  

no	  complien	  criteris	  de	  Barkhof	  per	  disseminació	  en	  espai.	  En	  aquest	  estudi,	  amb	  

415	  pacients	  amb	  SCA	  estudiats	  prospectivament,	   la	  presència	  de	  BOCG	  en	  LCR	  

estava	   present	   en	   el	   27%	   dels	   pacients	   sense	   lesions	   a	   la	   RM,	   en	   el	   64%	   dels	  

pacients	  que	  tenien	  entre	  1	  i	  9	  lesions	  en	  T2	  a	  la	  RM	  i	  en	  el	  83%	  de	  pacients	  amb	  

més	  de	  9	  lesions	  T2	  a	  la	  RM	  inicial.	  

Recentment	   s’ha	   observat	   canvis	   en	   la	   presència	   de	   BOCG	   i	   alguns	   tractament	  

immunomoduladors	   utilitzats	   en	   l’EM.	   Dos	   estudis	   han	   demostrat	   que	   el	  

tractament	  amb	  natalizumab	  s’associa	  a	  una	  reducció	  de	  la	  presència	  de	  BOCG	  en	  

el	   LCR	   dels	   pacients	   tractats:	   en	   4	   de	   6	   pacients	   al	   cap	   d’una	   mitjana	   de	   10	  

infusions	  en	  un	  estudi	   (Von	  Glehn	  et	  al.	  2012),	   i	   en	  el	  84%	  d’una	  cohort	  de	  73	  

pacients	   al	   cap	   d’una	   mitjana	   de	   30	   mesos	   de	   tractament	   en	   un	   altre	   estudi	  

(Harrer	   et	   al.	   2013),	   suggerint	   que	   el	   natalizumab	   interfereix	   en	   la	   producció	  

intratecal	  d’IgG.	  

Tot	   i	  que	  en	  els	  criteris	  diagnòstics	  que	  actualment	  s’utilitzen	  per	  al	  diagnòstic	  

d’EM,	   Criteris	   de	   McDonald	   2010	   revisats,	   (Polman	   et	   al.	   2011)	   només	   està	  

inclosa	   la	   necessitat	   de	   determinar	   les	   BOCG	   per	   fer	   el	   diagnòstic	   de	   la	   forma	  

primària	  progressiva	  d’EM,	   aquestes	   són	  útils	   en	  el	  diagnòstic	  diferencial	  de	   la	  

malaltia,	  per	   fer	  un	  diagnòstic	  més	  acurat	   i	  evitar	  un	  diagnòstic	  erroni	   tant	  pel	  

propi	  pacient,	  com	  pel	  neuròleg	  i	  com	  pel	  sistema	  sanitari.	  	  

La	  seva	  determinació	  és	  especialment	  útil	  en	  les	  següents	  situacions:	  

1-‐ En	   pacients	   amb	   SCA	   o	   sospita	   d’EM	   amb	   una	   RM	   normal	   o	   que	   no	  

compleix	   criteris	   de	   Barkhof	   per	   disseminació	   en	   espai	   o	   temps	   (per	  

exemple,	   si	   debuten	   en	   forma	  de	  neuritis	   òptica	  o	  mielitis	   sense	   lesions	  

cranials	  suggestives	  d’EM).	  
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2-‐ En	  pacients	   amb	   altres	  malalties	   neurològiques	   que	   es	   poden	  presentar	  

amb	  símptomes	  similars	  i	  alteracions	  radiològiques	  de	  substància	  blanca	  

difícils	   de	   diferenciar	   de	   l’EM	   (per	   exemple,	   pacients	   amb	   lesions	  

isquèmiques	   de	   petit	   vas	   o	   migranya,	   o	   pacients	   amb	   lesions	  

inespecífiques	  de	  substància	  blanca)	  (Solomon	  et	  al.	  2012).	  

3-‐ En	  pacients	  amb	  clínica	   inespecífica	  però	  amb	  RM	  que	   compleix	   criteris	  

de	  Barkhof	  per	  disseminació	  en	  espai	  o	  temps.	  

4-‐ Cal	  replantejar-‐se	  el	  diagnòstic	  d’EM	  en	  pacients	  amb	  sospita	  diagnòstica	  

però	  història	  clínica	  dubtosa	  i	  BOCG	  negatives.	  

La	   determinació	   de	   les	   BOCG,	   juntament	   amb	   la	   RM,	   són	   els	   biomarcadors	   de	  

diagnòstic	  més	  utilitzats	  per	  l’EM.	  

	  

1.3.2. Bandes	  oligoclonals	  d’IgM	  

En	   l’EM	   també	  hi	  ha	   síntesi	   intratecal	  d’immunoglobulines	   IgM	   i	   la	  detecció	  de	  

BOCM	  en	  el	  LCR	   i	  sèrum	  és	  el	  millor	  mètode	  per	   investigar	   la	  síntesi	   intratecal	  

d’IgM	  (Sharief	  et	  al.	  1990).	  	  

En	  els	  darrers	  anys	  s’han	  posat	  a	  punt	  tècniques	  de	  detecció	  BOCM	  i	  cada	  vegada	  

hi	  ha	  més	  dades	  sobre	  la	  importància	  de	  la	  seva	  determinació	  pel	  maneig	  de	  l’EM.	  

Es	  poden	  detectar	  BOCM	  fins	  en	  el	  40%	  del	  LCR	  de	  pacients	  amb	  EM	  utilitzant	  

una	  tècnica	  molt	  similar	  a	  la	  utilitzada	  per	  la	  determinació	  de	  BOCG	  (Villar	  et	  al.	  

2001;	  Villar	  et	  al.	  2009a).	  Aquestes	  BOCM	  també	  són	   inespecífiques	   i	   es	  poden	  

detectar	  en	  altres	  malalties	  de	  patogènia	  inflamatòria	  (Villar	  et	  al.	  2002a).	  	  

Les	  BOCM	  s’han	  associat,	  en	  els	  darrers	  anys,	  a	  factors	  de	  mal	  pronòstic	  de	  l’EM	  

com	  la	  conversió	  precoç	  de	  SCA	  a	  EM,	  a	  una	  major	  discapacitat	  a	  mitjà	  termini	  i	  a	  

una	  	  mala	  resposta	  al	  tractament	  immunomodulador	  com	  interferó-‐β	  i	  acetat	  de	  

glatiràmer	  (Fernández	  et	  al.	  2013).	  	  

Villar	  et	  al.	  (2003)	  van	  trobar	  en	  un	  grup	  de	  pacients	  amb	  EM	  amb	  un	  seguiment	  

entre	  5	  i	  16	  anys,	   	  que	  el	  63,6%	  dels	  que	  tenien	  BOCM+	  arribaven	  a	  EDSS	  de	  6,	  
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mentre	  que	  cap	  dels	  pacients	  amb	  BOCM	  negatives	  arribaven	  a	  EDSS	  >	  3,	  i	  que	  el	  

70,8%	   dels	   pacients	   amb	   BOCM+	   desenvolupaven	   una	   forma	   secundària	  

progressiva,	  mentre	  que	  cap	  dels	  pacients	  amb	  BOCM	  negatives	  ho	  feia.	  Aquests	  

resultats	  foren	  validats	  per	  Perini	  et	  al.	  (2006)	  que	  va	  observar	  que	  l’índex	  d’IgM	  

a	   l’inici	  de	   la	  malaltia	  es	   correlacionava	   indirectament	  amb	  el	   temps	  d’aparició	  

del	   següent	  brot	   i	  directament	  amb	   la	  discapacitat	   als	  10	  anys	  d’evolució	  de	   la	  

malaltia.	  	  

A	  més	  a	  més,	   s’ha	  correlacionat	   l’índex	   IgM	  amb	   la	  càrrega	   lesional	  en	  T1,	  T2	   i	  

atròfia	   cerebral	   en	   formes	   EMRR,	   i	   amb	   la	   càrrega	   lesional	   periventricular	   en	  

formes	  EMSP	  (Jongen	  et	  al.	  2007).	  

Finalment	  s’ha	  observat	  una	  associació	  entre	  la	  presència	  de	  BOCM	  i	  la	  necessitat	  

de	   rebre	   tractament	   immunomodulador.	   García-‐Barragán	   et	   al.	   (2009)	   van	  

objectivar	   en	   un	   estudi	   prospectiu	   que	   el	   100%	   dels	   pacients	   amb	   SCA	   amb	  

BOCM	  positives	  van	  requerir	  tractament	  immunomodulador	  de	  primera	  línia	  per	  

criteris	   clínics	  durant	   el	   seguiment,	  mentre	  que	  només	   fou	  així	   en	   el	   44%	  dels	  

pacients	   amb	   BOCM	   negatives;	   això	   suggereix	   que	   les	   BOCM	   poden	   ser	  

biomarcadors	   per	   a	   seleccionar,	   de	   forma	   precoç,	   pacients	   candidats	   a	  

tractament	  immunomodulador.	  

	  

1.3.3. Bandes	  oligoclonals	  d’IgM	  lípidespecífiques	  

L’IgM	   es	   produeix	   en	   el	   SNC	   pels	   limfòcits	   B	   CD5+	   i	   reconeixen	   antígens	   no	  

proteics	  (Villar	  et	  al.	  2010).	  En	  el	  80%	  dels	  casos,	  les	  BOCM	  reconeixen	  diferents	  

lípids	   de	   la	   mielina,	   principalment	   fosfatidilcolina,	   però	   també	   fosfolípids,	  

cerebròsids,	   esfingomielina	   o	   gangliòsids	   (Villar	   et	   al.	   2005).	   Aquestes	   són	   les	  

que	  anomenem	  BOCM	  lípidespecífiques	  (BOCM_LE)	  i	  són	  les	  que	  específicament	  

confereixen	   un	   factor	   de	   mal	   pronòstic	   per	   a	   l’EM.	   El	   20%	   dels	   pacients	   que	  

tenen	   BOCM_LE	   negatives	   tenen	   una	   evolució	   similar	   als	   pacients	   amb	   BOCM	  

negatives.	  	  
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En	  estudis	  de	  necròpsies	  de	  pacients	  amb	  EM	  (Sádaba	  et	  al.	  2012)	  s’ha	  detectat	  

tant	  la	  presència	  d’IgM	  com	  d’IgG	  en	  la	  superfície	  dels	  axons	  i	  en	  les	  membranes	  

dels	   oligodendròcits	   tant	   en	   lesions	   agudes,	   cròniques	   actives	   com	   cròniques	  

inactives,	  i	  també	  en	  oligodendròcits	  de	  substància	  blanca	  aparentment	  normal.	  

També	   es	   van	   trobar	   co-‐localitzades	   amb	   el	   factor	   C3b	   del	   complement	   i	   en	  

macròfags	  escumosos	  en	  àrees	  de	   lesions	  actives,	   suggerint	  que	   tant	   l’IgM	  com	  

l’IgG	  podrien	  tenir	  un	  paper	  en	  la	  patogènia	  de	  la	  malaltia.	  

Aquests	  resultats	  foren	  corroborats	  per	  Thangarajh	  et	  al.	  (2008)	  en	  un	  estudi	  en	  

que	   es	   van	   analitzar	   pacients	   amb	   un	   seguiment	   de	   més	   d’11	   anys	   que	   van	  

confirmar	   que	   els	   pacients	   amb	  BOCM_LE	  positives	   tenien	  més	   probabilitat	   de	  

desenvolupar	  de	  forma	  més	  precoç	  una	  forma	  secundària	  progressiva	  i	  arribar	  a	  

un	  EDSS	  de	  4.	  

La	   presència	   de	   BOCM_LE	   en	   pacients	   amb	   SCA	   és	   un	   factor	   de	   risc	   per	   a	  

convertir	   a	   EM	   i	   s’han	   correlacionat	   amb	   el	   temps	   de	   conversió	   (Villar	   et	   al.	  

2002b;	  Boscá	  et	  al.	  2010;	  Ferraro	  et	  al.	  2013).	  Els	  pacients	  amb	  SCA	  i	  BOCM_LE	  

positives	  tenen	  una	  probabilitat	  més	  alta	  de	  convertir	  a	  EM	  clínicament	  definida,	  

tenen	  més	  brots	  i	  adquireixen	  més	  grau	  de	  discapacitat	  durant	  els	  2	  primers	  anys	  

d’evolució	   de	   la	  malaltia	   (Villar	  et	  al.	   2002b).	   En	   altres	   estudis	   també	   s’ha	   vist	  

que	  els	  pacients	  amb	  SCA	   i	  BOCM_LE	  positives	   tenen	  39,6	  vegades	  més	   risc	  de	  

convertir	  a	  EM	  comparat	  amb	  els	  que	   tenen	  BOCG	  negatives	   i	  4,4	  vegades	  més	  

comparat	  amb	  els	  que	  tenen	  BOCG	  positives	  però	  BOCM	  negatives	  (Boscá	  et	  al.	  

2010).	  	  

Les	   BOCM_LE	   s’han	   correlacionat	   també	   amb	   dades	   RM.	   La	   seva	   presència	   en	  

pacients	  amb	  SCA	  s’ha	  correlacionat	  amb	  el	  volum	  lesional	  en	  T2	  i	  amb	  l’atròfia	  

cerebral	  als	  2	  anys	  d’evolució	  de	  la	  malaltia	  (Magraner	  et	  al.	  2012).	  	  

Finalment,	   s’han	   associat	   les	   BOCM_LE	   a	   la	   resposta	   terapèutica	   a	   fàrmacs	  

immunomoduladors.	  	  

La	   presència	   de	   BOCM_LE	   s’ha	   associat	   a	   una	   mala	   resposta	   terapèutica	   a	  

interferó-‐β	  en	  pacients	  amb	  EMRR	  amb	  una	  mitjana	  de	  seguiment	  de	  37,4	  mesos	  

(Bosca	  et	  al.	  2010):	  els	  pacients	  amb	  BOCM_LE	  positives,	  comparats	  amb	  els	  que	  
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les	  tenien	  negatives,	  van	  presentar	  significativament	  més	  brots	  durant	  el	  primer	  

any,	   	  major	  taxa	  global	  de	  brots,	  menys	  proporció	  de	  pacients	   lliures	  de	  brots	   i	  

més	  risc	  d’increment	  de	  discapacitat	  mantinguda	  durant	  el	  seguiment.	  

En	  un	  estudi	   realitzat	  amb	  un	  grup	  reduït	  de	  pacients	   (Villar	  et	  al.	  2012)	  es	  va	  

observar	   que	   el	   tractament	   amb	   natalizumab	   s’associava	   a	   la	   reducció	   dels	  

nivells	  d’IgM,	  de	  limfòcits	  B	  CD5+	  i,	  en	  menor	  mesura,	  els	  nivells	  d’IgG	  en	  el	  LCR	  

dels	  pacients	  responedors	  i	  lliures	  d’activitat	  de	  la	  malaltia	  durant	  els	  2	  primers	  

anys	  de	  tractament.	  En	  un	  altre	  estudi	  multicèntric	  internacional	  liderat	  pel	  grup	  

de	  la	  Dra.	  Luisa	  M.	  Villar	  (Hospital	  Ramon	  y	  Cajal,	  Madrid)	  pendent	  de	  publicar	  

s’ha	   observat	   que	   els	   pacients	   amb	   BOCM_LE	   positives	   i	   tractats	   amb	  

natalizumab	   tenen	   menys	   incidència	   d’LMP	   que	   els	   pacients	   amb	   BOCM_LE	  

negatives,	   suggerint	   que	   les	   BOCM_LE	   poden	   ajudar	   a	   determinar	   el	   risc	   de	  

complicacions	  greus	  en	  pacients	  tractats	  amb	  aquest	  fàrmac.	  

Tots	   aquests	   estudis	   aporten	   dades	   per	   permetre	   considerar	   la	   determinació	   i	  

utilització	  de	  les	  BOCM_LE	  com	  a	  possible	  biomarcador	  de	  pronòstic	  d’EM	  i,	  fins	  i	  

tot,	   de	   resposta	   terapèutica,	   podent	   ajudar,	   en	   un	   futur,	   a	   prendre	   decisions	  

terapèutiques	  en	  els	  pacients	  amb	  EM.	  
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1.4. ELS	  microRNAs	  

	  

1.4.1. Generalitats	  

Les	   seqüències	   més	   ben	   estudiades	   del	   genoma	   humà	   són	   els	   gens	   que	  

codifiquen	   proteïnes.	   Els	   exons	   d’aquests	   gens	   representen	   només	   un	   2%	   del	  

genoma.	  En	  els	  darrers	  anys	  s’ha	  comprovat	  que	  la	  part	  del	  genoma	  no	  codificant	  

és	  bàsica	  per	  al	  desenvolupament	  i	  fisiologia	  normal	  dels	  individus	  i,	  alhora,	  està	  

molt	  implicada	  en	  la	  patogènia	  de	  diferents	  malalties	  (Mercer	  et	  al.	  2009).	  	  

Els	   microRNAs	   (miRNAs),	   identificats	   en	   mamífers,	   peixos,	   insectes,	   cucs	   i	  

plantes,	  són	  la	  família	  més	  àmpliament	  estudiada	  d’un	  ampli	  grup	  de	  molècules	  

de	  RNA	  no	  codificant	  que	  en	  els	  darrers	  anys	  estant	  essent	  investigats	  de	  forma	  

molt	   extensa	   i	   s’estan	   implicant	   progressivament	   i	   de	   forma	   important	   en	  

diferents	  malalties	  (Esteller	  2011).	  

Els	  miRNAs	  es	  sintetitzen	  de	  forma	  endògena,	  estan	  formats	  per	  RNA	  d’una	  sola	  

cadena,	   tenen	  una	   longitud	  de	  19	  a	  24	  parells	  de	  bases,	   	   estan	   localitzats	  en	  el	  

80%	  dels	  casos	  en	  introns	  i	  en	  el	  20%	  dels	  casos	  en	  exons,	  i	  són	  molt	  estables	  i	  

filogenèticament	   molt	   ben	   conservats.	   Són	   més	   estables	   que	   l’mRNA	   perquè	  

estan	  protegits	  dels	  fenòmens	  de	  degradació	  ja	  que	  estan	  inclosos	  en	  endosomes	  

o	   microvesícules	   (aproximadament	   en	   el	   10-‐15%	   dels	   casos)	   o	   formen	  

complexes	  amb	  altres	  proteïnes	  (Valadi	  et	  al.	  2007;	  Bartel	  2004).	  

Des	  que	  fou	  descrit	  per	  primera	  vegada	  el	  primer	  miRNA	  al	  1993	  en	  el	  nematode	  

Caenorhabditis	   elegants	   (C.elegans)	   (Lee	   et	   al.	   1993),	   se	   n’han	   descrit	   fins	   a	  

l’actualitat	  més	  de	  24.500	  en	  més	  de	  200	  espècies,	  dels	  quals	  més	  de	  2.500	  ho	  

són	   en	   humans	   (http://www.mirbase.org/)	   (Kozomara	   i	   Griffiths-‐Jones	   2014).	  

En	   el	   C.elegans	   es	   va	   descobrir	   que	   els	   miRNAs	   lin-‐4	   i	   let-‐7	   regulaven	  

respectivament	   els	   mRNAs	   lin-‐14,	   lin-‐28	   i	   let-‐17	   que	   intervenien	   en	   el	  

desenvolupament	  postembrionari	  entre	  les	  fases	  III	  i	  IV	  del	  període	  de	  larva	  del	  

nematode	  (Lee	  et	  al.	  1993;	  Reinhart	  et	  al.	  2000).	  
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1.4.2. Biogènesi	  i	  detecció	  dels	  miRNAs	  

La	   biogènesi	   dels	   miRNAs	   és	   un	   procés	   complex	   que	   es	   realitza	   en	   diferents	  

etapes	  i	  que	  implica	  diferents	  enzims	  intracel·lulars	  (Lee	  et	  al.	  2003;	  He	  i	  Hannon	  

2004;	  Yates	  et	  al.	  2013).	  Al	  principi,	  els	  pre-‐precursos	  dels	  miRNAs,	  anomenats	  

pri-‐miRNAs,	  localitzats	  en	  zones	  intròniques	  del	  gens,	  es	  processen	  a	  dins	  el	  nucli	  

cel·lular	   a	   través	   de	   l’endoribonucleasa	   III	   anomenada	   Drosha,	   en	   precursos	  

d’uns	  70	  nucleòtids	  anomenats	  pre-‐miRNAs.	  Aquests	  precursors	  surten	  del	  nucli	  

a	   través	  de	   la	  proteïna	   transportadora	  Exportina-‐5	   i,	   un	   cop	  al	   citoplasma,	  una	  

segona	  endoribonucleasa	  III	  anomenada	  Dicer	  els	  processa	  en	  dúplexs	  de	  21-‐23	  

nucleòtids	   formats	   per	   les	   cadenes	   madures	   dels	   miRNAs	   i	   les	   seves	  

corresponents	   cadenes	   complementàries	   (miRNA:miRNA*).	   Posteriorment	   una	  

de	   les	   cadenes	   d’aquest	   dúplex	   pot	   incorporar-‐se	   al	   complex	   proteic	  RISC	   que	  

actuarà	   inhibint	   la	   retrotranscripció	   del	   RNA	   a	   mRNA	   o	   pot	   alliberar-‐se	   de	   la	  

cèl·lula	  a	  través	  de	  l’associació	  a	  proteïnes	  transportadores,	  com	  l’Argonaute-‐2	  o	  

les	  lipoproteïnes,	  o	  en	  forma	  de	  microvesícules	  o	  exosomes	  (figura	  7).	  

Els	  dos	  punts	  claus	  i	  més	  importants	  en	  la	  síntesi	  i	  regulació	  dels	  miRNAs	  estan	  a	  

en	   les	   dues	   endoribonucleasses	   III,	   Drosha	   i	   DICER.	   Alteracions	   genètiques	  

puntuals	  en	  aquests	  i	  d’altres	  enzims	  poden	  provocar	  disrupcions	  en	  la	  biogènesi	  

del	   miRNAs	   i,	   en	   conseqüència,	   defectes	   en	   el	   desenvolupament	   normal	   dels	  

organismes	  o	  ser	  responsables	  del	  desenvolupament	  de	  diferents	  malalties.	  	  
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Figura	  7.	  Esquema	  de	  la	  biogènesi	  dels	  miRNAs	  	  (Guay	  i	  Regazzi	  2013).	  

	  

Biogènesi	  dels	  miRNAs:	  Processament	  dels	  pri-‐miRNAs	   (1);	   sortida	  dels	  pre-‐miRNAs	  al	   citoplasma	  

(2);	  processament	  dels	  pre-‐miRNAs	  (3);	  incorporació	  de	  miRNAs	  a	  RISC	  (4);	  alliberació	  de	  miRNAs	  

mitjançant	  proteïnes	  transportadores	  (5),	  lipoproteïnes	  (6),	  microvesícules	  (7)	  i	  exosomes	  (8).	  	  

	  

Els	  efectes	  de	  les	  alteracions	  genètiques	  sobre	  els	  miRNAs	  poden	  ser	  directes	  o	  

indirectes.	   Els	   efectes	  directes	  poden	   ser	  deguts	   a	   la	  presència	  de	  mutacions	  o	  

polimorfismes	  en	  els	  propis	  precursors	  dels	  miRNAs	  que	  poden	  tenir	  un	  efecte	  

en	   el	   seu	   procés	   de	   biogènesi,	   tant	   per	   excés	   com	   per	   defecte,	   i	   els	   efectes	  

indirectes	   inclouen	  mutacions	   o	   polimorfismes	   que	   afecten	   als	   promotors	   dels	  

miRNAs	   o	   dels	  mRNAs	   interferint	   en	   la	   seva	   transcripció.	   	   Alguns	   estudis	   han	  

investigat	   el	   paper	   de	   les	   alteracions	   genètiques	   en	   la	   síntesi	   i	   la	   funció	   dels	  

miRNAs	   en	   diferents	  malalties,	   inclosa	   també	   l’EM	   (Salzman	   i	  Weidhaas	   2013;	  

Fenoglio	  et	  al.	  2011;	  Paraboschi	  et	  al.	  2011;	  Ridolfi	  et	  al.	  2013).	  	  
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Malgrat	  que	  s’han	   identificat	  elements	  que	  actuen	  en	  els	  diferents	  passos	  de	   la	  

síntesi	   dels	  miRNAs,	   els	  mecanismes	  bioquímics	   específics	   d’aquests	  processos	  

no	  són	  encara	  ben	  coneguts.	  

Els	   miRNAs	   es	   poden	   detectar	   tant	   a	   nivell	   intracel·lular	   com	   a	   nivell	  

extracel·lular.	   En	   l’ésser	   humà	   s’han	   detectat	   en	   diferents	   fluids	   humans	   com	  

plasma,	  sèrum,	  LCR,	  orina,	  saliva,	  llet	  materna	  o	  d’altres,	  si	  bé	  en	  el	  LCR	  és	  on	  n’hi	  

ha	  menys	   quantitat	   (Weber	   et	  al.	   2010).	   No	   es	   coneix	   bé	   quin	   és	   l’origen	   dels	  

miRNAs	   que	   es	   detecten	   a	   nivell	   extracel·lular.	   Les	   hipòtesis	   proposades	  

inclouen	   l’alliberació	   activa	   des	   de	   les	   cèl·lules	   a	   l’espai	   extracel·lular	   i	   el	  

buidament	  passiu	  des	  de	  les	  cèl·lules	  (figura	  7).	  Alguns	  estudis	  suggereixen	  que	  

els	   miRNAs	   poden	   ser	   subproductes	   derivats	   de	   la	   degradació	   i	   l’apoptosi	  

cel·lulars	  (Jin	  et	  al.	  2013).	  	  

Alguns	  autors	  diferencien	  els	  miRNAs	  circulants,	  que	  serien	  els	  que	  circularien	  

lliures	   per	   l’espai	   extracel·lular	   i	   es	   detectarien	   en	   el	   sèrum	   i	   altres	   líquids	  

biològics,	   dels	   que	   són	   secretats,	   que	   es	   detectarien	   en	   les	   mateixes	   mostres	  

biològiques	  però	  dins	  d’estructures	  com	  exosomes	  o	  microvesícules	   (Kosaka	  et	  

al.	   2013).	   Els	   exosomes	   són	   petites	   vesícules,	   de	   40-‐100	   nm	   de	   diàmetre,	   que	  

estan	   formades	  per	  membranes	  d’endosomes,	  que	  són	  orgànuls	  de	   les	   cèl·lules	  

animals	  delimitats	  per	  una	  única	  membrana	  que	  transporta	  material	  que	  s'acaba	  

d'incorporar	  a	  la	  cèl·lula.	  Les	  microvesícules	  són	  petites	  partícules,	  de	  50	  nm	  a	  1	  

μm	   de	   diàmetre,	   que	   estan	   formades	   per	   part	   de	   la	   membrana	   cel·lular	   i	  

l’externalització	  de	  part	  del	  citoplasma	  de	   la	  cèl·lula	   i	  els	  seus	  components.	  Per	  

últim,	   també	   s’han	   detectat	  miRNAs	   dins	   de	   cossos	   apoptòtics	   i	   lligats	   a	   altres	  

molècules	   com	   HDL,	   LDL	   o	   proteïnes	   transportadores	   (figura	   7).	   Per	   aquest	  

motiu	  també	  es	  consideren	  que	  els	  miRNAs	  tenen	  funcions	  de	  comunicació	  inter-‐

cel·lular	  (Kosaka	  et	  al.	  2013).	  	  

Les	  tècniques	  que	  es	  requereixen	  per	   la	  detecció	  i	  quantificació	  de	  miRNAs	  són	  

complexes	   i	   calen	   sofisticats	   sistemes	   d’anàlisi	   bioinformàtica	   per	   a	   la	  

interpretació	  dels	  resultats	  obtinguts.	  	  
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L’expressió	  dels	  miRNAs	  es	  mesuren	  mitjançant	  tècniques	  de	  biologia	  molecular	  

com	   la	   transferència	   de	   RNA	   (Nothern	   Blotting),	   tècniques	   de	   PCR	   i	   qRT-‐PCR,	  

bioxips	   i	   tècniques	   d’expressió	   genètica.	   A	   més,	   en	   els	   darrers	   anys	   s’han	  

incorporat	   tècniques	   més	   modernes	   i	   sofisticades	   basades	   en	   luminiscència,	  

fluorescència,	   electroquímica,	   colometria,	   activitat	   enzimàtica	   i,	   fins	   i	   tot,	  

nanotecnologia	  (Kong	  i	  Zhao	  2009;	  Sheinerman	  i	  Umansky	  2013).	  

	  

1.4.3. Funcions	  dels	  miRNAs	  

Els	  diferents	  estudis	  realitzats	  fins	  ara	  suggereixen	  que,	  en	  mamífers,	  els	  miRNAs	  

poden	  encarregar-‐se	  de	   regular	   l’expressió	  genètica	   i	   la	   síntesi	  proteica	  de	   fins	  

aproximadament	   el	   60%	   dels	   gens	   que	   codifiquen	   per	   proteïnes.	   Els	   miRNAs	  

participen	   pràcticament	   en	   totes	   les	   funcions	   cel·lulars	   i	   tenen	   funcions	   molt	  

importants	   en	   múltiples	   processos	   fisiològics,	   regulen	   l’expressió	   dels	   gens	   a	  

nivell	   posttranscripcional	   tant	   del	   desenvolupament	   com	   de	   les	   vies	   cel·lulars	  

bàsiques	  que	  controlen	  i	  regulen	  la	  formació,	  la	  diferenciació,	  la	  proliferació	  i	  la	  

mort	   cel·lular	   (Bartel	   2004).	   Tenen	   patrons	   d’expressió	   específics	   de	   fase	   de	  

desenvolupament	  i	  d’especificitat	  de	  teixit.	  Alguns	  actuen	  en	  moments	  específics	  

i	   de	   forma	   transitòria,	   mentre	   que	   d’altres	   tenen	   uns	   patrons	   d’expressió	  

temporals	  i	  espacials	  dinàmics	  (Bartel	  2004;	  Esteller	  2011).	  

Els	  miRNAs	  són	  un	  dels	  mecanismes	  de	  regulació	  epigenètica	  de	  l’expressió	  dels	  

gens.	   Els	   canvis	   epigenètics	   del	   DNA	   permeten	   influir	   en	   l’expressió	   dels	   gens	  

sense	   alterar	   la	   seqüència	   basal	   del	   DNA	   (Koch	   et	   al.	   2013).	   Els	   altres	   dos	  

principals	  mecanismes	  d’aquest	  sistema	  de	  regulació	  són	  la	  metilació	  del	  DNA	  i	  

la	  modificació	  de	  les	  histones.	  La	  regulació	  mitjançant	  els	  miRNAs	  és	  un	  sistema	  

altament	  complex	  en	  que	  un	  miRNA	  pot	  regular	  l’expressió	  de	  diversos	  mRNAs	  i	  

un	  mRNA	  pot	  estar	  regulat	  alhora	  per	  diversos	  miRNAs.	  Aquests	  tres	  sistemes	  de	  

regulació	  actuen	  de	  forma	  interrelacionada	  i	  coordinada	  (He	  i	  Hannon	  2004;	  Han	  

et	  al.	  	  2007;	  Scott	  et	  al.	  2006;	  Zhao	  et	  al.	  2011;	  Huang	  et	  al.	  2010).	  	  

El	   70%	   dels	   miRNAs	   identificats	   s’expressen	   en	   el	   SNC	   i	   són	   bàsics	   pel	   seu	  

correcte	   funcionament.	   	   Estan	   implicats	   en	   el	   seu	   desenvolupament,	   en	   el	  
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manteniment	  de	  la	  seva	  funció	  normal	  durant	  l’adolescència,	  en	  la	  neurogènesi	  i	  

el	   creixement	   de	   les	   neurites,	   i	   en	   la	   diferenciació	   dels	   oligodendròcits	   i	   el	  

manteniment	  de	  la	  mielina	  (Cao	  et	  al.	  2006).	  	  

També	   tenen	   un	   paper	   molt	   important	   en	   el	   sistema	   immunitari,	   perquè	  

participen	   en	   el	   desenvolupament,	   diferenciació,	   manteniment,	   tolerància	  

immunitària	   i	   comunicació	   entre	   els	   seus	   diferents	   elements,	   tant	   de	   la	  

immunitat	   innata	   com	   de	   la	   immunitat	   adquirida,	   i	   en	   les	   diferents	   cèl·lules	  

implicades	   (Xiao	   i	   Rajewsky	   2009;	   O’Connell	   et	   al.	   2010;	   Tufekci	   et	   al.	   2010).	  

S’estima	  que	  el	  50%	  dels	  gens	  del	   sistema	   immunitari	   innat	  estan	   regulats	  per	  

diversos	  i	  diferents	  miRNAs.	  

En	  els	  darrers	  anys	  s’ha	  comprovat	  que	  els	  miRNAs	  també	  exerceixen	   funcions	  

bàsiques	   en	   processos	   com	   la	   oncogènesi,	   el	   metabolisme,	   la	   angiogènesi,	   la	  

inflamació	   i	   la	   neurodegeneració,	   i	   s’han	   trobat	   implicats	   en	   la	   patogènia	   de	  

diferents	   malalties	   autoimmunitàries	   (lupus	   eritematós	   sistèmic,	   artritis	  

reumatoide,	   cirrosi	   biliar	   primària,	   colitis	   ulcerosa,	  malaltia	   de	  Crohn,	   púrpura	  

trombocitopènica	   idiopàtica,	   malaltia	   de	   Sjögren,	   psoriasis,	   esclerosi	   múltiple)	  

(Pauley	  et	  al.	  2009;	  Carlsen	  et	  al.	   2013),	  malalties	  psiquiàtriques	   (Maffioletti	  et	  

al.	   2014;	   Kolshus	   et	   al.	   2014),	   malalties	   neurològiques	   	   (malaltia	   d’Alzheimer,	  

esclerosi	   lateral	   amiotròfica,	   esclerosi	   múltiple,	   epilèpsia,	   atàxia,	   malaltia	   de	  

Parkinson,	   malaltia	   de	   Huntington)	   (Danborg	   et	   al.	   2014),	   malalties	  

cardiovasculars	   (cardiopatia	   isquèmica,	   insuficiència	   cardíaca,	   arítmies,	   HTA)	  

(Sayed	   et	   al.	   2014)	   i	   en	   el	   càncer	   (leucèmia	   limfàtica	   crònica,	   limfoma,	  

osteosarcoma,	   càncer	   colo-‐rectal,	   hepatocarcinoma,	   càncer	   gàstric,	   carcinoma	  

escamós	  de	  cap	   i	  coll,	  càncer	  esofàgic,	  càncer	  prostàtic,	  glioblastoma)	  (Xi	  2013;	  

Schwarzenbach	  et	  al.	  2014;	  Tessitore	  et	  al.	  2014;	  Palanichamy	  i	  Rao	  2014).	  	  

El	   coneixement	   que	   s’ha	   adquirit	   d’uns	   anys	   ençà	   sobre	   els	   miRNAs	   i	   la	   seva	  

implicació	  en	  la	  patogènia	  de	  diferents	  malalties	  cròniques	  complexes,	  permeten	  

suggerir	  que	  podrien	  ser	  utilitzats	  com	  a	  biomarcadors	  de	  diagnòstic,	  pronòstic,	  

monitorització	   i	   resposta	   terapèutica	   i,	   fins	   i	   tot	   esdevenir,	   objectius	   de	   futurs	  

tractaments	   (Forshew	  et	  al.	   2012;	  Murtaza	  et	  al.	   2013;	  Kosaka	  et	  al.	   2013).	  De	  

fet,	   en	   patologia	   oncològica	   ja	   es	   comencen	   a	   utilitzar	   alguns	   miRNAs	   com	   a	  
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biomarcadors	   de	   diagnòstic	   i	   pronòstic	   d’algun	   tipus	   de	   càncer	   (Shen	   et	   al.	  

2013).	  No	  obstant	  això,	  encara	  hem	  de	  considerar	  que	  estem	  a	  l’inici	  de	  conèixer	  

el	  paper	  d’aquestes	  molècules	  en	  les	  diferents	  malalties	  (tant	  in	  vitro	  com	  in	  vivo)	  

i	  el	  seu	  potencial	  ús	  tant	  per	  a	  la	  recerca	  com	  per	  a	  la	  pràctica	  clínica.	  	  

	  

1.4.4. Investigació	  en	  teràpies	  basades	  en	  miRNAs	  

Tenint	   en	   compte	   que	   els	   miRNAs	   s´han	   implicat	   en	   múltiples	   patologies,	  

diferents	  estudis	  duts	  a	  terme	  en	  els	  darrers	  anys	  suggereixen	  que	  seria	  possible	  

tractar	  algunes	  malalties,	   incloses	  les	  neurològiques,	  si	  s’aconseguís	  restaurar	  o	  

inhibir	  els	  miRNAs	  que	  hi	  estan	  implicats	  (Czech	  i	  Ph	  2006;	  Esteller	  2011)	  (figura	  

8).	  Tot	  i	  que	  els	  avenços	  en	  aquesta	  línia	  són	  molt	  prematurs,	  ja	  han	  començat	  a	  

donar	  algun	  fruit	  sobretot	  en	  patologia	  oncològica	  (Stenvang	  et	  al.	  2008).	  	  

1.4.4.1. Estratègies	  per	  a	  restaurar	  les	  funcions	  dels	  miRNAs	  (figura	  8)	  

Aquestes	  estratègies	  estarien	  encaminades	  a	  augmentar	   l’activitat	  dels	  miRNAs	  

que	  tenen	  una	  expressió	  disminuïda	  en	  determinades	  malalties.	  	  

Un	  sistema	  seria	  usar	  substàncies	  desmetiladores	  de	  DNA	  i	  inhibidors	  d’histones	  

per	   estimular	   l’alliberació	   de	   miRNAs	   que	   silenciïn	   l’expressió	   genètica	  

(Lujambio	  et	  al.	  2007).	  Un	  altre	  seria	  alliberar	  miRNAs	  en	  llocs	  estratègics	  usant	  

vectors	   virals	   o	   altres	  micropartícules	   (Banks	   2008;	   Pan	   et	  al.	  2012;	  Wu	   et	  al.	  

2011;	  Im	  i	  Kenny	  2012).	  I	  finalment,	  administrar	  fàrmacs	  que	  estimulin	  la	  síntesi	  

de	  miRNAs	  (Melo	  i	  Villanueva	  2011).	  	  
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Figura	  8.	  Potencials	  teràpies	  basades	  en	  miRNAs	  (Esteller	  2011).	  

	  

Esquema	  de	  teràpies	  basades	  en	  miRNAs.	  A:	  Estratègies	  per	  a	  restaurar	   les	   funcions	  dels	  miRNAs.	  

Aa:	   Desmetiladors	   de	   DNA	   i	   inhibidors	   d’histones.	   Ab:	   Vectors	   virals	   o	   altres	   micropartícules.	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Ac:	   Estimuladors	   de	   la	   síntesi	   de	   miRNAs.	   B:	   Estratègies	   per	   a	   inhibir	   les	   funcions	   dels	   miRNAs.	  	  	  	  	  	  

Ba:	  miRNAs	  antimiRNAs.	  Bb:	  Esponges	  de	  miRNAs.	  
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1.4.4.2. Estratègies	  per	  a	  inhibir	  funcions	  dels	  miRNAs	  (figura	  8)	  

Aquestes	  estratègies	  estarien	  encaminades	  a	   reduir	   l’activitat	  dels	  miRNAs	  que	  

estan	   sobreexpressats	  en	  determinades	   situacions	  patològiques.	  Això	  es	  podria	  

aconseguir	  mitjançant	  la	  síntesi	  d’oligonucleòtids	  antisentit	  o	  miRNAs	  antimiRNA	  

que	  inhibirien	  la	  funció	  de	  miRNAs	  determinats.	  S’han	  usat	  en	  models	  animals	  de	  

patologia	  oncològica	  (Ma	  et	  al.	  2010)	  i	  en	  patologia	  cardiovascular	  (Elmén	  et	  al.	  

2008).	   Cal	   dir	   que	   no	   sempre	   serà	   efectiu	   el	   bloqueig	   d’un	   sol	   miRNA	   com	   a	  

possible	  teràpia,	  ja	  que	  en	  la	  majoria	  de	  les	  patologies	  els	  mecanismes	  patogènics	  

implicats	  són	  complexos	  i	  hi	  intervenen	  diferents	  miRNAs	  i	  altres	  molècules.	  Per	  

aquest	   motiu,	   s’han	   dissenyat	   també	   tractaments	   multidiana	   que	   inclouen	  

diversos	   oligonucleòtids	   antisentit	   amb	   l’objectiu	   de	   bloquejar	   l’acció	   de	   varis	  

miRNAs	  alhora,	  o	  bé	  un	  sol	  oligonucleòtid	  antisentit	  que	  sigui	  capaç	  de	  bloquejar	  

diversos	  miRNAs	  (Lu	  et	  al.	  2009).	  

Una	   altra	   estratègia	   per	   reduir	   l’activitat	   dels	  miRNAs	   sobreexpressats	   en	   una	  

determinada	  malaltia	   és	   la	   síntesi	  de	   les	   anomenades	  esponges	  de	  miRNAs,	   que	  

són	  molècules	  que	  contenen	  diversos	  punts	  d’unió	  a	  diferents	  miRNAs	  per	  a	  que	  

aquests	  s’hi	  uneixin	  i	  bloquegin	  així	  la	  seva	  unió	  i	  acció	  sobre	  els	  seus	  objectius	  

naturals	  (Ebert	  i	  Sharp	  2010).	  

A	   tall	   d’exemple,	   alguns	   estudis	   han	   investigat	   l’efecte	   d’oligonucleòtids	  

antimiRNA	   en	   el	   model	   animal	   d’EM,	   l’encefalomielitis	   al·lèrgica	   experimental	  

(EAE).	   Du	   et	   al.	   (2009)	   van	   comprovar	   com	   silenciant	   el	   miR-‐326	   en	   EAE	   es	  

reduïen	   el	   nombre	   de	   cèl·lules	   Th17	   i	   la	   severitat	   de	   la	  malaltia.	  Murugaiyan	   i	  

Beynon	  (2011)	  van	  administrar	  antimiR-‐155	  en	  els	  animals	   i	  van	  observar	  tant	  

una	   reducció	  precoç	  de	   l’activitat	  de	   cèl·lules	  T	  CD4+	  com	  de	   la	   severitat	  de	   la	  

clínica	   dels	   animals.	   També	   van	   demostrar	   que	   ratolins	   sense	  miR-‐155	   tenien	  

menys	  activitat	  clínica	  de	  la	  malaltia	  i	  menys	  resposta	  inflamatòria	  Th1	  i	  Th17.	  	  

1.4.4.3. Utilitat	  de	  les	  teràpies	  basades	  en	  miRNAs	  	  

Aquestes	  teràpies	  que	  tenen	  com	  a	  objectiu	  els	  miRNAs	  i	  que	  s’estan	  començant	  

a	   investigar	   i	   a	   desenvolupar	   presenten	   avui	   en	   dia	   tres	   problemàtiques	  

principals:	   els	   possibles	   efectes	   colaterals	   de	   modificar	   l’expressió	   d’un	   o	  
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diversos	  miRNAs,	   ja	  que	  un	  miRNA	  té	   impacte	  sobre	  diversos	  mRNAs	   i,	  alhora,	  

un	   mRNA	   pot	   estar	   regulat	   per	   diversos	   miRNAs;	   com	   aconseguir	   que	   aquest	  

tractaments	  proposats	  arribin	  i	  actuïn	  en	  el	  lloc	  adequat	  que	  interessa	  (Jackson	  i	  

Linsley	   2010;	   	   Junker	   et	   al.	   2011);	   i,	   d’altra	   banda,	   es	   desconeix	   quin	   efecte	  

podrien	  tenir	  aquestes	  teràpies	  en	  humans.	  	  

D’altra	   banda	   també	   s’ha	   demostrat,	   tant	   en	   estudis	   in	   vitro	   com	   in	   vivo,	   que	  

diferents	   tractaments	   farmacològics	   actualment	   usats	   en	   diferents	   malalties	  

poden	   modificar	   l’expressió	   d’alguns	   miRNAs:	   	   interferó-‐β	   en	   hepatitis	   C	  

(Pedersen	  et	  al.	  2007),	  esteroides	  en	  limfomes	  i	  leucèmies	  (Rainer	  et	  al.	  2009)	  i	  

també	  interferó-‐β,	  acetat	  de	  glatiràmer	  i	  natalizumab	  en	  EM	  (Hecker	  et	  al.	  2013;	  

Waschbisch	  et	  al.	  2011;	  Sievers	  et	  al.	  2012;	  Meira	  et	  al.	  2014a).	  

	  

1.4.5. miRNAs	  i	  sistema	  immunitari	  

Els	   miRNAs	   tenen	   un	   paper	   clau	   en	   el	   desenvolupament,	   diferenciació,	  

manteniment,	  tolerància	  immunitària	  i	  comunicació	  entre	  els	  diferents	  elements	  

que	  formen	  part	  tant	  de	  la	  immunitat	  innata	  com	  de	  la	  immunitat	  adquirida	  (Xiao	  

i	  Rajewsky	  2009;	  O’Connell	  et	  al.	  2010;	  Tufekci	  et	  al.	  2010).	  	  

Aquestes	   molècules	   tenen	   una	   funció	   molt	   important	   en	   la	   regulació	   de	   les	  

cèl·lules	   mare	   i	   la	   seva	   diferenciació	   en	   progenitors	   multipotencials	   que	  

posteriorment	   donaran	   lloc	   a	   les	   línies	   progenitores	   limfoides	   i	   mieloides	   del	  

sistema	   hematopoètic.	   Diferents	   miRNAs	   determinen	   els	   diferents	   tipus	  

cel·lulars,	   la	   seva	   regulació	   i	   diferenciació,	   i	   el	   desenvolupament	   final	   de	   les	  

cèl·lules	  immunitàries	  efectores.	  
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Figura	   9.	   Desenvolupament	   de	   les	   cèl·lules	   immunitàries	   i	   miRNAs	   implicats	  

(Zare-‐Shahabadi	  et	  al.	  2013).	  

	  

miRNAs	  involucrats	  en	  el	  desenvolupament	  de	  les	  cèl·lules	  immunitàries	  tant	  d’estirp	  mieloide	  (CMP	  

i	  cèl·lules	  derivades)	  com	  d’estirp	  limfoide	  (CLP	  i	  cèl·lules	  T	  i	  B	  derivades).	  

	  

1.4.5.1. miRNAs	  i	  sistema	  immunitari	  innat	  

El	  sistema	  immunitari	  innat	  és	  el	  conjunt	  de	  cèl·lules	  i	  mecanismes	  que	  defensen,	  

de	   manera	   immediata	   però	   no	   específica,	   un	   hoste	   de	   les	   infeccions	   per	   part	  

d'altres	   organismes.	   Es	   troba	   en	   totes	   les	   classes	   de	   vida	   vegetal	   i	   animal.	   Les	  

cèl·lules	   del	   sistema	   innat	   reconeixen	   i	   responen	   a	   patògens	   d'una	   manera	  

genèrica,	   però	   a	   diferència	   del	   sistema	   immunitari	   adaptatiu,	   no	   confereix	   una	  

memòria	   immunitària	  permanent	  o	  protectora	  a	   l'hoste.	  Les	  cèl·lules	  principals	  

d’aquest	  sistema	   immunitari	   són	  els	  macròfags,	   cèl·lules	  dendrítiques,	  monòcit,	  

neutròfils	  i	  cèl·lules	  NK.	  	  

En	  els	  darrers	  anys	  s’ha	  sabut	  que	  fins	  el	  50%	  dels	  gens	  del	  sistema	  immunitari	  

innat	  estan	  regulats	  per	  varis	  i	  diferents	  miRNAs	  i	  que	  aquests	  contribueixen	  de	  

forma	   important	   en	   el	   desenvolupament,	   funció	   i	   regulació	   del	   sistema	  
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immunitari	   innat,	   tant	   en	   la	  destrucció	   i	   eliminació	  directa	  dels	   gèrmens,	   en	   la	  

producció	  de	  citocines,	  com	  també	  en	  el	  procés	  de	  presentació	  d’antígens.	  Alguns	  

miRNAs	  com	  els	  miR-‐17-‐5p,	  miR-‐20a,	  miR-‐106a,	  miR-‐233,	  miR-‐34,	  mi-‐R21,	  miR-‐

146,	   miR-‐93,	   miR-‐125b	   i	   d’altres	   estan	   implicats	   en	   el	   desenvolupament,	  

maduració	  i	  regulació	  de	  diferents	  cèl·lules	  del	  sistema	  immunitari	  innat.	  També	  

el	  miR-‐155	   té	  un	  paper	   important	  en	  aquest	   sistema,	   sobretot	  en	   la	  maduració	  

dels	  neutròfils	  i	  en	  la	  funció	  de	  les	  cèl·lules	  presentadores	  d’antígens	  (O’Connell	  

et	  al.	  2010;	  Tufekci	  et	  al.	  2010).	  

	  

Figura	  10.	  Desenvolupament	  del	   sistema	   immunitari	   innat	   i	  miRNAs	   implicats	  

(adaptat	  de	  O’Connell	  et	  al.	  2010).	  	  

	  

miRNAs	   involucrats	   en	   el	   desenvolupament	  de	   les	   cèl·lules	   del	   sistema	   immunitari	   innat	   (cèl·lules	  

dendrítiques,	   monòcits,	   macròfags	   i	   neutròfils)	   i	   les	   seves	   interaccions	   amb	   diferents	   factors	   de	  

transcripció	  rellevants.	  	  
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1.4.5.2. miRNAs	  i	  sistema	  immunitari	  adaptatiu	  

El	   sistema	   immunitari	   adaptatiu	   o	   adquirit,	   que	   aparegué	   	   amb	   els	   primers	  

vertebrats	   i	   és	   activat	   pel	   sistema	   immunitari	   innat	   (menys	   específic	   i	  

evolutivament	  més	  antic),	  està	  format	  per	  cèl·lules	  i	  actua	  mitjançant	  processos	  

altament	   especialitzats	   que	   eliminen	   o	   eviten	   les	   agressions	   dels	   patògens.	  	  

Aquest	   sistema	   dóna	   resposta	   immunitària	   a	   antígens	   que	   es	   sotmeten	   a	   un	  

procés	  d’identificació,	  d’aprenentatge	   i	  de	  memòria	   immunitària.	  És	  un	  sistema	  

complex	   on	   intervenen	   diferents	   cèl·lules	   i	   molècules	   d’intercomunicació	  

(cèl·lules	   T,	   cèl·lules	   B,	   cèl·lules	   presentadores	   d’antigen,	   citocines,	   receptors	  

cel·lulars,	  molècules	  coestimuladores,	  complex	  major	  d’histocompatibilitat,	  etc.).	  

Els	   miRNAs	   regulen	   l’expressió	   genètica	   posttranscripcional	   de	   totes	   les	  

molècules	  implicades	  i	  la	  seva	  interrelació.	  	  

Diferents	   miRNAs,	   com	   	   miR-‐17-‐92,	   miR-‐181a	   i	   miR-‐155	   entre	   d’altres,	   s’han	  

identificat	   com	   a	   claus	   en	   el	   procés	   de	   diferenciació	   de	   les	   diferents	  

subpoblacions	  de	  cèl·lules	  T	  (Th1,	  Th2,	  Th17	  i	  Treg)	  (figura	  10).	  	  

Treballs	  recents,	  posen	  de	  manifest	  el	  paper	  clau	  del	  miR-‐155	  en	  aquest	  procés.	  

El	  miR-‐155	  té	  un	  paper	  molt	  important,	  a	  través	  de	  la	  regulació	  de	  la	  producció	  

de	   citocines,	   en	   el	   sistema	   immunitari	   dels	   mamífers,	   específicament	   en	   la	  

regulació	   de	   la	   diferenciació	   de	   les	   cèl·lules	   T	   i	   en	   la	   resposta	   per	   anticossos	  

depenent	  de	  cèl·lula	  T	  (Thai	  et	  al.	  2007).	  	  El	  miR-‐155	  també	  regula	  l’expressió	  de	  

les	   cèl·lules	  Treg	   a	   través	  de	   regular	   l’expressió	   de	   SOCS1	  que	   alhora	   activa	   el	  

factor	  de	  transcripció	  STAT5	  en	  resposta	  a	  l’IL-‐2	  (Lu	  et	  al.	  2009;	  O’Connell	  et	  al.	  

2010;	   Zare-‐Shahabadi	   et	   al.	   2013).	   A	   més	   a	   més,	   aquest	   miRNA	   s’ha	   trobat	  

desregulat	  en	  diferents	  malalties	  de	  patogènia	  autoimmunitària	  i	  específicament	  

en	  l’EM	  (Junker	  et	  al.	  2009;	  Paraboschi	  et	  al.	  2011;	  Waschbisch	  et	  al.	  2011;	  Zhang	  

et	  al.	  2014).	  
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Figura	  11.	  Desenvolupament	  de	   les	   cèl·lules	  T	   i	  miRNAs	   implicats	   (adaptat	  de	  

O’Connell	  et	  al.	  2010).	  

	  

miRNAs	   involucrats	   en	   el	   desenvolupament	   de	   les	   cèl·lules	   T	   CD4+	   (Th1,	   Th2,	   Th17	   i	   Treg)	   del	  

sistema	   immunitari	   adaptatiu	   i	   les	   seves	   interaccions	   amb	   diferents	   factors	   de	   transcripció	  

rellevants.	  	  

	  

D’una	   forma	   similar,	   diferents	   miRNAs	   s’han	   implicat	   en	   el	   desenvolupament,	  

diferenciació,	   maduració	   i	   regulació	   de	   les	   cèl·lules	   B	   (miR-‐181a,	   miR-‐17-‐92,	  

miR-‐150,	   miR-‐125	   i	   també	   el	   miR-‐155).	   Aquest	   darrer	   està	   implicat	   en	   la	  

regulació	  de	   la	  resposta	  antigènica	  de	   la	  cèl·lula	  B	  mitjançant	  anticossos	  (Zare-‐

Shahabadi	  et	  al.	  2013;	  O’Connell	  et	  al.	  2010)	  (figura	  11).	  Les	  cèl·lules	  B	  tenen	  el	  

seu	  paper	  en	   la	   fisiopatologia	  de	   l’EM	  i	  en	  el	  diagnòstic	  de	   la	  malaltia,	   ja	  que	   la	  

detecció	   de	   bandes	   oligoclonals	   en	   LCR	   (que	   són	   la	   secreció	   oligoclonal	  

d’immunoglobulines	   produïdes	   per	   les	   cèl·lules	   B	   del	   LCR)	   s’utilitzen	   per	   al	  

diagnòstic	  i	  pronòstic	  de	  la	  malaltia	  (Compston	  et	  al.	  2005).	  

Desenvolupament 

Funció	  	  	  	  	   
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Figura	  12.	  Desenvolupament	  de	   les	   cèl·lules	  B	   i	  miRNAs	   implicats	   (adaptat	  de	  

O’Connell	  et	  al.	  2010).	  	  

	  

miRNAs	  involucrats	  en	  el	  desenvolupament	  de	  les	  cèl·lules	  B	  de	  memòria	  i	  cèl·lules	  plasmàtiques	  del	  

sistema	   immunitari	   adaptatiu	   i	   les	   seves	   interaccions	   amb	   diferents	   factors	   de	   transcripció	  

rellevants.	  	  

	  

En	  resum,	  tant	  el	  sistema	  immunitari	  innat	  com	  l’adaptatiu	  i	  els	  seus	  components	  

estan	   regulats	   per	   diferents	   miRNAs.	   Tant	   l’expressió	   incrementada	   com	   la	  

disminuïda	   dels	   miRNAs	   implicats	   en	   resposta	   a	   l’estímul	   inflamatori	   pot	  

influenciar	  diferents	  processos	  biològics	  i	  exercir	  un	  efecte	  pro	  o	  antiinflamatori.	  	  

	  

Desenvolupament 

Funció	  	  	  	  	  	  	   
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1.4.6. miRNAs	  i	  autoimmunitat	  

Els	  miRNAs,	  degut	  al	  seu	  paper	  en	  el	  desenvolupament,	  regulació	  i	  manteniment	  

del	   sistema	   immunitari,	   participen	   també	   en	   la	   regulació	   de	   la	   resposta	  

immunitària	   contra	   els	   propis	   teixits	   (O’Connell	   et	   al.	   2010).	   El	   sistema	  

immunitari	   està	   fisiològicament	   dissenyat,	  mitjançant	  mecanismes	   parcialment	  

coneguts,	   per	   respondre	   davant	   dels	   patògens	   externs	   i	   no	   davant	   dels	   propis	  

antígens.	   Manté,	   el	   que	   s’anomena,	   una	   tolerància	   immunològica.	   Els	   miRNAs	  

participen	  en	  afinar	  l’expressió	  genètica	  per	  mantenir	  aquesta	  situació,	  adequar	  

l’activació	   cel·lular,	   controlar	   i	   reduir	   la	   inflamació,	   controlar	   el	   creixement	  

limfocitari	   i	  mantenir	   l’homeòstasi	  de	   les	  cèl·lules	  T	  reguladores	  (Vinuesa	  et	  al.	  

2009).	  	  

Com	   s’ha	   descrit	   anteriorment	   els	   miRNAs	   regulen	   de	   forma	   molt	   fina	   tota	  

l’hematopoiesi	   i	   la	   diferenciació	   cel·lular,	   i	   les	   alteracions	   tant	   de	   miRNAs	  

individualment	  com	  de	  la	  interrelació	  entre	  ells	  poden	  produir	  alteracions	  de	  la	  

resposta	   immunitària	   fisiològica.	   Aquestes	   alteracions	   poden	   ser	   degudes	   a	  

canvis	   genètics,	   influències	   hormonals	   o	   factors	   ambientals	   com	   les	   infeccions.	  

Tot	   aquest	   complex	   sistema	   de	   regulació	   del	   sistema	   immunitari	   i	   els	   seus	  

potencials	  punts	  d’alteracions,	  poden	  explicar	  com	  petits	  canvis	  en	  algun	  punt	  de	  

la	   regulació	   dels	   miRNAs	   poden	   intervenir	   en	   la	   patogènia	   de	   les	   malalties	  

autoimmunitàries	  (Tufekci	  et	  al.	  2010).	  	  

Cada	  vegada	  hi	  ha	  més	   treballs	  que	  detecten	   canvis	   en	   l’expressió	  de	  diferents	  

miRNAs	  en	  varies	  malalties	  autoimmunitàries	  com	  l’artritis	  reumatoide,	  el	  lupus	  

eritematós	   sistèmic,	   la	   cirrosi	  biliar	  primària,	   la	   colitis	  ulcerosa,	   la	  psoriasis,	   la	  

púrpura	  trombocitopènica	   idiopàtica,	   la	  malaltia	  de	  Sjögren	   i,	   també,	   l’esclerosi	  

múltiple	  (Pauley	  et	  al.	  2009;	  Danborg	  et	  al.	  2014).	  	  

	  

1.4.7. miRNAs	  i	  SNC	  

El	  70%	  dels	  miRNAs	  s’expressen	  en	  el	  cervell	  i	  molts	  d’ells	  són	  específics	  de	  les	  

neurones.	   Diferents	   miRNAs	   són	   essencials	   pel	   correcte	   funcionament	   del	  
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sistema	  nerviós	  central	   i	   estan	   implicats	  en	   la	   regulació	  de	   l’expressió	  genètica	  

del	   seu	   desenvolupament,	   de	   la	   diferenciació	   de	   diferents	   línies	   cel·lulars	  

importants	  pel	  SNC,	  del	  desenvolupament	  de	  cèl·lules	  glials	   i	  de	   la	  neurogènesi	  

tant	  en	  l’embrió	  com	  en	  l’adult	  (Cao	  et	  al.	  2006;	  Liu	  i	  Zhao	  2009;	  Shen	  i	  Temple	  

2009;	  Szulwach	  et	  al.	  2010;	  Zhao	  et	  al.	  2010;	  Emery	  2010).	  	  

En	   ratolins,	   s’han	   identificat	  diferents	  miRNAs	  que	   regulen	   l’expressió	  genètica	  

durant	   la	  diferenciació	  dels	  oligodendròcits	  (miR-‐219,	  miR-‐338,	  miR-‐23,	  miR-‐9,	  

miR-‐17-‐92),	  la	  seva	  proliferació	  (miR-‐175-‐5p,	  miR-‐19b)	  i	  durant	  la	  mielinització	  

de	   les	  neurones	  (Zhao	  et	  al.	  2010;	  Letzen	  et	  al.	  2010;	  Emery	  2010;	  Budde	  et	  al.	  

2010;	  Li	  i	  Yao	  2012).	  

En	  estudis	  en	  EAE	  s’han	  identificat	  diferents	  miRNAs	  (miR-‐124,	  miR-‐146	  i	  miR-‐

155)	  com	  a	  reguladors	  de	  la	  diferenciació	  i	  activació	  de	  la	  micròglia	  (Ponomarev	  

et	  al.	  2013;	  Ponomarev	  et	  al.	  2011;	  Li	  et	  al.	  2011).	  

Els	  astròcits	  són	  les	  cèl·lules	  que	  donen	  suport	  mecànic	  al	  teixit	  nerviós	  i	  suport	  

metabòlic	   a	   les	   neurones,	   i	   intervenen	   en	   la	   regulació	   homeostàtica	   del	   SNC	  

mantenint	   la	   composició	   adequada	   del	   medi	   extracel·lular	   i	   la	   barrera	  

hematoencefàlica	  amb	  l’alliberament	  de	  factors	  neurotròfics	  i	  precursors	  per	  a	  la	  

síntesi	  de	  neurotransmissors.	  Alguns	  estudis	  han	  observat	  que	  els	  miRNAs	  que	  

es	  detecten	  més	  en	  lesions	  actives	  d’EM	  estan	  expressats	  pels	  astròcits	  (miR-‐155,	  

miR-‐214,	   miR-‐34a,	   miR-‐142-‐5p,	   miR-‐193a,	   miR-‐320,	   miR-‐326,	   miR-‐23a,	   miR-‐

146a,	   miR-‐130,	   miR-‐30a-‐3p,	   miR-‐199a)	   (Junker	   et	   al.	   2009;	   Brosnan	   i	   Raine	  

2013).	  

Actualment	   coneixem	   que	   diversos	   miRNAs	   estan	   implicats	   en	   la	  

neurodegeneració	  (Eacker	  et	  al.	  2009;	  Bushati	  i	  Cohen	  2008).	  Existeixen	  models	  

animals	   en	   què	   s’ha	   demostrat	   que	   la	   pèrdua	   d’expressió	   d’alguns	   miRNAs	  

provoca	  fenòmens	  de	  neurodegeneració	  i	  cada	  vegada	  tenim	  més	  evidència	  que	  

en	   humans	   la	   desregulació	   d’alguns	   miRNAs	   està	   implicada	   en	   diferents	  

processos	   neurodegeneratius.	   Per	   tant,	   tenint	   en	   compte	   la	   participació	   dels	  

miRNAs	   en	  processos	  neurodegeneratius	   però	   també	   en	   la	   neurogènesi	   i	   en	   la	  

diferenciació	  de	  diferents	  línies	  cel·lulars,	  la	  seva	  modulació	  podria	  estimular	  la	  
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diferenciació	  d’oligodendròcits	  que	  poguessin	  remielinitzar	  o	  reparar	  la	  mielina	  

malmesa	   (Piaton	  et	  al.	   2009;	  Taveggia	  et	  al.	  2010)	   i	   de	  neurones	  madures	  que	  

podrien	  substituir	  les	  neurones	  alterades	  (Chang	  et	  al.	  2008)	  pels	  processos	  tant	  

inflamatoris	   com	   neurodegeneratius	   de	   diferents	   malalties	   neurològiques.	   En	  

aquest	   sentit	   es	   pot	   plantejar	   tenir	   com	   a	   un	   objectiu	   terapèutic	   intentar	  

estimular	  aquests	  mecanismes	  de	  reparació	  a	  través	  dels	  miRNAs	  implicats.	  

	  

1.4.8. miRNAs	  i	  diferents	  malalties	  

El	   paper	   dels	   miRNAs	   també	   s’ha	   estudiat	   en	   diferents	   malalties	   tant	  

neurològiques	   com	   no	   neurològiques	   i	   tant	   en	   malalties	   de	   mecanisme	  

autoimmunitari	  com	  en	  d’altres	  mecanismes	  patogènics.	  

Alguns	  estudis	  han	  implicat	  diversos	  miRNAs	  en	  diferents	  malalties	  com	  càncer	  

(Suzuki	   et	   al.	   2013;	   Hauptman	   i	   Glavac	   2013),	   neoplàsies	   hematològiques	  

(Gounaris-‐Shannon	  i	  Chevassut	  2013),	  aterosclerosi	  (Lu	  i	  Kakkar	  2013;	  Sun	  et	  al.	  

2013),	   hipertensió	   (Kim	   2013),	   cardiopatia	   isquèmica	   (Briasoulis	   et	   al.	   2013;	  

Sala	   et	  al.	   2014;	   Fiedler	   i	   Thum	  2013),	   ictus	   (Tan	   et	  al.	   2011;	   Liu	   et	  al.	   2013),	  

diabetis	   (Kumar	   et	   al.	   2012;	   Lorenzen	   et	   al.	   2012),	   obesitat	   i	   trastorns	   del	  

metabolisme	   lipídic	   (Rotllan	   i	   Fernández-‐Hernando	   2012;	   Williams	   i	   Mitchell	  

2012;	  Prats-‐Puig	  et	  al.	  2013;	  Ortega	  et	  al.	  2013),	  etc.	  

El	   paper	   dels	   miRNAs	   també	   s’ha	   estudiat	   en	   malalties	   sistèmiques	   de	   base	  

autoimmunitària.	   En	   l’artritis	   reumatoide	   s’han	   implicat	   diversos	   miRNAs,	  

identificats	   en	   sang	   perifèrica,	   teixit	   sinovial	   o	   fibroblasts	   (Furer	   et	   al.	   2010;	  

Filková	  et	  al.	  2012;	  Singh	  et	  al.	  2013),	  alguns	  dels	  quals	  són	  els	  que	  també	  s’han	  

identificat	  en	  estudis	  realitzats	  en	  EM	  (miR-‐155,	  miR-‐146a)	  (Nakasa	  et	  al.	  2008;	  

Pauley	  et	  al.	  2008;	  Stanczyk	  et	  al.	  2008),	  suggerint	  vies	  patogèniques	  similars.	  

En	   altres	   malalties	   autoimmunitàries	   també	   s’han	   identificat	   miRNAs	  

desregulats,	   alguns	   dels	   quals	   són	   comuns	   entre	   elles	   i	   també	   amb	   l’EM:	   en	   el	  

LES,	   els	   miR-‐101,	   miR-‐21,	   miR-‐148a,	   miR-‐126,	   miR-‐155,	   miR-‐31,	   miR-‐146a	   i	  

miR-‐125a	  (Amarilyo	  i	  La	  Cava	  2012;	  Singh	  et	  al.	  2013;	  Carlsen	  et	  al.	  2013);	  en	  la	  
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malaltia	   inflamatòria	   intestinal,	  els	  miR-‐16,	  miR-‐21,	  miR-‐23a,	  miR-‐24,	  miR-‐29a,	  

miR-‐126,	  miR-‐195,	   let-‐7f,	  miR-‐192,	  miR-‐375	  i	  miR-‐422b	  (Pekow	  i	  Kwon	  2012);	  

en	   la	   malaltia	   de	   Sjögren,	   miR-‐4524b	   i	   miR-‐5100	   (Singh	   et	   al.	   2013);	   en	   la	  

psoriasi,	   miR-‐21,	   miR-‐205,	   miR-‐221,	   miR-‐222,	   miR-‐125b,	   miR-‐146	   i	   miR-‐203	  

(Zibert	  et	  al.	  2010;	  Furer	  et	  al.	  2010;	  Xu	  et	  al.	  2011).	  

En	  dues	  publicacions	  recents	  (Maciotta	  et	  al.	  2013;	  Danborg	  et	  al.	  2014)	  es	  fa	  una	  

revisió	  extensa	  dels	  treballs	  que	  han	  estudiat	  el	  paper	  dels	  miRNA	  en	  malalties	  

neurodegeneratives	  com	  malaltia	  d’Alzheimer,	  malaltia	  de	  Parkinson,	  demència	  

frontotemporal,	   en	   l’esclerosi	   lateral	   amiotròfica,	   la	   malaltia	   de	   Huntington	   i	  

també	  l’EM.	  Cal	  esmentar	  que	  la	  malaltia	  que	  té	  més	  treballs	  publicats	  en	  relació	  

amb	   miRNAs	   és	   l’EM,	   seguit	   de	   la	   malaltia	   d’Alzheimer.	   En	   totes	   aquestes	  

malalties	   s’ha	   estudiat	   l’expressió	   de	   diferents	  miRNAs	   en	  models	   animals,	   en	  

cultius	   cel·lulars	   i	   en	  mostres	  biològiques	  d’alguns	  pacients	  afectats	   i	   subjectes	  

control	   (sang	   perifèrica,	   plasma,	   cèl·lules	   mononucleades,	   teixit	   cerebral	   o	  

medul·lar	  obtingut	  d’autòpsies	  i	  LCR).	  Cal	  dir	  que	  no	  hi	  ha	  una	  homogeneïtat	  en	  

els	   resultats	  obtinguts	   entre	  els	  diferents	   treballs	  ni	   fins	   i	   tot	  quan	   s’estudia	  el	  

paper	  dels	  miRNAs	  en	  la	  mateixa	  malaltia.	  Això	  pot	  ser	  degut	  a	  la	  heterogeneïtat	  

dels	   estudis,	   del	   nombre	   i	   característiques	  dels	  pacients	   estudiats,	   del	   tipus	  de	  

mostres	   biològiques	   analitzades	   i	   de	   l’heterogeneïtat	   metodològica	   i	  

d’interpretació	  de	  resultats.	  	  

En	   la	   malaltia	   d’Alzheimer	   (MA)	   s’han	   identificat	   desregulació	   de	   miRNAs	  

implicats	  en	   la	   regulació	  de	   l’expressió	  de	   la	  proteïna	  precursora	  de	   l’amiloide,	  

de	  la	  proteïna	  tau	  i	  de	  la	  presenilina	  i	  en	  la	  formació	  de	  la	  proteïna	  precursora	  de	  

l’amiloide.	  

En	   la	  malaltia	  de	  Parkinson	  (MP)	  s’han	   identificat	  desregulació	  de	  miRNAs	  que	  

intervenen	  en	  la	  regulació	  dels	  gens	  implicats	  en	  la	  malaltia	  (SNCA	  i	  LRRK2)	  i	  en	  

factors	   neurotròfics	   que	   participen	   en	   la	   supervivència	   de	   neurones	  

dopaminèrgiques.	  

En	   l’esclerosi	   lateral	   amiotròfica	   (ELA)	   s’han	   identificat	   diferents	   nivells	  

d’expressió	  de	  miRNAs	  que	  intervenen	  en	  processos	  de	  reinnervació	  a	  través	  de	  
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factors	   de	   creixement	   i	   en	   la	   regulació	   de	   neurofilaments	   del	   citoesquelet	  

neuronal.	  

En	   la	   malaltia	   de	   Huntington	   (MH)	   s’han	   trobat	   expressions	   diferenciades	   de	  

miRNAs	   implicats	   en	   la	   supervivència	   neuronal	   i	   en	   la	   regulació	   de	   l’expressió	  

del	  gen	  de	  la	  huntingtina.	  	  

	  

Taula	  3.	  Malalties	  en	  les	  que	  s’ha	  estudiat	  el	  paper	  de	  miRNAs.	  	  

Grup	  de	  malalties	   Malalties	  

Càncer	   General	  
Mama	  
Pulmó	  
Colon	  
Pròstata	  
Hepàtic	  
Meningioma	  
Leucèmia	  limfàtica	  crònica	  
Testicular	  
Sarcoma	  
Limfoma	  de	  Burkitt	  

Malalties	  cardiovasculars	   Hipertensió	  arterial	  
Aterosclerosi	  
Infart	  agut	  de	  miocardi	  
Arrítmia	  
Insuficiència	  cardíaca	  

Malalties	  endocrinològiques	   Diabetis	  
Hipercolesterolèmia	  
Obesitat	  

Malalties	  sistèmiques	  autoimmunes	   Artritis	  reumatoide	  
Lupus	  eritematós	  sistèmic	  
Malaltia	  inflamatòria	  intestinal	  
Malaltia	  de	  Sjögren	  
Psoriasi	  

Malalties	  neurològiques	  no	  degeneratives	   Ictus	  
Epilèpsia	  

Malalties	  neurològiques	  degeneratives	   Malaltia	  d’Alzheimer	  
Malaltia	  de	  Parkinson	  
Esclerosi	  Múltiple	  
Esclerosi	  lateral	  amiotròfica	  
Malaltia	  de	  Huntington	  
Demència	  frontotemporal	  
Malalties	  espongiformes	  
Atròfia	  muscular	  espinal	  
Atàxies	  espinocerebel·∙loses	  
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Taula	  3	  (continuació).	  Malalties	  en	  les	  que	  s’ha	  estudiat	  el	  paper	  de	  miRNAs.	  	  

Grup	  de	  malalties	   Malalties	  

Altres	   Síndrome	  de	  Rett	  
Síndrome	  de	  Prader-‐Willi	  
Síndrome	  d’Angelman	  
Síndrome	  5q	  
Síndrome	  d’anomalies	  facials	  

	  

En	  la	  revisió	  de	  Danborg	  et	  al.	  (2014)	  s’identifiquen	  17	  miRNAs	  que	  podrien	  ser	  

potencials	   biomarcadors	   diagnòstics	   degut	   a	   que	   la	   seva	   desregulació,	   en	   la	  

mateixa	   o	   diferent	   mostra	   biològica,	   va	   en	   sentit	   oposat	   -‐sobreexpressió	   o	  

expressió	   disminuïda-‐	   en	   dues	   malalties	   neurodegeneratives	   diferents	   (per	  

exemple:	  miR-‐1,	  miR-‐126	  i	  miR-‐301a	  en	  EM	  i	  MP;	  miR-‐200a,	  	  miR-‐579	  i	  miR-‐34a,	  

miR-‐155	  en	  EM	  i	  MA;	  miR-‐1275	  en	  EM	  i	  ELA;	  miR-‐let-‐7b	  en	  MA	  i	  ELA).	  Alhora,	  en	  

el	  mateix	  treball,	  s’identifiquen	  miRNAs	  que	  comparteixen	  la	  mateixa	  direcció	  en	  

la	   seva	   desregulació	   en	   diferents	   malalties	   neurodegeneratives	   (per	   exemple:	  

miR-‐155,	   miR-‐146a,	   miR-‐128,	   miR-‐181c	   i	   let-‐7f	   en	   EM	   i	   MA;	   miR-‐92a-‐1*	   i	   la	  

família	  de	  let-‐7	  en	  algunes	  formes	  clíniques	  de	  EM	  i	  ELA;	  miR-‐22,	  miR-‐29	  i	  miR-‐

181c	  en	  EM	  i	  MP;	  miR-‐29a	  en	  MH	  i	  EM;	  miR-‐9	  entre	  MH	  i	  MA,	  miR-‐181c	  en	  MP	  i	  

MA),	  indicant	  la	  implicació	  de	  vies	  patogèniques	  similars.	  
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Figura	  13.	  Nombre	  de	  miRNAs	  desregulats	  que	  comparteixen	  diferents	  malalties	  

neurodegeneratives	  (adaptat	  de	  Danborg	  et	  al.	  2014).	  

	   	  

Diagrama	  de	  Venn:	  38	  miRNAs	  expressats	  de	  forma	  diferent	  entre	  pacients	  i	  controls	  en	  dos	  o	  més	  
estudis	  entre	  dos	  o	  més	  malalties	  neurodegeneratives.	  

	  

1.4.9. miRNAs	  i	  esclerosi	  múltiple	  

En	  els	  darrers	  anys	  s’ha	  despertat	  l’interès	  per	  investigar	  el	  paper	  dels	  miRNAs	  

en	  l’EM	  per	  part	  dels	  investigadors	  i	  grups	  dedicats	  tant	  a	  nivell	  bàsic	  com	  clínic	  

en	  aquesta	  malaltia.	  Tot	  i	  que	  actualment	  no	  hi	  ha	  literatura	  abundant	  publicada	  

sobre	   miRNAs	   i	   EM,	   aquesta	   és	   una	   de	   les	   malalties	   neurològiques	   en	   què	  

diferents	  grups	  han	  estudiat	  més	  el	   seu	  paper	   tant	  en	  pacients	  afectats	  com	  en	  

mostres	   biològiques	   d’EM.	   L’interès	   per	   aprofundir	   en	   aquest	   tema	   és	   cada	  

vegada	  més	  gran	  degut	  a	  la	  rellevància	  que	  tenen	  els	  miRNAs	  en	  la	  regulació	  de	  

l’expressió	   genètica	   tant	   en	   diferents	   processos	   fisiològics	   com	   en	   diferents	  

malalties,	  entre	   les	  que	  s’inclou	   l’EM,	   i	  perquè	  els	  miRNAs	  es	  postulen	  com	  uns	  

MALALTIA&
AZHEIMER&

ESCLEROSI&
LATERAL&

AMIOTRÒFICA&
ESCLEROSI&
MÚLTIPLE&

MALALTIA&
PARKINSON&
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potencials	  biomarcadors	  de	  diagnòstic,	  de	  pronòstic	  i	  de	  resposta	  a	  tractament	  i,	  

fins	  i	  tot,	  com	  a	  potencials	  dianes	  terapèutiques	  per	  aquestes	  mateixes	  malalties.	  	  

En	  la	  literatura	  actual	  hi	  ha	  fins	  a	  22	  treballs	  publicats	  en	  els	  que	  s’ha	  investigat	  

el	  paper	  dels	  miRNAs	  en	  l’EM.	  	  

Cal	   remarcar	  que	  els	  diferents	   treballs	  publicats	  en	  relació	  a	  EM	  no	  són	  del	   tot	  

coincidents	   en	   els	   seus	   resultats.	   Això	   pot	   ser	   degut	   a	   diferències	   entre	   els	  

estudis	   realitzats	  pel	  que	   fa	  a	   tipus	  de	  mostres	  biològiques	   (sang	   total,	  plasma,	  

cèl·lules	   diferents,	   teixit	   cerebral,	   LCR),	   protocols	   de	   maneig	   de	   les	   mostres	  

utilitzades,	   tècniques	   d’obtenció	   de	   resultats,	   criteris	   de	   resultats	   positius	  

utilitzats,	   nombre	   de	   miRNAs	   investigats,	   grups	   ètnics	   estudiats,	   criteris	   de	  

selecció	  de	  la	  població	  a	  estudiar,	  nombre	  de	  pacients	  estudiats,	  fase	  i	  activitat	  de	  

la	  malaltia	  en	  el	  moment	  de	   l’anàlisi,	   formes	  clíniques	  de	   la	  malaltia,	   etc.	  Totes	  

aquestes	   variables	   poden	   fer	   que	   les	   troballes	   i	   els	   resultats	   dels	   diferents	  

treballs	  no	  siguin	  homogènies.	  	  

Otaegui	  et	  al.	   (2009)	  foren	  un	  dels	  primers	  grups	  a	  interessar-‐se	  pel	  paper	  dels	  

miRNAs	  en	  l’EM.	  Van	  investigar	  en	  un	  estudi	  pilot	  els	  patrons	  d’expressió	  de	  346	  

miRNAs	  en	  cèl·lules	  mononucleades	  en	  sang	  perifèrica	  en	  controls	  sans	   i	  en	  21	  

pacients	   amb	   EM	   en	   brot	   clínic	   i	   en	   remissió.	   Van	   trobar	   diferències	   en	  

l’expressió	  d’alguns	  miRNAs	  entre	  controls	  i	  pacients,	  i	  també	  entre	  pacients	  amb	  

i	   sense	  activitat	  de	   la	  malaltia.	  Els	  miR-‐18b	   i	  miR-‐599	  estaven	  sobreexpressats	  

durant	  el	  brot	  i	  el	  miR-‐96	  estava	  sobreexpressat	  en	  la	  fase	  de	  remissió.	  	  Els	  gens	  

als	   que	   està	   dirigit	   el	  miR-‐96	   estan	   relacionats	   amb	   diferents	   vies	   del	   sistema	  

immunològic	  en	  les	  que	  intervenen	  diferents	  interleucines.	  

Keller	   et	   al.	   (2009)	   van	   investigar	   els	   patrons	   d’expressió	   de	   866	   miRNAs	   en	  

cèl·lules	  mononucleades	  de	  sang	  perifèrica	  en	  controls	   i	  20	  pacients	  d’EM,	  dels	  

quals	   9	   estaven	   tractats	   amb	   acetat	   de	   glatiràmer	   i	   10	   amb	   interferó-‐β.	   Van	  

identificar	   165	   miRNAs	   que	   presentaven	   una	   expressió	   diferenciada	   (sobre	   o	  

infraexpressada)	   en	   pacients	   EM	   comparats	   amb	   controls.	   El	   miRNA	   amb	  

diferències	  més	  significatives	  fou	  el	  miR-‐145	  que	  permetia	  discriminar	  pacients	  

EM	  de	  controls	  amb	  una	  especificitat	  del	  89,5%,	  una	  sensibilitat	  del	  90%	  i	  una	  
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precisió	   del	   89,7%.	   Un	   conjunt	   de	   48	   miRNAs	   ho	   permetien	   fer	   amb	   una	  

especificitat	  del	  95%,	  una	   sensibilitat	  del	  97,6%	   i	  una	  precisió	  del	  96.3%.	  Dels	  

165	   miRNAs	   desregulats	   en	   pacients	   amb	   EM	   alguns	   ja	   s’havien	   prèviament	  

relacionats	  amb	  altres	  malalties	  però	  d’altres	  eren	  exclusius	  d’EM.	  	  

Du	  et	  al.	  (2009)	  va	  estudiar	  el	  paper	  del	  miR-‐326	  en	  leucòcits	  de	  sang	  perifèrica	  

de	  controls	  i	  pacients	  xinesos	  afectats	  d’EM	  i	  de	  Neuromielitis	  òptica	  (NMO)	  i	  en	  

el	  model	  animal	  de	  EAE.	  Van	  determinar	  que	  el	  miR-‐326,	  que	  està	  associat	  a	  les	  

cèl·lules	   Th17,	   estava	   sobreexpressat	   en	   cèl·lules	   CD4+	   en	   pacients	   xinesos	  

afectats	   d’EM	   comparat	   amb	   pacients	   afectats	   de	   NMO	   i	   controls,	   i	   la	   seva	  

expressió	   estava	   correlacionada	   amb	   la	   severitat	   de	   la	   malaltia.	   En	   EAE,	   la	  

sobreexpressió	   de	   miR-‐326	   es	   correlacionava	   directament	   amb	   el	   nombre	   de	  

cèl·lules	  Th17	  i	  amb	  la	  severitat	  clínica	  de	  la	  malaltia	  en	  animals.	  El	  miR-‐326	  va	  

dirigit	   contra	   el	   gen	   Ets-‐1	   que	   és	   un	   regulador	   negatiu	   de	   la	   diferenciació	   de	  

Th17	  (Moisan	  i	  Grenningloh	  2007).	  Aquests	  resultats	  suggereixen	  un	  paper	  crític	  

del	  miR-‐326	  en	  la	  regulació	  de	  l’activitat	  Th17	  i	  en	  la	  patogènia	  de	  l’EM.	  El	  miR-‐

326	   és	   un	   dels	   que	   s’ha	   trobat	   més	   sobreexpressats	   en	   lesions	   actives	   d’EM	  

(Junker	  et	  al.	  2009),	  fet	  que	  suggereix	  el	  seu	  paper	  rellevant	  en	  la	  patogènia	  de	  la	  

malaltia.	   Un	   estudi	   posterior	   (Cox	   et	   al.	   2010)	   no	   va	   trobar	   diferències	   en	  

l’expressió	   de	   miR-‐326	   en	   pacients	   comparats	   amb	   controls,	   però	   aquestes	  

diferències	   en	   els	   resultats	   es	   podrien	   explicar	   perquè	   les	   poblacions	   a	   estudi	  

eren	   ètnicament	   diferents	   i	   perquè	   les	   mostres	   biològiques	   estudiades	   foren	  

també	  diferents.	  En	  el	  mateix	  treball	  els	  autors	  van	  objectivar	  que	  en	  un	  subgrup	  

de	   pacients	   en	   brot	   clínic	   d’EM,	   el	   tractament	   amb	   esteroides	   disminuïa	  

l’expressió	   de	   miR-‐326,	   indicant	   que	   aquest	   miRNA	   podria	   ser	   una	   diana	  

terapèutica	   i	   podria	   utilitzar-‐se	   com	   a	   biomarcador	   de	   monitorització	   de	  

resposta	  a	  tractament.	  

Junker	   et	   al.	   (2009)	   van	   realitzar	   un	   estudi	   que	   va	   aportar	   una	   interessant	   i	  

valuosa	  informació	  en	  la	  recerca	  del	  paper	  dels	  miRNAs	  en	  l’EM.	  Els	  autors	  van	  

investigar	  els	  diferents	  patrons	  d’expressió	  de	  365	  miRNAs	  en	  mostres	  de	  teixit	  

cerebral	  de	  controls	  sense	  malalties	  neurològiques	  conegudes	  i	  de	  lesions	  actives	  

i	   inactives	  d’EM	  obtingudes	  mitjançant	  microdissecció	  per	   làser	  de	  20	  pacients	  

amb	   EM	   (16	   lesions	   actives,	   de	   les	   quals	   8	   provenien	   de	   formes	   agressives	   i	  
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fulminants	  d’EM	  –variant	  de	  Marburg-‐,	   i	  5	   lesions	  inactives).	  Van	  trobar	  que	  en	  

lesions	   actives	   d’EM,	   20	  miRNAs	   estaven	   sobreexpressats	   i	   8	  miRNAs	   estaven	  

infraexpressats	   comparats	   amb	   teixit	   normal.	   En	   lesions	   inactives,	   22	  miRNAs	  

estaven	   sobreexpressats	   i	   13	   miRNAs	   estaven	   infraexpressats	   comparats	   amb	  

teixit	   normal.	   També	   van	   trobar	   que	   tres	   dels	   miRNAs	   que	   estaven	   més	  

sobreexpressats	  en	   lesions	  actives	  d’EM	  (miR-‐155,	  miR-‐326	   i	  miR-‐34a)	  anaven	  

dirigits	   contra	   el	   gen	   CD47,	   que	   alhora	   estava	   infraexpressat	   tant	   en	   lesions	  

actives	  com	  inactives	  d’EM.	  Els	  autors	   també	  van	  trobar	  que	  els	  miR-‐155,	  miR-‐

650,	  miR-‐34a	  i	  miR-‐326	  estaven	  més	  sobreexpressats	  en	   lesions	  actives	  que	  en	  

lesions	  inactives	  d’EM.	  La	  proteïna	  CD47	  és	  una	  glicoproteïna	  de	  membrana	  que	  

es	   troba	   en	   cèl·lules	   del	   SNC	   i	   té	   una	   funció	   de	   mediadora	   de	   la	   funció	   dels	  

macròfags	   (Oldenborg	   et	   al.	  2000;	   Yamao	   et	   al.	  2002).	   CD47	   dona	   una	   senyal	  

d’inhibició	  de	  la	  fagocitosi	  per	  part	  dels	  macròfags,	  i	  la	  seva	  reducció	  estimula	  els	  

fenòmens	   de	   fagocitosi	   pels	   macròfags.	   Per	   tant,	   en	   aquest	   estudi,	   els	   autors	  

suggereixen	  que	   la	  sobreexpressió	  de	  miR-‐155,	  miR-‐326	   i	  miR-‐34a	  reduiria	  els	  

nivells	  de	   la	  proteïna	  CD47	  de	   les	   cèl·lules	  del	  SNC	   (astròcits,	  oligodendròcits),	  

fet	   que	   afavoriria	   la	   funció	   dels	   macròfags	   i	   promouria	   la	   fagocitosi	   tant	   de	  

mielina	  com	  d’astròcits	  i	  oligodendròcits.	  

Lindberg	  et	  al.	   (2010)	  van	  investigar	  els	  patrons	  d’expressió	  de	  365	  miRNAs	  en	  

cèl·lules	   CD4+,	   cèl·lules	   CD8+	   i	   cèl·lules	   B	   de	   sang	   perifèrica	   en	   controls	   i	   8	  

pacients	   mitjançant	   bioxips	   inicialment	   i	   posteriorment	   ho	   varen	   validar	   en	  

cèl·lules	   CD4+	   de	   controls	   i	   15	   pacients	  mitjançant	   RT-‐PCR.	   Cap	   dels	   pacients	  

havia	   rebut	   tractaments	  específics	  per	   la	   seva	  malaltia	   en	  els	  6	  mesos	  previs	   a	  

l’anàlisi.	   Els	   autors	   van	   identificar	   10	  miRNAs	   en	   cèl·lules	   CD4+,	   4	  miRNAs	   en	  

cèl·lules	   CD8+	   i	   6	   miRNAs	   en	   cèl·lules	   B	   que	   estaven	   expressades	   de	   forma	  

diferent	   en	   controls	   i	   en	   pacients	   amb	   EM.	   Els	   miRNAs	   i	   els	   seus	   patrons	  

d’expressió	  eren	  diferent	  en	  les	  diferents	  cèl·lules,	  fet	  que	  està	  en	  línia	  amb	  el	  fet	  

conegut	   que	   els	  miRNAs	   i	   el	   seu	   patró	   d’expressió	   és	   diferent	   en	   les	   diferents	  

cèl·lules	   del	   sistema	   immunològic.	   El	   miR-‐17-‐5p,	   que	   està	   involucrat	   en	   el	  

desenvolupament	   de	   la	   autoimmunitat	   (Xiao	   i	   Rajewsky	   2009)	   i	   en	   diferents	  

malalties	  limfoproliferatives	  (Mraz	  et	  al.	  2009)	  estava	  sobreexpressat	  en	  cèl·lules	  

CD4+	   dels	   pacients.	   Els	  mateixos	   autors	   van	   trobar	   que	   també	   el	  miRNA-‐193a	  
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estava	   sobreexpressats	   en	   cèl·lules	   CD4+	   de	   pacients,	  mentre	   que	   el	  miR-‐497,	  

miR-‐1,	  miR-‐126	  mostraven	  una	  expressió	  disminuïda.	  

Cox	   et	  al.	   (2010)	   van	   investigar,	   en	   un	   estudi	   amb	  més	   nombre	   de	   subjectes	   i	  

miRNAs	   estudiats,	   els	   patrons	   d’expressió	   de	   733	   miRNAs	   en	   sang	   total	   en	  

controls	   i	   59	   pacients	   amb	   EM	   (18	   formes	   primàries	   progressives,	   17	   formes	  

secundàries	   progressives	   i	   24	   formes	   remitent-‐recurrents)	   sense	   tractament	  

immunomodulador	   específic	   en	   els	   3	   mesos	   abans	   de	   l’estudi.	   Van	   trobar,	   i	  

confirmar	   mitjançant	   RT-‐PCR,	   que	   els	   miR-‐17	   i	   miR-‐20a	   tenien	   una	   expressió	  

disminuïda	   en	   totes	   les	   formes	   clíniques	   d’EM.	   Van	   demostrar,	   mitjançant	  

models	   cel·lulars,	   que	   aquests	   miRNAs	   modulen	   els	   gens	   d’activació	   de	   les	  

cèl·lules	   T,	   i	   que	   els	   mateixos	   gens	   d’activació	   de	   les	   cèl·lules	   T	   estaven	  

sobreexpressats	   en	   el	  mRNA	   de	   sang	   total	   dels	   pacients.	   D’aquesta	  manera	   es	  

suggeria	   la	   implicació	   d’aquests	   miRNAs	   en	   la	   patogènia	   de	   la	   malaltia	   i	   el	  

possible	  potencial	  d’aquests	  miRNAs	  com	  a	  dianes	  terapèutiques.	  	  

De	  Santis	  et	  al.	   (2010)	  van	  estudiar	  els	  patrons	  d’expressió	  de	  723	  miRNAs	  en	  

cèl·lules	  Treg	  CD4+CD25+	  de	  controls	  i	  12	  pacients	  amb	  EM	  remitent-‐recurrent	  

que	  no	  havien	  rebut	  tractaments	  immunomoduladors.	  Van	  observar	  que	  hi	  havia	  

23	  miRNAs	  que	  estaven	  expressats	  de	  forma	  diferent	  entre	  controls	  i	  pacients,	  i	  

d’entre	  ells	   el	  miR-‐106b	   i	  miR-‐25	   tenien	  una	  expressió	  disminuïda	  en	  pacients	  

comparats	  amb	  controls.	  Aquests	  dos	  miRNAs	  modulen	  les	  vies	  de	  senyalització	  

de	  TGF-‐β	  que	  està	  implicada	  en	  la	  diferenciació	  i	  maduració	  de	  les	  cèl·lules	  Treg	  

(Yamagiwa	  i	  Gray	  2001).	  

Paraboschi	   et	   al.	   (2011)	   van	   estudiar	   els	   patrons	   d’expressió	   de	   22	   miRNAs	  

relacionats	   amb	   immunitat	   en	   cèl·lules	   mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   en	  

controls	   i	   pacients	   amb	  EM	  remitent-‐recurrent.	  Van	  observar	  que	  els	  miR-‐155,	  

miR-‐92a,	   let-‐7f	   i	   miR-‐19a	   estaven	   significativament	   més	   sobreexpressats	   en	  

pacients.	   D’aquests,	   el	   miR-‐155	   és	   el	   que	   presentava	   uns	   nivells	   de	  

sobreexpressió	  més	  incrementats	  i	  fou	  confirmat	  per	  RT-‐PCR.	  A	  més,	  van	  trobar	  

que	  un	  haplotip	  de	  tres	  SNPs	  localitzats	  propers	  al	  gen	  de	  miR-‐155,	  i	  que	  es	  creu	  

que	  poden	  afectar	  l’expressió	  del	  miRNA,	  estava	  associat	  a	  l’EM.	  
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Waschbisch	   et	   al.	   (2011)	   van	   estudiar	   l’expressió	   de	   5	   miRNAs	   específics	   en	  

cèl·lules	  mononucleades	  de	  sang	  perifèrica	  de	  32	  controls	  i	  36	  pacients	  amb	  EM	  

remitent-‐recurrent	   sense	   tractament	   immunomodulador	   previ.	   Van	   trobar	   que	  

els	   miR-‐20b,	   miR-‐142-‐3p,	   miR-‐146a,	   miR-‐155	   i	   miR-‐326	   estaven	  

sobreexpressats	  en	  pacients	  comparats	  amb	  els	  controls.	  A	  més	  van	  fer	  un	  estudi	  

d’expressió	   de	   miRNAs	   en	   un	   grup	   de	   20	   pacients	   tractats	   amb	   acetat	   de	  

glatiràmer	   i	   18	   pacients	   tractats	   amb	   interferó-‐β	   per	   a	   valorar	   l’impacte	   que	  

podria	   tenir	   el	   tractament	   immunomodulador	   en	   l’expressió	   dels	  miRNAs.	   Van	  

observar	   que	   l’expressió	   dels	   anteriors	  miRNAs	   no	   era	   diferent	   entre	   pacients	  

tractats	  amb	  interferó-‐β	  i	  pacients	  no	  tractats,	  però	  si	  que	  l’expressió	  dels	  miR-‐

142-‐3p	  i	  miR-‐146a	  estava	  significativament	  disminuïda	  en	  pacients	  tractats	  amb	  

acetat	   de	   glatiràmer,	   fet	   que	   suggereix,	   en	   part,	   que	   aquest	   tractament	   pot	  

restaurar	  l’expressió	  d’alguns	  miRNAs	  desregulats	  en	  l’EM.	  

Guerau-‐de-‐Arellano	   et	   al.	   (2011)	   van	   estudiar	   l’expressió	   de	   677	   miRNAs	   en	  

cèl·lules	  mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   de	   controls	   sans	   i	   22	   pacients	   amb	  

EM	   amb	   formes	   remitent-‐recurrent,	   primària	   progressiva	   i	   secundària	  

progressiva	   sense	   tractament	   immunomodulador.	   Van	   trobar	   que	   els	  miR-‐128,	  

miR-‐27b	   i	   miR-‐340	   estaven	   expressats	   en	   pacients	   amb	   EM	   comparats	   amb	  

controls	  i	  que	  aquesta	  sobreexpressió,	  en	  el	  model	  animal	  de	  EAE,	  estimulava	  la	  

resposta	   proinflamatòria	   Th1.	   A	  més	   van	   observar	   que	   tractant	   les	   cèl·lules	   T	  

dels	  pacients	  amb	  EM	  amb	  inhibidors	  específics	  d’aquests	  miRNAs,	  es	  restaurava	  

la	   producció	   de	   citocines	   antiinflamatòries	   Th2.	   Aquesta	   dada	   contribueix	   a	   la	  

possibilitat	  d’usar	  els	  miRNAs	  com	  a	  dianes	  terapèutiques	  en	  l’EM.	  

Fenoglio	   et	   al.	   (2011)	   van	   estudiar	   l’expressió	   d’alguns	  miRNAs	   en	   cèl·lules	   T	  

CD4+	  de	   sang	   perifèrica	   de	   controls	   sans	   i	   29	   pacients	   amb	   formes	   remitents-‐

recurrents,	   secundàries	   progressives	   i	   primàries	   progressives	   d’EM	   sense	  

tractament	  immunomodulador	  previ.	  Van	  trobar	  que	  els	  dels	  miR-‐21,	  miR-‐146a	  i	  

miR-‐146b	   estaven	   sobreexpressats	   en	   pacients	   amb	   EM	   remitent-‐recurrent	  

comparats	  amb	  els	  controls	  sans.	  No	  es	  van	  trobar	  diferències	  amb	  altres	  formes	  

clíniques	  d’EM	  ni	  tampoc	  en	  l’expressió	  dels	  miR-‐150	  i	  miR-‐155.	  	  
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Siegel	   et	   al.	   (2012)	   van	   estudiar	   els	   patrons	   d’expressió	   de	   900	   miRNAs	  

circulants	  en	  plasma	  de	  controls	  i	  4	  pacients	  amb	  EM.	  Van	  identificar	  6	  miRNAs	  

(miR-‐614,	   miR-‐572,	   miR-‐648,	   miR-‐1826,	   miR-‐422a	   i	   miR-‐22)	   que	   estaven	  

sobreexpressats	  en	  pacients	  amb	  EM	  i	  1	  miRNA	  (miR-‐1979)	  que	  presentava	  una	  

expressió	  disminuïda.	  

Haghikia	  et	  al.	  (2012)	  van	  avaluar	  per	  primera	  vegada	  l’expressió	  de	  760	  miRNA	  

en	  el	  LCR	  obtingut	  de	  forma	  rutinària	  en	  el	  procés	  diagnòstic	  d’una	  cohort	  àmplia	  

de	  pacients	  amb	  EM	   i	  d’altres	  malalties	  neurològiques	   i	  psiquiàtriques,	  algunes	  

amb	   perfil	   patogènic	   immunològic	   i	   d’altres	   amb	   perfil	   neurodegeneratiu.	  

Inicialment	  es	  va	  analitzar	  una	  cohort	  formada	  pel	  conjunt	  de	  LCR	  de	  10	  pacients	  

amb	  EM	  i	  10	  pacients	  amb	  les	  altres	  malalties	  i,	  posteriorment,	  es	  van	  validar	  els	  

resultats	  en	  una	  cohort	  més	  àmplia	  formada	  per	  53	  pacients	  amb	  EM	  (17	  formes	  

remitent-‐recurrent,	   30	   formes	   secundària	   progressiva,	   6	   formes	   primària	  

progressiva)	   i	  39	  pacients	  amb	  altres	  malalties	  neurològiques	  o	  psiquiàtriques.	  

En	  aquest	  estudi	  els	  autors	  van	  identificar	  3	  miRNAs	  (miR-‐922,	  miR-‐181c,	  miR-‐

633)	  que	  estaven	  expressats	  de	   forma	  diferent	   en	  els	  dos	  grups	  de	  pacients.	  A	  

més	   el	   miR-‐181c	   i	   miR-‐633	   diferenciaven	   formes	   remitent-‐recurrent	   de	   la	  

secundària	  progressiva	  amb	  una	  sensibilitat	  del	  69%	  i	  una	  especificitat	  del	  82%.	  

Malgrat	  aquests	  resultats,	  cap	  dels	  miRNAs	  correlacionaven	  amb	  la	  duració	  de	  la	  

malaltia,	  edat,	  gènere	  o	  paràmetres	  bioquímics	  del	  LCR	  com	  nombre	  de	  cèl·lules	  

o	   la	   quantitat	   de	   proteïnes.	   En	   el	   treball	   els	   autors	   reflexionen	   sobre	   d’origen	  

d’aquests	  miRNAs	  detectats	  en	  LCR	  però	  no	  poden	  concloure	  si	  estan	  originats	  

en	  el	   SNC	  o	  a	  nivell	  perifèric	   i	   posteriorment	  han	   travessat	   la	  barrera	  hemato-‐

encefàlica	  lesionada	  pels	  fenòmens	  inflamatoris	  propis	  de	  la	  malaltia.	  Finalment	  

els	  autors	  indiquen	  que	  calen	  més	  estudis	  tant	  per	  validar	  aquestes	  troballes	  com	  

per	  relacionar	  aquests	  resultats	  amb	  els	  dels	  treballs	  que	  analitzen	  els	  miRNAs	  a	  

nivell	  perifèric	  o	  en	  les	  pròpies	  lesions	  d’EM.	  

Lorenzi	  et	  al.	   (2012)	  van	  estudiar	   l’expressió	  del	  miR-‐15a	   i	  miR-‐16-‐1	   i	  del	   gen	  

BCL2	  (implicat	  en	  processos	  d’apoptosi	  cel·lular)	  en	  cèl·lules	  mononucleades	  de	  

sang	   perifèrica	   CD4+	   i	   CD8+	   en	   controls	   i	   15	   pacients	   amb	   EM	   remitent-‐

recurrent	   que	   no	   havien	   rebut	   tractament	   amb	   esteroides.	   Van	   trobar	   que	  
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l’expressió	   dels	   miRNAs	   esmentats	   estava	   disminuïda	   i	   la	   del	   gen	   BCL2	  

sobreexpressada	  en	  cèl·lules	  CD4+	  de	  pacients	  comparats	  amb	  controls.	  

Martinelli-‐Boneschi	   et	   al.	   (2012)	   van	   estudiar	   el	   perfil	   d’expressió	   de	   1145	  

miRNAs	  en	  cèl·lules	  mononucleades	  de	  sang	  perifèrica	  inicialment	  en	  una	  cohort	  

formada	  per	  controls	  i	  19	  pacients	  amb	  EM	  (7	  forma	  remitent-‐recurrent,	  6	  forma	  

secundària	  progressiva	  i	  6	  forma	  primària	  progressiva)	  que	  posteriorment	  foren	  

validades	  en	  una	  cohort	  independent	  formada	  per	  controls	  i	  10	  pacients	  amb	  EM	  

(5	  forma	  remitent-‐recurrent,	  2	  forma	  secundària	  progressiva	  i	  3	  forma	  primària	  

progressiva).	  En	  ambdues	  cohorts,	  hi	  havia	  pacients	  amb	  EM	  no	   tractats	   i	   amb	  

diferents	   tipus	   de	   tractaments	   immunomoduladors.	   Els	   autors	   van	   trobar	   104	  

miRNAs	   desregulats	   de	   forma	   diferent	   en	   pacients	   i	   en	   controls	   (45	   estaven	  

sobreexpressats	   i	   59	   tenien	  una	   expressió	  disminuïda),	   dels	  quals	   el	   let-‐7g	   i	   el	  

miR-‐150	   es	   varen	   validar	   en	   la	   segona	   cohort.	   No	   van	   trobar	   correlació	   entre	  

l’expressió	  de	  miRNAs	  i	  el	  gènere	  o	  la	  duració	  de	  la	  malaltia.	  	  

Sievers	   et	   al.	   (2012)	   van	   estudiar	   l’expressió	   de	   1059	   miRNAs	   en	   limfòcits	   B	  

d’una	   cohort	   inicial	   formada	   per	   10	   pacients	   amb	   EM	   remitent-‐recurrent	   no	  

tractats	   amb	   immunomoduladors	   en	   els	   darrers	   6	  mesos,	   10	  pacients	   amb	  EM	  

remitent-‐recurrent	   tractats	   amb	  natalizumab	   i	   10	   controls	   sans.	   Posteriorment	  

es	  van	  validar	  els	  resultats	  en	  una	  cohort	  més	  àmplia	  amb	  7	  controls	  sans	   i	  30	  

pacients	  més.	  Van	  trobar	  49	  miRNAs	  amb	  una	  expressió	  disminuïda	  en	  pacients	  

no	   tractats	   comparats	   amb	   controls	   sans	   i	   10	   miRNAs	   que	   estaven	  

sobreexpressats	   en	   pacients	   tractats	   amb	  natalizumab,	   dels	   quals	   el	  miR-‐19b	   i	  

miR-‐106b	  foren	  validats	  en	  la	  segona	  cohort.	  Els	  autors	  conclouen	  que	  hi	  ha	  una	  

desregulació	  en	  diferents	  miRNAs	  de	   limfòcits	  B	  en	  pacients	  amb	  EM	  remitent-‐

recurrent	   i	   que	   el	   tractament	   amb	   natalizumab	   modula	   l’expressió	   d’alguns	  

miRNAs	  desregulats	  en	  aquests	  pacients.	  	  	  

Gandhi	  et	  al.	   (2013)	  en	  un	  treball	  més	  recent	   i	  amb	  correlacions	  amb	  variables	  

clíniques,	   van	   estudiar	   els	   patrons	   d’expressió	   de	   368	   miRNAs	   en	   plasma	   de	  

controls	   i	   19	   pacients	   amb	   EM	   (10	   formes	   remitent-‐recurrent	   i	   9	   	   formes	  

secundàries	  progressives)	  que	  no	  havien	  rebut	  tractament	  immunomodulador	  ni	  

esteroides	   en	   els	   mesos	   previs,	   i	   posteriorment	   es	   van	   validar	   19	   miRNAs	  



INTRODUCCIÓ	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Estudi	  miEM	  
	  

	  
	  
66	  

mitjançant	  RT-‐PCR	  en	  una	  cohort	  independent	  de	  50	  pacients	  amb	  EM	  remitent-‐

recurrent,	   51	   pacients	   amb	   EM	   secundària	   progressiva	   i	   32	   controls.	   En	   la	  

primera	   fase	   (cohort	   d’identificació)	   van	   identificar	   29	  miRNAs	   amb	   expressió	  

diferenciada	  entre	  EMRR	  i	  controls,	  35	  miRNAs	  amb	  expressió	  diferenciada	  entre	  

EMSP	   i	   controls,	   i	   16	  miRNAs	  amb	  expressió	  diferenciada	  entre	  EMRR	   i	  EMSP.	  

Posteriorment	  es	  van	  seleccionar	  un	  conjunt	  de	  19	  miRNAs	  de	   la	  cohort	   inicial	  

d’identificació	  que	   eren	   comuns	   entre	   les	   diferents	   comparacions	  de	   grups	   i	   el	  

miR-‐145	  per	  les	  troballes	  prèvies	  descrites	  a	  la	  literatura	  (Keller	  et	  al.	  2009)	  i	  es	  

van	   validar	   en	   la	   cohort	   independent	   més	   àmplia	   descrita	   prèviament.	   Les	  

troballes	   més	   significatives	   foren	   que	   van	   trobar	   diferències	   en	   l’expressió	   de	  

diferents	  miRNAs	  entre	  diferents	  grups	  de	  subjectes:	  miR-‐92a-‐1*,	  miR-‐145,	  miR-‐

886-‐5p,	  miR-‐30e,	  miR-‐22,	  miR-‐210	   i	  miR-‐221	   entre	   pacients	   EMRR	   i	   controls;	  

let-‐7a	   i	  miR-‐886-‐5p	   entre	   pacients	   EMSP	   i	   controls;	  miR-‐92a-‐1*,	   let-‐7c,	   let-‐7d,	  

miR-‐454	   i	  miR-‐145	  entre	  pacients	  EMRR	   i	  pacients	  EMSP.	  Una	  dada	   important	  

fou	   que	   l’expressió	   dels	   miR-‐92a-‐1*	   i	   miR-‐454	   es	   van	   trobar	   associats	   a	   la	  

discapacitat	  dels	  pacients	  mesurada	  per	  EDSS	  i	  amb	  la	  duració	  de	  la	  malaltia.	  En	  

el	   treball	   també	   es	   va	   comparar	   l’expressió	   de	  miRNAs	   circulants	   en	   pacients	  

amb	  EM	  amb	  pacients	  amb	  ELA	  i	  van	  trobar	  que	  el	  miR-‐92a-‐1*	  i	  la	  família	  de	  let-‐

7	  estan	  expressats	  de	   forma	  diferent	  entre	  pacients	  EMRR	   i	  ELA	  però	  no	  entre	  

pacients	   EMSP	   i	   ELA,	   fet	   que	   suggereix	   que	   poden	   existir	   possibles	   processos	  

patogènics	   similars	   entre	   formes	   progressives	   d’EM	   i	   ELA.	   Els	  miRNAs	   que	   els	  

autors	   van	   trobar	   desregulats	   en	   diferents	   formes	   d’EM	   estan	   implicats	   en	  

diferents	   processos	   inflamatoris	   i	   neurodegeneratius:	   expressió	   de	   CD4+	  	  	  	  	  	  

(miR-‐145),	   producció	   de	   IL-‐10	   (miR-‐30e),	   producció	   de	   IL-‐12	   (família	   let-‐7	   i	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

miR-‐92a-‐1*),	  proliferació	  i	  activació	  de	  cèl·lules	  T	  (miR-‐221	  i	  miR-‐210),	  activació	  

de	   macròfags	   i	   micròglia	   (família	   let-‐7),	   diferenciació	   cel·lular	   i	   neurogènesi	  

(família	   let-‐7).	   En	   relació	   amb	   algunes	   de	   les	   troballes	   d’aquest	   treball,	   en	   la	  

literatura	  també	  s’ha	  trobat	  que	  el	  miR-‐22	  està	  sobreexpressat	  en	   lesions	  d’EM	  

(Junker	   et	   al.	   2009).	   La	   importància	   d’aquest	   treball	   recau	   en	   que	   els	   autors,	  

primer,	   van	   identificar	   diferents	   patrons	   d’expressió	   de	   miRNAs	   implicats	   en	  

processos	  neuroinflamatoris	   i	  neurodegeneracius	  entre	  diferents	   formes	  d’EM	  i	  

controls	   sans;	   segon,	   que	   alguns	   miRNAs	   correlacionaven	   amb	   variables	  

clíniques	  com	  discapacitat	  mesurada	  mitjançant	  EDSS	  i	  duració	  de	   la	  malaltia;	   i	  
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tercer,	   que	   l’expressió	   alguns	   miRNAs	   no	   es	   va	   trobar	   diferent	   entre	   formes	  

progressives	   d’EM	   i	   una	   altra	   malaltia	   neurodegenerativa	   d’etiologia	   diferent,	  

com	  és	  l’ELA,	  suggerint	  mecanismes	  patogènics	  similars.	  	  

Aquest	   treball,	   juntament	  amb	  els	  altres,	  suggereixen	  que	  els	  miRNA	  poden	  ser	  

uns	   potencials	   bons	   biomarcadors	   pel	   diagnòstic	   d’EM,	   formes	   clíniques,	  

pronòstic	   i	  evolució	  de	   la	  mateixa	   i	   també,	  possiblement	  de	  monitorització	   i	  de	  

resposta	  a	  tractament.	  No	  obstant	  això	  calen	  més	  estudis	  per	  validar	  els	  resultats	  

que	   s’han	   trobat	   fins	   ara	   i	   cal	   també	   identificar	   les	   dianes	   i	   les	   vies	  

immunològiques	  on	  actuen	  aquestes	  molècules.	  	  

Fenoglio	   et	   al.	   (2013)	   van	   estudiar	   l’expressió	   de	   88	   miRNAs	   en	   sèrum	   de	  

controls	   i	   pacients	   amb	   EM	   sense	   tractament	   immunomodulador	   les	   setmanes	  

anteriors	  a	  l’anàlisi.	  Inicialment	  es	  va	  estudiar	  una	  cohort	  de	  7	  pacients	  (3	  forma	  

remitent-‐recurrent	   i	   4	   forma	   primària	   progressiva)	   i	   posteriorment	   es	   van	  

validar	   els	   resultats	   en	   una	   cohort	   independent	   formada	   per	   controls,	   15	  

pacients	  amb	  EM	  remitent-‐recurrent	  i	  13	  pacients	  amb	  EM	  primària	  progressiva.	  

Els	   autors	   van	   identificar	   3	  miRNAs	   (miR-‐15b,	  miR-‐23a	   i	  miR-‐223)	   que	   tenien	  

una	   expressió	   disminuïda	   en	   pacients	   amb	   EM	   i	   van	   observar	   una	   correlació	  

significativa	  entre	  els	  nivells	  dels	  miRNAs	  i	  la	  discapacitat	  mesurada	  mitjançant	  

EDSS	   en	   els	   pacients	   amb	   EM	   primària	   progressiva.	   	   No	   van	   trobar	   correlació	  

entre	  els	  nivells	  de	  miRNAs	  i	  l’edat,	  el	  gènere	  ni	  la	  duració	  de	  la	  malaltia.	  	  

Yang	   et	   al.	   (2013)	   van	   estudiar	   l’expressió	   de	   754	   miRNAs	   en	   cèl·lules	  

mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   de	   controls	   i	   pacients	   xinesos	   amb	   EM	  

remitent-‐recurrent	   en	   brot	   sense	   tractament	   immunomodulador	   previ.	  

Inicialment	   es	   va	   estudiar	   una	   cohort	   de	   10	   pacients	   i	   10	   controls	   i	  

posteriorment	  es	  van	  validar	  en	  una	  segona	  cohort	  independent	  de	  40	  pacients	  

amb	  EM	  i	  40	  controls.	  En	  la	  cohort	  inicial	  9	  miRNAs	  estaven	  sobreexpressats	  i	  6	  

miRNAs	  tenien	  una	  expressió	  disminuïda	  en	  pacients	  comparats	  amb	  controls,	  i	  

en	   la	   segona	   cohort	   es	   van	   validar	   6	  miRNAs	   (miR-‐125a,	  miR-‐200c,	  miR-‐146b,	  

miR-‐328,	  miR-‐199a,	  miR-‐152)	   que	   estaven	   expressats	   de	   forma	   diferent	   entre	  

pacients	   amb	   EM	   i	   controls.	   Els	   autors	   conclouen	   que	   es	   poden	   diferenciar	  

clarament	   pacients	   xinesos	   amb	   EM	   de	   controls	   sans	   basats	   en	   un	   patró	  

d’expressió	  de	  miRNAs	  específic.	  	  
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Hecker	   et	   al.	   (2013)	   van	   realitzar	   un	   estudi	   longitudinal	   sobre	   els	   canvis	  

d’expressió	   de	   miRNAs	   com	   a	   resposta	   al	   tractament	   immunomodulador	   amb	  

interferó-‐β	  en	  pacients	  amb	  EM.	  Van	  analitzar	  el	  comportament	  de	  l’expressió	  de	  

651	  miRNAs	  i	  19000	  mRNAs	  en	  cèl·lules	  mononucleades	  de	  sang	  perifèrica	  en	  4	  

pacients	  amb	  EM	  i	  2	  pacients	  amb	  síndrome	  clínicament	  aïllada	  abans	  d’iniciar	  

tractament	  amb	  interferó-‐β	  i	  prospectivament	  als	  2,	  4	  i	  30	  dies.	  Van	  observar	  que	  

la	   sobreexpressió	  de	  gens	  de	   resposta	  a	   interferó-‐β	  es	   correlacionava	  amb	  una	  

expressió	  disminuïda	  de	  diferents	  miRNAs,	  en	  el	  que	  estaven	  inclosos	  diferents	  

membres	  de	   la	   família	  del	  miR-‐29	  que	  estan	  associats	   a	  processos	  apoptòtics	   i	  

bucles	  de	   retroalimentació	  dels	   interferons.	  Els	   autors	   conclouen	  que	  diferents	  

patrons	   d’expressió	   de	  miRNA	   en	   sang	   perifèrica	   poden	   ésser	   d’utilitat	   com	   a	  

biomarcadors	   de	   resposta	   a	   tractament	   amb	   interferó-‐β	   i,	   fins	   i	   tot,	   predir	  

l’activitat	  i	  progressió	  individual	  de	  la	  malaltia.	  

Jernås	   et	   al.	   (2013)	   van	   estudiar	   l’expressió	   de	   diferents	   mRNAs	   i	  

d’aproximadament	  1000	  miRNAs	  en	  cèl·lules	  T	  de	   sang	  perifèrica	  de	  controls	   i	  

11	   pacients	   amb	   EM	   remitent-‐recurrent	   en	   tractament	   amb	   interferó-‐β	   en	   la	  

cohort	   inicial	   i	   posteriorment	   es	   van	   validar	   els	   resultats	   en	   una	   altra	   cohort	  

independent	   amb	   controls	   sans	   i	   16	   pacients	   amb	  EM	   remitent-‐recurrent.	   Van	  

identificar	   2452	   gens	   i	   21	   miRNAs	   que	   s’expressaven	   de	   forma	   diferent	   en	  

pacients	  que	  en	  controls,	   la	  majoria	  dels	  quals	  estaven	   implicats	  en	   les	  vies	  del	  

sistema	  immunològic.	  Els	  principals	  miRNAs	  que	  es	  van	  trobar	  diferenciats	  foren	  

el	  miR-‐494	  i	  miR-‐197.	  

Keller	  et	  al.	  (2013)	  van	  estudiar	  l’expressió	  de	  miRNAs	  en	  sang	  total	  de	  controls,	  

25	   pacients	   amb	   síndrome	   clínicament	   aïllada	   i	   25	   pacients	   amb	   EM,	   tots	   ells	  

sense	  tractament	  immunomodulador	  ni	  esteroides	  previs,	  i	  posteriorment	  es	  van	  

validar	  els	  resultats	  en	  una	  altra	  cohort	  independent.	  Es	  van	  utilitzar	  els	  mètodes	  

habituals	   d’anàlisis	   utilitzats	   en	   aquests	   tipus	   d’estudis	   i	   també	   un	   sistema	   de	  

seqüenciació	   de	   nova	   generació.	   Els	   autors	   van	   trobar	   que	   s’identificaven	  

diferents	  miRNAs	   desregulats	   segons	   el	  mètode	   d’anàlisi	   utilitzat.	   D’aquests,	   3	  

miRNAs	   estaven	   sobreexpressats	   (miR-‐16-‐2-‐3p)	   o	   amb	   expressió	   disminuïda	  

(miR-‐20a-‐5p,	  miR-‐7-‐1-‐3p)	  en	  els	  dos	  mètodes.	  Altres	  5	  miRNAs,	  dels	  que	  estaven	  
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significativament	  desregulats,	  mantenien	  la	  mateixa	  direcció	  de	  l’expressió	  en	  els	  

dos	  mètodes	  d’anàlisi.	  

Søndergaard	  et	  al.	   (2013)	  van	  estudiar	   -‐inicialment	  una	   cohort	  d’identificació	   i	  

posteriorment	   en	   una	   cohort	   de	   validació-‐	   l’expressió	   de	   miRNAs	   en	   cèl·lules	  

mononuclears	  de	  sang	  perifèrica,	  plasma	  i	  sèrum	  de	  controls	  i	  pacients	  amb	  EM	  

remitent-‐recurrent	   sense	   tractament	   immunomodulador	   de	   base	   i	   en	   fase	  

d’estabilitat	   de	   la	   malaltia.	   Entre	   els	   miRNAs	   validats,	   l’expressió	   del	   let-‐7d	  

correlacionava	   amb	   els	   nivells	   d’IL-‐1B	   proinflamatòria	   i	   el	   miR-‐145	   estava	  

sobreexpressat	   en	  pacients	   amb	  EM.	  Els	  nivells	   d’expressió	  dels	  miRNAs	  no	   es	  

van	   poder	   correlacionar	   amb	   el	   temps	   des	   del	   darrer	   brot	   ni	   amb	   les	   lesions	  

realçades	  amb	  gadolini	  a	  la	  RM	  dels	  pacients.	  	  

Meira	   et	   al.	   (2014),	   del	   mateix	   grup	   de	   Sievers	   et	   al.	   (2012)	   van	   estudiar	  

l’expressió	   del	   miR-‐126	   en	   cèl·lules	   T	   CD4+	   de	   controls,	   12	   pacients	   amb	   EM	  

remitent-‐recurrent	  no	  tractats	   i	  24	  pacients	  amb	  EM	  tractats	  amb	  natalizumab.	  

Van	   observar	   que	   aquest	   miRNA	   presentava	   una	   expressió	   disminuïda	   en	  

pacients	   tractats	   amb	   natalizumab	   comparats	   amb	   pacients	   no	   tractats,	   que	  

l’expressió	  del	  miR-‐126	  augmentava	  durant	  els	  brots	  (estudiat	  en	  2	  pacients	  de	  

la	  cohort)	  i	  que	  l’expressió	  del	  miRNA	  es	  correlacionava	  amb	  l’expressió	  d’un	  gen	  

que	   es	   lliga	   al	   promotor	   de	   la	   seqüència	   del	   virus	   JC,	   responsable	   de	   la	  

leucoencefalopatia	   multifocal	   progressiva,	   complicació	   més	   greu	   d’aquest	  

tractament.	  D’aquesta	  manera	  els	  autors	  proposen	  que	  el	  miR-‐126	  està	  implicat	  

en	  el	  mecanisme	  d’acció	  del	  natalizumab,	  no	  només	  en	  el	   seu	  efecte	   terapèutic	  

sinó	  també	  en	  els	  seus	  potencials	  efectes	  adversos.	  	  

Zhang	  et	  al.	   (2014)	   en	  un	   estudi	   en	  població	   xinesa,	   van	   investigar	   inicialment	  

l’expressió	   de	   8	   miRNAs	   (miR-‐155,	   miR-‐326,	   miR-‐146a,	   miR-‐150,	   miR-‐181a,	  

miR-‐181b,	  miR-‐124,	  miR-‐92a)	  en	  sèrum	  de	  31	  pacients	  amb	  EM	  (14	  en	  fase	  de	  

brot	  i	  17	  en	  fase	  de	  remissió),	  32	  pacients	  en	  fase	  aguda	  de	  síndrome	  de	  Guillain-‐

Barré	  i	  controls.	  Cap	  dels	  pacients	  havia	  rebut	  tractament	  immunomodulador	  3	  

setmanes	   abans	   de	   l’estudi.	   Van	   trobar	   que	   5	   d’aquests	   miRNAs	   estaven	   més	  

sobreexpressats	   en	   pacients	   amb	   EM	   que	   en	   els	   altres	   grups,	   però	   el	   que	   es	  

sobreexpressava	  més	  era	  el	  miR-‐155	  i	  sobretot	  en	  el	  grup	  de	  pacients	  amb	  EM	  en	  
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brot.	   	  Posteriorment	  van	  estudiar	  l’expressió	  de	  miR-‐155	  en	  ratolins	  amb	  EAE	  i	  

van	   trobar	  que	   la	   seva	   expressió	   es	   correlacionava	   amb	  el	   nombre	  de	   cèl·lules	  

Th1	   i	   Th17	   i	   amb	   la	   severitat	   de	   la	   malaltia	   en	   els	   animals:	   els	   ratolins	   amb	  

menys	  expressió	  de	  miR-‐155	   tenien	  menys	  cèl·lules	  Th1	   i	  Th17	   i	  una	  EAE	  més	  

lleu,	   i	   els	   ratolins	   amb	   sobreexpressió	   de	   miR-‐155	   tenien	   més	   cèl·lules	   i	   una	  

forma	   més	   agressiva	   de	   la	   malaltia.	   Amb	   aquestes	   troballes	   els	   autors	  

suggereixen	  que	  el	  miR-‐155	  estimula	  la	  diferenciació	  de	  cèl·lules	  Th1	  i	  Th17	  que	  

mantenen	  la	  resposta	  inflamatòria	  en	  la	  EAE	  i	  que	  agreuja	  la	  malaltia.	  Els	  autors	  

proposen	  el	  miR-‐155	  com	  a	  potencial	  diana	  terapèutica	  per	  l’EM.	  
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Taula	  4.	  Resum	  dels	  treballs	  publicats	  en	  relació	  a	  EM	  i	  miRNAs.	  	  

Autors	  
(any)	  

Mostra	  
biològica	  

Subjectes	   miRNAs	  
destacats	  

Otaegui	  et	  al.	  
(2009)	   PBMC	   21	  pacients	  EM	  en	  brot/remissió	  

Controls	  

miR-‐18b	  
miR-‐96	  
miR-‐599	  

Keller	  et	  al.	  
(2009)	   PBMC	   20	  pacients	  EMRR	  (AG	  i	  IFN)	  

Controls	   miR-‐145	  

Du	  et	  al.	  
(2009)	   PBMC	  

Pacients	  xinesos	  EM	  
Pacients	  xinesos	  NMO	  

EAE	  
miR-‐326	  

Junker	  et	  al.	  
(2009)	  

Teixit	  
cerebral	   Lesions	  actives	  i	  inactives	  d’EM	  

miR-‐34a	  
miR-‐155	  
miR-‐326	  
miR-‐650	  

Lindberg	  et	  al.	  
(2010)	  

Cèl.	  CD4+	  
Cèl.	  CD8+	  
Cèl.	  B	  

23	  pacients	  
Controls	  

miR-‐1	  
miR-‐17-‐5p	  
miR-‐126	  
miR-‐193a	  
miR-‐497	  

Cox	  et	  al.	  
(2010)	   Sang	  total	  

59	  pacients	  (24	  EMRR,	  17	  EMSP,	  18	  
EMPP)	  
Controls	  

miR-‐17	  
miR-‐20a	  

De	  Santis	  et	  al.	  
(2010)	  

Cèl.	  Treg	  
CD4+CD25+	  

12	  pacients	  EMRR	  
Controls	  

miR-‐106b	  
miR-‐25	  

Paraboschi	  et	  al.	  
(2011)	   PBMC	   Pacients	  EMRR	  

Controls	  

let-‐7f	  
miR-‐19a	  
miR-‐92a	  
miR-‐155	  

Waschbisch	  et	  al.	  
(2011)	   PBMC	  

36	  pacients	  EMRR	  
20	  pacients	  AG	  
18	  pacients	  IFN	  

Controls	  

miR-‐20b	  
miR-‐142-‐3p	  
miR-‐146a	  
miR-‐155	  
miR-‐326	  

Guerau-‐de-‐
Arellano	  et	  al.	  

(2011)	  
PBMC	   22	  pacients	  (EMRR,	  EMSP,	  EMPP)	  

Controls	  

miR-‐27b	  
miR-‐128	  
miR-‐340	  

Fenoglio	  et	  al.	  
(2011)	   Cèl.	  T	  CD4+	   29	  pacients	  (EMRR,	  EMSP,	  EMPP)	  

Controls	  

miR-‐21	  
miR-‐146a	  
miR-‐146b	  
miR-‐150	  
miR-‐155	  

Siegel	  et	  al.	  
(2012)	   Plasma	   4	  pacients	  EM	  

Controls	  

miR-‐22	  
miR-‐422a	  
miR-‐572	  
miR-‐614	  
miR-‐648	  
miR-‐1826	  
miR-‐1979	  

Haghikia	  et	  al.	  
(2012)	   LCR	  

53	  pacients	  (17	  EMRR,	  30	  EMSP,	  6	  EMPP)	  
39	  pacients	  altres	  malalties	  

neurològiques	  i	  psiquiàtriques	  

miR-‐181c	  
miR-‐633	  
miR-‐922	  

Lorenzi	  et	  al.	  
(2012)	   PBMC	   15	  pacients	  EMRR	  

Controls	  
miR-‐15a	  
miR-‐16-‐1	  
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Taula	  4	  (continuació).	  Resum	  dels	  treballs	  publicats	  en	  relació	  a	  EM	  i	  miRNAs.	  	  

Autors	  
(any)	  

Mostra	  
biològica	  

Subjectes	   miRNAs	  
destacats	  

Siegel	  et	  al.	  
(2012)	   Plasma	   4	  pacients	  EM	  

Controls	  

miR-‐22	  
miR-‐422a	  
miR-‐572	  
miR-‐614	  
miR-‐648	  
miR-‐1826	  
miR-‐1979	  

Haghikia	  et	  al.	  
(2012)	   LCR	  

53	  pacients	  (17	  EMRR,	  30	  EMSP,	  6	  EMPP)	  
39	  pacients	  altres	  malalties	  

neurològiques	  i	  psiquiàtriques	  

miR-‐181c	  
miR-‐633	  
miR-‐922	  

Lorenzi	  et	  al.	  
(2012)	   PBMC	   15	  pacients	  EMRR	  

Controls	  
miR-‐15a	  
miR-‐16-‐1	  

Martinelli-‐
Boneschi	  et	  al.	  

(2012)	  
PBMC	   29	  pacients	  (12	  EMRR,	  8	  EMSP,	  9	  EMPP)	  

Controls	  
Let-‐7g	  
miR-‐150	  

Sievers	  et	  al.	  
(2012)	   Limfòcits	  B	   40	  pacients	  EMRR	  (30	  no	  TIM,	  10	  NTZ)	  

Controls	  
miR-‐19b	  
miR-‐106b	  

Gandhi	  et	  al.	  
(2013)	   Plasma	   120	  pacients	  (60	  EMRR,	  60	  EMSP)	  

Controls	  

let-‐7a	  
let-‐7c	  
let-‐7d	  
miR-‐22	  
miR-‐30e	  
miR-‐92-‐a-‐1*	  
miR-‐145	  
miR-‐210	  
miR-‐221	  
miR-‐454	  
miR-‐886-‐5p	  

Fenoglio	  et	  al.	  
(2013)	   Sèrum	   35	  pacients	  (18	  EMRR,	  17	  EMPP)	  

Controls	  

miR-‐15b	  
miR-‐23a	  
miR-‐223	  

Yang	  et	  al.	  
(2013)	   PBMC	   50	  pacients	  EM	  xinesos	  

Controls	  

miR-‐125a	  
miR-‐146b	  
miR-‐152	  
miR-‐199a	  
miR-‐200c	  
miR-‐328	  

Hecker	  et	  al.	  
(2013)	   PBMC	   4	  pacients	  EM	  +	  2	  pacients	  SCA	  amb	  IFN	   miR-‐29	  

Jernås	  et	  al.	  
(2013)	   Sang	  total	   27	  pacients	  EMRR	  

Controls	  
miR-‐197	  
miR-‐494	  

Keller	  et	  al.	  
(2013)	   	   15	  pacients	  SCA	  +	  25	  pacients	  EM	  

Controls	  

miR-‐7-‐1-‐3p	  
miR-‐16-‐2-‐3p	  
miR-‐20a-‐5p	  

Søndergaard	  et	  al.	  
(2013)	  

PBMC,	  
plasma,	  
sèrum	  

Pacients	  EMRR	  
Controls	  

Let-‐7d	  
miR-‐145	  

Meira	  et	  al.	  
(2014)	   Cèl.	  T	  CD4+	  

12	  pacients	  EMRR	  no	  TIM	  
24	  pacients	  EMRR	  amb	  NTZ	  

Controls	  
miR-‐126	  

Zhang	  et	  al.	  
(2014)	   Sèrum	   31	  pacients	  xinesos	  EM	  brot/remissió	  

Controls	   miR-‐155	  



Estudi	  miEM	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HIPÒTESIS	  i	  OBJECTIUS	  

	  
	  

73	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

2. HIPÒTESIS	  i	  OBJECTIUS	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  





Estudi	  miEM	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  HIPÒTESIS	  i	  OBJECTIUS	  
	  

	  
	  

75	  

2.1. HIPÒTESIS	  

	  

Les	  hipòtesis	  d’aquesta	  tesi	  són:	  

	  

1-‐ L’estudi	  de	   l’expressió	  de	  microRNAs	  en	  el	   líquid	  cefaloraquidi	  de	  pacients	  

en	   les	   fases	   inicials	   d’esclerosi	   múltiple	   ens	   permet	   identificar	   un	   perfil	  

específic	  de	  microRNAs	  útil	  per	  al	  diagnòstic	  de	  la	  malaltia,	  que	  podria	  ésser	  

usat	  com	  a	  biomarcador	  de	  diagnòstic	  de	  la	  malaltia.	  

	  

2-‐ Existeix	   un	   perfil	   específic	   d’expressió	   de	   microRNAs	   en	   el	   líquid	  

cefaloraquidi	   de	   pacients	   amb	   esclerosi	   múltiple	   que	   està	   associat	   a	   la	  

presència	   de	   bandes	   oligoclonals	   d’IgM	   lípidespecífiques	   relacionades	   amb	  

formes	   de	   la	  malaltia	   de	   pitjor	   pronòstic	   evolutiu,	   i	   que	   podria	   ésser	   usat	  

com	  a	  biomarcador	  de	  pronòstic	  de	  la	  malaltia.	  	  
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2.2. OBJECTIUS	  

	  

Els	  objectius	  d’aquesta	  tesi	  són:	  

	  

2.2.1. Objectius	  principals	  
	  

1-‐ Explorar	  si	  l’anàlisi	  de	  microRNAs	  en	  el	  líquid	  cefaloraquidi	  és	  viable	  i	  pot	  

ser	   una	   eina	   útil	   per	   a	   l’estudi	   de	   factors	   diagnòstics	   i	   pronòstics	   per	   a	  

l’esclerosi	  múltiple.	  

	  

2-‐ Identificar	  un	  perfil	  de	  microRNAs	  en	  el	   líquid	  cefaloraquidi	  de	  pacients	  

amb	   esclerosi	   múltiple	   diferenciat	   del	   de	   pacients	   afectats	   d’altres	  

malalties	  neurològiques.	  

	  

3-‐ Identificar	  un	  perfil	  de	  microRNAs	  en	  el	   líquid	  cefaloraquidi	  de	  pacients	  

amb	  esclerosi	  múltiple	  que	  permeti	  diferenciar	   les	   formes	  de	   la	  malaltia	  

amb	   bandes	   oligoclonals	   d’IgM	   lípidespecífiques	   positives	   en	   líquid	  

cefaloraquidi,	   que	   s’han	   associat	   a	   formes	   de	   la	   malaltia	   de	   pitjor	  

pronòstic.	  	  

	  

2.2.2. Objectius	  secundaris	  
	  

1-‐ Explorar	   la	   relació	   de	   l’expressió	   dels	   microRNAs	   en	   el	   líquid	  

cefaloraquidi	   dels	   pacients	   amb	   esclerosi	   múltiple	   i	   la	   seva	   forma	   de	  

presentació	   clínica	   i	   radiològica,	   i	   evolució	   clínica	   als	   12	   mesos	   de	  

seguiment.
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3.1. PACIENTS	  

	  

3.1.1. Disseny	  

Estudi	  clínic	  observacional,	  descriptiu,	   longitudinal	   i	  exploratori	  en	  dues	  etapes	  

sobre	  l’expressió	  diferenciada	  de	  miRNAs	  d’una	  cohort	  de	  pacients	  afectats	  d’EM	  

respecte	   a	   pacients	   afectats	   d’altres	   malalties	   neurològiques	   i	   en	   funció	   de	   la	  

presència	  o	  absència	  de	  BOCM_LE	  en	  LCR.	  	  

	  

3.1.2. Subjectes	  de	  l’estudi 

Tots	   els	   subjectes	   que	   van	   participar	   en	   l’estudi	   foren	   visitats	   en	   el	   Servei	   de	  

Neurologia	  de	  l’Hospital	  Universitari	  Dr.	   Josep	  Trueta	  de	  Girona	  i	  a	   la	  Unitat	  de	  

Neuroimmunologia	  i	  Esclerosi	  Múltiple	  (UNIEM)	  del	  mateix	  centre.	  

La	  UNIEM	   és	   la	   unitat	  multidisciplinar	   de	   referència	   de	   la	   província	   de	  Girona	  

que	   s’encarrega	   del	   maneig	   clínic	   i	   assistencial	   (diagnòstic,	   seguiment	   i	  

tractament),	   de	   la	   recerca	   i	   de	   la	   formació	   dels	   pacients	   i	   familiars	   afectats	  

d’esclerosi	  múltiple	  i	  d’altres	  malalties	  de	  base	  neuro-‐immunològica	  del	  sistema	  

nerviós	   central.	   Actualment,	   hi	   ha	   registrada	   en	   la	   base	   de	   dades	  més	   de	   880	  

pacients	  i	  es	  dóna	  suport	  i	  seguiment	  assistencial	  prospectiu	  a	  uns	  600	  pacients.	  

Des	   de	   mitjans	   de	   2011,	   la	   UNIEM	   disposa	   d’una	   col·lecció	   de	   mostres	   de	  

pacients	   amb	   EM	   i	   d’altres	   malalties	   neurològiques	   (de	   base	   inflamatòria	   i	  

d’altres	  etiologies)	  que	  en	  el	  seu	  procés	  diagnòstic	  han	  requerit	  d’una	  anàlisi	  de	  

sang	  i	  de	  LCR	  per	  arribar	  a	  un	  diagnòstic	  definitiu.	  Actualment	  aquesta	  col·lecció	  

de	   mostres	   biològiques,	   anomenada	   BioEM,	   forma	   part	   del	   Biobanc	   (Ley	  

14/2007;	   Real	   Decreto	   1716/2011)	   de	   l’Institut	   d’Investigació	   Biomèdica	   de	  

Girona	  (IDIBGI).	  
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Tots	  els	  pacients	  que	  han	  participat	  en	  aquesta	  col·lecció	  de	  mostres	  biològiques	  

han	   signat	   els	   corresponents	   consentiments	   informats	   (Annex	   3	   i	   Annex	   4)	  

aprovats	  pel	  CEIC	  de	   l’Hospital	  Universitari	  Dr.	   Josep	  Trueta	  de	  Girona	   (Decret	  

406/2006)	   i	   se’ls	   garanteix	   que	   es	   respecten	   els	   principis	   fonamentals	   de	   la	  

Declaració	   de	  Hèlsinki	   (World	  Medical	  Association	  2013)	   així	   com	   la	   legislació	  

vigent	   sobre	   la	   confidencialitat	   de	   les	   dades	   personals	   i	   normes	   ètiques	   sobre	  

estudis	   clínics	   de	   protecció	   de	   dades	   (Ley	   Orgánica	   15/1999;	   Real	   Decreto	  

1720/2007).	   Sempre	   que	   ha	   estat	   possible,	   s’ha	   recollit	   per	   a	   cadascun	   dels	  

pacients	   plasma,	   sèrum,	   DNA,	   cèl·lules	   mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	  

(PBMC),	  RNA,	  LCR	  i	  cèl·lules	  de	  LCR.	  

Amb	  data	  1	  d’abril	  de	  2014,	   aquesta	   col·lecció	  disposava	  del	   següent	  nombre	   i	  

tipus	  de	  mostres:	  

• mostres	   de	   plasma,	   sèrum,	   DNA,	   PBMC,	   RNA	   i	   LCR	   obtingudes	   de	   285	  

extraccions	  diferents	  

• 266	  mostres	  totals	  de	  plasma	  

• 273	  mostres	  totals	  de	  sèrum	  

• 236	  mostres	  totals	  de	  cèl·lules	  mononucleades	  de	  sang	  perifèrica	  

• 181	  mostres	  totals	  de	  LCR	  

• 181	  mostres	  de	  DNA	  de	  pacients	  diferents	  

• 74	  mostres	  de	  RNA	  de	  pacients	  diferents	  

• 156	  mostres	   de	   cèl·lules	  mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   de	   pacients	  

diferents	  

• 175	  mostres	  de	  LCR	  de	  pacients	  diferents	  

• mostres	  de	  208	  pacients	  diferents	  

• mostres	  de	  112	  pacients	  amb	  EM	  o	  SCA	  

• mostres	  de	  96	  pacients	  afectats	  d’altres	  malalties	  neurològiques	  	  
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3.1.2.1. Criteris	  d’inclusió	  i	  exclusió	  dels	  subjectes	  de	  l’estudi	  

Criteris	  d’inclusió	  

− Pacients	  entre	  18	  i	  65	  anys.	  

− Pacients	  que	  per	  motius	  diagnòstics	  se’ls	  va	  realitza	  una	  punció	  lumbar	  i	  

estudi	  de	  LCR.	  

− Pacients	   que	   van	   signar	   el	   corresponent	   consentiment	   informat	   per	   a	  

l’obtenció	  de	  mostres	  biològiques	  de	  sang	  i	  LCR.	  

− Pacients	  amb	  EMRR	  segons	  criteris	  de	  McDonald	  2010	  revisats,	  pacients	  

amb	   SCA	   amb	   criteris	   de	   disseminació	   en	   espai	   per	   RM	   i	   pacients	   amb	  

d’altres	  malalties	  neurològiques	  del	  SNC.	  

Criteris	  d’exclusió	  

− Pacients	   amb	   formes	   secundàries	  progressives	  o	  primàries	  progressives	  

d’EM.	  

− Pacients	  que	  han	  rebut	  tractament	  immunomodulador	  durant	  els	  90	  dies	  

anteriors	  a	  la	  inclusió	  de	  l’estudi.	  

− Pacients	  diagnosticats	  d’alguna	  malaltia	  neurodegenerativa.	  

− Pacients	  diagnosticats	  d’una	  malaltia	  psiquiàtrica	  greu.	  

− Pacients	  amb	  antecedent	  de	  traumatisme	  cranioencefàlic	  greus.	  

− Pacients	  embarassades	  o	  lactants.	  

− Pacients	  que	  no	  poden	  realitzar	  una	  RM.	  

	  

3.1.2.2. Grups	  de	  pacients	  

Els	  subjectes	  analitzats	  a	  l’estudi	  es	  van	  classificar	  en	  dos	  grups:	  

• Grup	   “EM”:	   format	   per	   pacients	   diagnosticats	   d’EM	   segons	   criteris	   de	  

McDonald	   2010	   revisats	   i	   forma	   clínica	   remitent-‐recurrent,	   i	   pacients	   amb	  

SCA	  amb	  criteris	  de	  disseminació	  en	  espai	  per	  RM,	   als	  quals	   es	  va	   realitzar	  

una	  punció	  lumbar	  per	  estudi	  del	  LCR.	  
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• Grup	  “Control”:	   format	  per	  pacients	  afectats	  d’altres	  malalties	  neurològiques	  

diferents	   del	   grup	   “EM”	   que	   foren	   estudiats	   al	   Servei	   de	   Neurologia	   o	   a	   la	  

UNIEM	   i	   que	   per	  motius	   diagnòstics	   van	   requerir	   d’una	   punció	   lumbar	   per	  

estudi	  del	  LCR.	  

	  

3.1.2.3. Cohorts	  d’estudi	  

Per	  a	  l’estudi	  dels	  miRNAs	  es	  van	  utilitzar	  dues	  cohorts:	  

• Cohort	   d’identificació:	   cohort	   inicial	   formada	   per	   5	   subjectes	   del	   grup	  

“Control”	  i	  9	  pacients	  del	  grup	  “EM”.	  

• Cohort	   de	   validació:	   cohort	   posterior	   formada	   per	   32	   subjectes	   del	   grup	  

“Control”	  i	  29	  pacients	  del	  grup	  “EM”.	  

	  

3.1.3. Variables	  d’estudi	  

Les	   variables	   analitzades	   en	   aquest	   estudi	   es	   poden	   agrupar	   en	   3	   grans	   blocs:	  

variables	   clíniques,	   variables	   d’anàlisi	   de	   LCR	   i	   variables	   radiològiques.	   A	  

continuació	  s’explica	  amb	  detall	  cadascuna	  d’elles.	  

	  

3.1.3.1. Variables	  clíniques	  

Grup	  “EM”:	  

− Edat:	  Edat	  en	  el	  moment	  del	  diagnòstic	  (anys)	  

− Edat	  debut:	  Edat	  en	  el	  moment	  del	  primer	  brot	  de	  la	  malaltia	  (anys)	  

− Sexe:	  Sexe	  (dona,	  home)	  

− Topografia	  debut:	  Localització	  clínica	  del	  brot	  en	  el	  moment	  del	  debut	  de	  

la	  malaltia	  (nervi	  òptic,	  tronc,	  medul·la,	  hemisfèric,	  poliregional)	  
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− Brots:	   Nombre	   total	   de	   brots,	   des	   del	   primer	   brot	   fins	   als	   12	  mesos	   de	  

seguiment	  

− EDSS	  basal:	  Mesura	  de	  la	  discapacitat	  en	  el	  moment	  basal	  	  (EDSS)	  

− EDSS	  12m:	  Mesura	  de	  la	  discapacitat	  als	  12	  mesos	  de	  seguiment	  (EDSS)	  

− TIM:	  Inici	  del	  tractament	  durant	  els	  12	  mesos	  de	  seguiment	  (sí/no)	  

− TIM_t:	  Temps	  en	  tractament	  durant	  els	  12	  mesos	  de	  seguiment	  (mesos)	  

	  

Grup	  “Control”:	  

En	  el	  grup	  “Control”	  es	  van	  recollir	  les	  variables	  clíniques	  següents:	  

− Edat:	  Edat	  en	  el	  moment	  del	  diagnòstic	  (anys)	  

− Sexe:	  	  Sexe	  (dona,	  home)	  

− Diagnòstic:	  Diagnòstic	  de	  la	  malaltia	  

	  

3.1.3.2. Variables	  d’anàlisi	  de	  LCR	  

Grup	  “EM”	  i	  grup	  “Control”:	  

− BOCG:	  Presència	  o	  absència	  de	  BOCG	  en	  LCR	  	  

− BOCM_LE:	  Presència	  o	  absència	  de	  BOCM_LE	  en	  LCR	  	  

− Índex	  IgG:	  Índex	  IgG	  en	  LCR,	  segons	  la	  fórmula	  següent	  

Í𝑛𝑑𝑒𝑥  𝐼𝑔𝐺 =
IgG  LCR  x  albúmina  sèrum
IgG  sèrum  x  albúmina  LCR	  
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3.1.3.3. Variables	  radiològiques	  

Grup	  “EM”:	  

− C_Barkhof:	  Nombre	  de	  Criteris	  de	  Barkhof	  (Annex	  2)	  (1-‐2,	  3-‐4)	  

− Lesions	  T2:	  Nombre	  de	  lesions	  hiperintenses	  en	  T2/FLAIR	  (<9,	  ≥9)	  

− Lesions	  Gd+:	  Nombre	  de	  lesions	  realçades	  amb	  gadolini	  	  

− Lesions	  infratentorials:	  Presència	  o	  absència	  de	  lesions	  infratentorials	  	  

− Lesions	  hipointenses	  T1:	   Presència	  o	   absència	  de	   lesions	  hipointenses	  en	  

T1	  

− Lesions	  cranials:	  Nombre	  de	  lesions	  cranials	  en	  T2/FLAIR	  

− Volum	  T2:	  Volum	  lesional	  en	  T2/FLAIR	  (ml)	  

− SG_FAST:	  Volum	  de	  substància	  gris	  mitjançant	  el	  mètode	  FAST	  (ml)	  

− SB_FAST:	  Volum	  de	  substància	  blanca	  mitjançant	  el	  mètode	  FAST	  (ml)	  

− BPF_FAST:	  Atròfia	  cerebral	  mitjançant	  el	  mètode	  FAST	  (BPF)	  

− SG_SPM:	  Volum	  de	  substància	  gris	  mitjançant	  el	  mètode	  SPM8	  (ml)	  

− SB_SPM:	  Volum	  de	  substància	  blanca	  mitjançant	  el	  mètode	  SPM8	  (ml)	  

− BPF_SPM:	  Atròfia	  cerebral	  mitjançant	  el	  mètode	  SPM8	  (BPF)	  

El	  càlcul	  de	  BPF	  es	  va	  realitzar	  segons	  la	  fórmula	  següent:	  

𝐵𝑃𝐹 =   
𝑆𝐵 + 𝑆𝐺

𝑆𝐵 + 𝑆𝐺 + 𝐿𝐶𝑅	  

	  

Grup	  “Control”:	  

En	  el	  grup	   “Control”	  no	  es	  van	  obtenir	  dades	  radiològiques	  en	  no	   tractar-‐se	  de	  

pacients	  amb	  EM	  o	  SCA.	  
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3.2. MÈTODES	  

	  

3.2.1. Protocol	  de	  la	  recollida	  de	  mostres	  

Les	  mostres	   analitzades	   en	   aquest	   estudi	   s’han	   recollit	   seguint	   el	   procediment	  

del	  projecte	  BioEM,	  aprovat	  pel	  CEIC	  de	   l’Hospital	  Universitari	  Dr.	   Josep	  Trueta	  

de	  Girona,	  prèviament	  comentat.	  

Als	   pacients	   que,	   per	  motius	   diagnòstics,	   se’ls	   ha	   de	   realitzar	   una	   extracció	   de	  

sang	  i	  una	  punció	  lumbar,	  se’ls	  recullen	  més	  tubs	  extres	  de	  mostres	  de	  sang	  i	  de	  

LCR,	  prèvia	   informació	   i	   signatura	  del	   consentiment	   informat	  corresponent.	  En	  

total	   s’extreuen	   entre	   10	   i	   15	   ml	   de	   LCR.	   Les	   mostres	   de	   sang	   i	   LCR	   que	   no	  

s’utilitzen	   pel	   procés	   diagnòstic	   rutinari	   queden	   incloses	   a	   la	   col·lecció	   del	  

projecte	  BioEM	  i	  al	  Biobanc	  de	  l’IDIBGI.	  

Pel	  que	  fa	  a	  la	  mostra	  de	  sang	  s’extreuen:	  

− 2	   tubs	   d’EDTA,	   que	   un	   cop	   centrifugats	   ens	   permetran	   obtenir	   plasma	   i	  

cèl·lules	  de	  la	  capa	  leucocitària	  a	  partir	  de	  la	  qual	  obtindrem	  DNA.	  

− 2	  tubs	  amb	  gel	  separador,	  	  que	  un	  cop	  centrifugats	  ens	  permet	  obtenir	  sèrum	  

− 3	   tubs	   amb	   Ficoll™,	   amb	   els	   quals	   després	   de	   diferents	   processos	   de	  

centrifugació	   i	   rentat	   amb	   sèrum	   fisiològic	   aconseguim	   la	   separació	   de	  

cèl·lules	   mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   (PBMC	   per	   les	   seves	   sigles	   en	  

anglès)	  que	  inclouen	  limfòcits	  (cèl·lules	  T,	  cèl·lules	  B,	  cèl·lules	  NK),	  monòcits	  i	  

cèl·lules	  dendrítiques.	  

Pel	   que	   fa	   a	   la	  mostra	   de	   LCR,	   i	   després	   d’un	   procés	   de	   centrifugació	   a	   400g,	  

s’obté	  LCR	  lliure	  de	  cèl·lules	  i	  cèl·lules	  aïllades	  de	  LCR.	  
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3.2.2. Tècniques	  de	  detecció	  de	  BOCG,	  BOCM	  i	  càlcul	  de	  l’índex	  IgG	  

Determinació	  de	  les	  BOCG	  i	  càlcul	  de	  l’índex	  IgG	  

La	  metodologia	   utilitzada	   per	   la	   determinació	   de	   les	   bandes	   oligoclonals	   d’IgG	  

(BOCG)	   consisteix	   en	   la	   separació	   per	   isoelectroenfoc	   (IEF)	   seguit	  

d’immunodetecció.	  	  

El	  sistema	  de	  IEF	  permet	  la	  separació	  de	  les	  proteïnes	  per	  punt	  isoelèctric	  (pH	  en	  

el	  que	  la	  càrrega	  de	  la	  proteïna	  és	  0).	  Per	  aconseguir-‐ho	  se	  separen	  les	  proteïnes	  

sobre	  un	  gel	  d’agarosa	  i	  Pharmalytes®	  (GE	  Healthcare,	  Alemanya)	  d’un	  rang	  de	  

pH	   3-‐10,	   responsables	   de	   crear	   un	   gradient	   de	   pH	   en	   el	   moment	   que	   passi	  

corrent	  elèctric	  a	  través	  del	  gel.	  Les	  proteïnes	  contingudes	  en	  el	  sèrum	  i	  el	  LCR	  es	  

desplaçaran	  sobre	  el	  gradient	  de	  pH	  fins	  a	  aturar-‐se	  en	  el	  punt	  on	  la	  seva	  càrrega	  

sigui	  0.	  

Per	  a	  la	  realització	  de	  la	  tècnica	  cal	  inicialment	  quantificar	  la	  concentració	  d’IgG	  

en	   LCR	   i	   en	   sèrum	   mitjançant	   el	   sistema	   de	   nefelometria.	   Per	   tal	   de	   poder	  

comparar	  la	  presència	  de	  bandes	  entre	  sèrum	  i	  LCR	  és	  necessari	  diluir	  el	  sèrum	  

per	  tal	  d’ajustar	  la	  concentració	  a	  la	  del	  LCR.	  

Seguidament	  es	  separa	  la	  mostra	  de	  sèrum	  i	  LCR	  mitjançant	  IEF.	  	  

Finalitzat	   aquest	   procés	   es	   transfereixen	   les	   proteïnes	   a	   una	   membrana	   de	  

nitrocel·lulosa.	  Seguidament	  es	  bloqueja	  la	  membrana	  amb	  una	  solució	  de	  llet	  en	  

pols	  al	  2%.	  A	  continuació,	  per	   tal	  de	  detectar	  específicament	   la	  nostra	  proteïna	  

d’interès,	  s’incuba	  amb	  anticòs	  antiIgG	  humana	  (Jackson	  ImmunoResearch,	  UK)	  

unida	   a	   fosfatasa	   alcalina,	   i	   finalment	   es	   revela	   amb	   5-‐bromo-‐4-‐cloro-‐3-‐

indolilfosfat	  (BCIP)	  i	  nitroblau	  de	  tetrazoli	  (NBT)	  (figura	  14).	  
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Figura	  14.	  Exemple	  de	  resultats	  de	  diferents	  patrons	  d’anàlisi	  de	  BOCG.	  

	  

Mostra	  1.	  Patró	  positiu:	  Presència	  de	  bandes	  en	  LCR,	  absència	  en	  sèrum.	  
Mostra	  2.	  Patró	  en	  mirall:	  Presència	  de	  bandes	  en	  LCR	  i	  presència	  de	  les	  mateixes	  bandes	  en	  sèrum.	  
Mostra	  3.	  Patró	  positiu	  més	  que:	  Presència	  d’almenys	  dues	  bandes	  més	  en	  LCR	  que	  en	  sèrum.	  
Mostra	  4.	  Patró	  negatiu:	  Absència	  de	  bandes	  en	  LCR	  i	  en	  sèrum.	  

	  

Pel	  càlcul	  de	  l’índex	  IgG	  es	  disposa	  de	  la	  quantificació	  de	  IgG	  i	  albúmina	  tant	  en	  

sèrum	  com	  en	  LCR,	  i	  s’aplica	  la	  fórmula	  següent:	  

Í𝑛𝑑𝑒𝑥  𝐼𝑔𝐺 =
IgG  LCR  x  albúmina  sèrum
IgG  sèrum  x  albúmina  LCR	  
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Determinació	  de	  les	  BOCM	  

La	  metodologia	  utilitzada	  per	  la	  determinació	  de	  les	  bandes	  oligoclonals	  de	  IgM	  

(BOCM)	  és	  la	  següent:	  

Es	   quantifica	   la	   concentració	   d'IgM	   en	   LCR	   i	   sèrum	  mitjançant	   un	   sistema	   de	  

nefelometria.	  Es	  dilueix	  el	  sèrum	  per	  a	  igualar	  la	  seva	  concentració	  a	  la	  del	  LCR	  i	  

permetre	  una	  correcta	  observació	  del	  perfil.	  En	  aquest	  cas	  cal	  reduir	  la	  IgM	  amb	  

ditioteitrol	   (DTT)	   amb	   una	   incubació	   de	   30	   minuts.	   La	   IgM	   és	   una	  

immunoglobulina	  pentamèrica	  que	  té	  un	  volum	  considerablement	  gran,	  per	  això	  

cal	   fer	   un	   pas	   previ	   de	   reducció	   per	   tal	   que	   quedi	   amb	   un	   estructura	  

monomèrica.	  

Seguidament,	   es	   separen	   les	   proteïnes	   pel	   seu	   punt	   isoelèctric	   en	   un	   gel	  

d'agarosa	  que	  conté	  un	  gradient	  de	  Pharmalytes®	  (GE	  Healthcare,	  Alemanya)	  de	  

pH	  5-‐8	  utilitzant	  el	  sistema	  d’IEF.	  Un	  cop	  acabada	  la	  separació,	  es	  transfereixen	  

les	   proteïnes	   a	   una	   membrana	   de	   nitrocel·lulosa.	   Després	   del	   bloqueig	   de	   la	  

membrana	  amb	  una	  solució	  de	  llet	  en	  pols	  al	  2%,	  es	  realitza	  la	  immunodetecció	  

amb	   l’anticòs	   antiIgM	   humana	   (Sigma-‐Aldrich,	   Espanya).	   Finalment,	   prèvia	  

incubació	  amb	  estreptavidina	  marcada	  amb	  fosfatasa	  alcalina,	  per	  incrementar	  el	  

senyal,	  es	  revela	  amb	  BCIP	  i	  NBT.	  

Les	   mostres	   de	   LCR	   de	   pacients	   amb	   BOCM	   positives	   es	   van	   enviar	   al	   Servei	  

d’Immunologia	  de	   l’Hospital	  Ramon	  y	  Cajal	  de	  Madrid	   (Dra.	  Luisa	  María	  Villar)	  

per	  a	   la	  determinació	  de	   l'especificitat	  de	   les	   IgM	  per	  a	   lípids	  de	   la	  mielina.	  La	  

tècnica	   consisteix	   en	   repetir	   el	  mateix	   procés	   de	   tractament	   del	   LCR	   amb	  DTT	  

per	  a	  la	  seva	  reducció	  i	  separació	  per	  IEF	  en	  un	  gel	  d'agarosa.	  En	  el	  moment	  de	  

fer	   la	   transferència	   a	   la	   membrana	   de	   nitrocel·lulosa,	   se	   n'utilitza	   una	  

prèviament	  tractada	  amb	  fosfatidilcolina,	  de	  manera	  que	  la	  membrana	  conté	  una	  

capa	   homogènia	   d'aquest	   lípid	   de	   la	   mielina.	   Només	   les	   IgM	   que	   tinguin	  

especificitat	  per	  aquest	  tipus	  de	   lípid	  es	  mantenen	  unides	  a	   la	  membrana	  i,	  per	  

tant,	  seran	  detectades	  en	  el	  moment	  del	  revelatge.	  	  

Per	  a	  la	  observació	  d'aquestes	  bandes	  es	  continua	  amb	  el	  procés	  abans	  esmentat.	  

S’incuba	   amb	   anticòs	   específic	   per	   IgM	   i	  marcat	   amb	   botina,	   posteriorment	   es	  
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realitza	   una	   segona	   incubació	   amb	   estreptavidina	   marcada	   amb	   fosfatasa	  

alcalina	  sobre	  la	  qual	  es	  produirà	  el	  revelatge	  amb	  BCIP	  i	  NBT	  (figura	  15).	  

	  

Figura	  15.	  Exemple	  de	  resultats	  de	  diferents	  patrons	  d’anàlisi	  de	  BOCM.	  

	  

Mostra	  1.	  Patró	  negatiu:	  Absència	  de	  bandes	  en	  LCR,	  absència	  en	  sèrum.	  
Mostra	  2.	  Patró	  positiu:	  Presència	  de	  bandes	  en	  LCR	  i	  absència	  en	  sèrum.	  
Mostra	  3.	  Patró	  positiu	  més	  que:	  Presència	  d’almenys	  dues	  bandes	  més	  en	  LCR	  que	  en	  sèrum.	  
Mostra	  4.	  Patró	  negatiu:	  Absència	  de	  bandes	  en	  LCR	  i	  en	  sèrum.	  
Mostra	  5.	  Patró	  negatiu	  en	  mirall:	  Presència	  de	  bandes	  en	  LCR	  i	  les	  mateixes	  en	  sèrum	  

	  

3.2.3. Tècniques	  de	  detecció	  i	  quantificació	  dels	  miRNAs	  	  

Extracció,	  retrotranscripció	  i	  preamplificació	  de	  miRNAs	  de	  LCR	  

L’extracció	   de	  RNA	   es	   realitzà	   a	   partir	   de	   300	   μl	   de	   líquid	   cefaloraquidi	   (LCR)	  

amb	   el	   Kit	   d'aïllament	   mirVana®	   PARIS	   (Applied	   Biosystems,	   Alemanya)	   i	  

seguint	  les	  instruccions	  del	  fabricant.	  Els	  miRNAs	  de	  LCR	  van	  ser	  retrotranscrits	  

(pas	   de	  RNA	   a	   cDNA)	   i	   preamplificats	   (increment	   proporcional	   del	   nombre	   de	  

còpies	   de	   cada	   molècula	   RNA	   original)	   abans	   de	   l'anàlisi.	   La	   detecció	   i	  

quantificació	  de	  cada	  molècula	  es	  va	  dur	  a	  terme	  mitjançant	  la	  reacció	  en	  cadena	  
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de	   la	   polimerasa	   a	   temps	   real	   (RT-‐PCR)	   i	   mitjançant	   sondes	   i	   encebadors	  

específics	   (Applied	   Biosystems,	   Alemanya).	   Per	   la	   reacció	   de	   retrotranscripció	  

s’utilitzaren	   els	   reactius	   TaqMan®	   miRNA	   Reverse	   Transcription	   Kit	   i	  

Megaplex™	  RT	  Primers	  per	  miRNAs	  humans,	  	  dissenyats	  per	  convertir	  fins	  a	  754	  

espècies	  miRNA	  a	  cDNA	  abans	  de	  l'anàlisi	  via	  RT-‐PCR.	  El	  producte	  de	  la	  reacció	  

es	   dilueix	   abans	   de	   la	   preamplificació	   que	   es	   realitzà	   mitjançant	   el	   TaqMan®	  

PreAmp	   Màster	   Mix	   i	   el	   Megaplex™	   PreAmp	   Primers,	   que	   proporcionen	   una	  

preamplificació	   opcional	   necessària	   quan	   la	   sensibilitat	   del	   mètode	   és	  

especialment	   important,	  o	  quan	   la	  quantitat	  d’RNA	  a	   la	  mostra	  original	  és	  molt	  

limitada.	  	  

Es	  controla	  el	  resultat	  del	  procés	  d'extracció,	  retrotranscripció	  i	  preamplificació	  

amb	  l'anàlisi	  de	  diversos	  miRNAs	  mitjançant	  RT-‐PCR.	  

Identificació	   de	   miRNAs	   mitjançant	   targetes	   microfluídiques	   o	   bioxips	   de	  

baixa	  densitat	  basats	  en	  sondes	  TaqMan®	  (TLDA)	  

S’analitzà	  l’expressió	  de	  754	  especies	  miRNA	  en	  mostres	  de	  LCR	  de	  pacients	  amb	  

EM	   i	   subjectes	   control	   utilitzant	   el	   sistema	   de	   targetes	  microfluídiques,	   també	  

coneguts	   com	   a	   bioxips	   de	   baixa	   densitat	   basats	   en	   sondes	   TaqMan®	   (TLDAs,	  

Applied	   Biosystems,	   Alemanya).	   El	   processament	   i	   lectura	   de	   les	   TLDA	   s’ha	  

realitzat	  en	  un	  termociclador	  ABIPrism	  7900HT®,	  d’Applied	  BioSystems.	  El	  grau	  

de	  detecció	  de	  cada	  un	  dels	  miRNAs	  a	   la	  mostra	  estudiada	  s’obté	  mitjançant	  el	  

software	  Relative	  Quantification®	  versió	  2.2.2	   i	   es	   representa	  a	   través	  de	  cada	  

valor	  independent,	  normalitzat	  a	  través	  del	  valor	  llindar	  de	  cicle	  tèrmic	  (Ct)	  pel	  

total	  de	  mostres.	  El	  Ct	  de	  cada	  miRNA	  es	  determina	  en	  el	  número	  de	  cicles	  en	  el	  

qual	  l’emissió	  d’intensitat	  del	  marcador	  fluorescent	  FAM	  s’eleva	  per	  damunt	  del	  

llindar	  mínim	  de	  detecció,	  relatiu	  al	  soroll	  de	  fons	  assignat	  prèviament,	  en	  la	  fase	  

exponencial	  de	  la	  PCR.	  Els	  valors	  de	  Ct	  són	  inversament	  proporcionals,	  per	  tant,	  

al	   nombre	   de	   seqüències	   miRNA	   de	   cada	   classe.	   Per	   a	   l’anàlisi	   dels	   resultats	  

TLDA	   i	   la	   selecció	   de	   potencials	   dianes	   es	   va	   utilitzar	   el	   paquet	   bioinformàtic	  

HTqPCR	  del	  programa	  estadístic	  R	  que	  també	  permet	  la	  detecció	  dels	  miRNAs	  de	  

referència	   (normalitzadors	   o	   control	   endògens,	   en	   aquest	   cas,	   el	  miR-‐17),	   útils	  
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per	  la	  subseqüent	  validació	  sense	  necessitat	  d’analitzar	  tots	  els	  miRNAs	  en	  totes	  

les	  mostres.	  	  

	  

Figura	  16.	  Esquema	  de	  la	  placa	  TLDA,	  assaig	  TaqMan®.	  

	  

	  

Validació	  de	  resultats	  mitjançant	  RT-‐PCR	  i	  sondes	  TaqMan®	  

L’anàlisi	  de	  la	  presència	  d’uns	  determinats	  miRNAs	  al	  LCR,	  preseleccionats	  per	  la	  

seva	  potencial	  rellevància	  en	  la	  MS,	  es	  va	  dur	  a	  terme	  en	  una	  cohort	  més	  àmplia,	  

incloent	  els	  participants	  seleccionats	  per	  la	  mostra	  d’identificació,	  amb	  l’objectiu	  

de	   validar	   els	   canvis	   en	   la	   concentració	   en	   LCR	   dels	   miRNAs	   prèviament	  

identificats.	   Per	   l’estudi	   de	   validació	   es	   van	   reanalitzar	   mitjançant	   RT-‐PCR	   i	  

assajos	  d'hidròlisi	  TaqMan	  individuals	  (Applied	  Biosystems)	  els	  miRNAs	  que	  van	  

mostrar	   canvis	   entre	   pacients	   amb	   EM	   i	   subjectes	   control	   a	   la	   subcohort	  

d’identificació	  amb	  un	  valor	  p	  <0,2.	  El	  producte	  final	  de	  la	  preamplificació	  es	  va	  

diluir	  1:100	  per	  tal	  d’obtenir	  una	  concentració	  de	  cDNA	  adequada.	  L’anàlisi	  es	  va	  

dur	   a	   terme	   amb	   un	   equip	   Light	   Cycler	   480	   II	   Real-‐Time	   PCR	   System	   (Roche	  

Diagnostics,	  Suïssa)	  i	  sondes	  d’hidròlisi	  TaqMan®.	  	  

També	   es	   van	   analitzar	   utilitzant	   la	   mateixa	   metodologia	   miRNAs	   que	   en	   la	  

literatura	   s’havien	   associat	   en	   varis	   treballs	   a	   EM.	   Els	   valors	   obtinguts	   es	   van	  

normalitzar	  mitjançant	  els	  valors	  Ct	  del	  miRNA	  de	  referència	  miR-‐17	  segons	   la	  

Assaig 
TaqMan® 

Ports 
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fórmula	  del	  2-‐∆Ct,	  on	  ∆Ct	  equival	  a	  la	  diferència	  entre	  el	  Ct	  del	  gen	  diana	  i	  el	  Ct	  del	  

miRNA	  de	  referència	  per	  cada	  mostra.	  

Descripció	  de	  l’acció	  biològica	  dels	  miRNAs	  

Un	   cop	   identificats	   els	   miRNAs	   rellevants	   es	   va	   valorar	   la	   seva	   possible	  

implicació	   amb	   l’EM,	   per	   això	   es	   va	   realitzar	   recerca	   bibliogràfica	   i	   bases	   de	  

dades	  on	  es	   recullen	  dades	  experimentals	   i	   obtingudes	   “in	  silico”	   referents	   a	   la	  

funció	  dels	  miRNAs.	  

Per	   aquesta	   part,	   es	   van	   utilitzar	   els	   recursos	   informàtics	   disponibles	   online:	  

miRsearch2.0,	  Dianalabs,	  miRDB,	  IPA	  i	  Pubmed.	  

	  

3.2.4. Seqüència	  de	  l’estudi	  dels	  miRNAs	  	  

La	  seqüència	  seguida	  per	  a	  la	  identificació	  i	  quantificació	  dels	  miRNAs	  en	  aquest	  

estudi	  està	  esquematitzada	  en	  la	  figura	  17.	  
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Figura	  17.	  Diagrama	  de	  flux	  de	  l’estudi	  dels	  miRNAs.	  	  

	  

	  

3.2.5. Obtenció	  de	  variables	  clíniques	  

Totes	   les	  variables	  clíniques	  es	  van	  recollir	  de	   la	  història	  clínica	   informatitzada	  

de	  pacients	  que	  s’utilitza	  a	  l’Hospital	  Universitari	  Dr.	  Josep	  Trueta	  de	  Girona	  i	  de	  

la	   base	   de	   dades	   específica	   que	   disposa	   la	   UNIEM.	   Les	   dades	   clíniques	   foren	  

obtingudes	  per	  neuròlegs	  experts	  en	  esclerosi	  múltiple.	  
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3.2.6. Obtenció	  de	  variables	  radiològiques	  

Per	   a	   l’anàlisi	   radiològica	   es	   van	   analitzar	   les	   imatges	   cerebrals	   i	   medul·lars	  

obtingudes	   mitjançant	   les	   seqüències	   PD,	   T1,	   T2,	   FLAIR	   i	   T1	   postgadolini	   en	  

aparells	  de	  RM	  de	  1.5	  Tesla.	  

L’avaluació	   de	   les	   imatges	   de	   RM	   dels	   pacients	   EM	   fou	   realitzada	   per	   una	  

neuroradiòloga	  experta	  qui	  fou	  l’encarregada	  d’identificar	  i	  anotar	  el	  nombre	  de	  

lesions	   totals	   i	   la	   seva	   localització	   en	  FLAIR,	   el	  nombre	  de	   lesions	   totals	   en	  T1	  

realçades	  amb	  gadolini,	   el	  nombre	  de	  Criteris	  de	  Barkhof	   (Barkhof	  et	  al.	  1997)	  

que	   complia	   cada	   pacient	   (segons	   estan	   descrits	   a	   l’Annex	   2)	   i	   la	   presència	   i	  

absència	  tant	  de	  lesions	  a	  nivell	  infratentorial	  com	  de	  lesions	  hipointenses	  en	  T1.	  

Càlcul	  de	  volumetria	  i	  identificació	  de	  lesions	  cranials	  

Es	  va	  poder	  realitzar	  un	  càlcul	  de	  volumetria	  i	  d’identificació	  de	  lesions	  cranials	  

semiautomàtic	   en	   24	   pacients	   EM.	   Aquests	   estudis	   constaven	   de	   volums	   3D	  

formats	  per	  44	  imatges.	  El	  càlcul	  del	  volum	  de	  cadascun	  d’aquests	  24	  estudis	  es	  

va	   realitzar	   utilitzant	   mètodes	   de	   processament	   i	   segmentació	   d'imatges	  

automàtics.	  	  

El	   procediment	   que	   es	   va	   seguir	   consta	   de	   diferents	   fases.	   En	   primer	   lloc,	   per	  

cadascuna	  de	   les	   imatges	  de	   la	  seqüència	  PD,	  es	  van	  eliminar	  totes	   les	  parts	  de	  

l'adquisició	  no	  específiques	  del	  cervell	   (p.	  ex.	  parts	  del	  coll,	  ulls,	  greix	  o	  ossos).	  

Aquesta	   tasca	   es	   va	   portar	   a	   terme	   utilitzant	   el	   conegut	   programari	   Brain	  

Extraction	  Tool	  (Smith	  2002).	  Degut	  a	  que	  la	  referència	  espacial	  (posicionament)	  

de	   totes	   les	  modalitats	  d'imatge	  no	  era	   la	  mateixa,	  es	  va	  realitzar	  un	  coregistre	  

entre	   les	   modalitats	   per	   establir	   un	   mateix	   espai	   de	   referència.	   Per	   tots	   els	  

pacients,	  les	  modalitats	  T1	  i	  FLAIR	  van	  ésser	  coregistrades	  a	  l'espai	  inicial	  de	  les	  

modalitats	  PD	  i	  T2,	  utilitzant	  un	  mètode	  de	  registre	  no	  rígid	  afí	  (Rueckert	  et	  al.	  

1999).	   	   Un	   cop	   registrades	   totes	   les	   modalitats,	   es	   va	   utilitzar	   la	   màscara	   del	  

cervell	  obtinguda	  anteriorment	  per	  extreure	  igualment	  de	  la	  resta	  de	  modalitats	  

totes	  les	  parts	  que	  no	  eren	  específicament	  teixit.	  A	  continuació,	  per	  cadascun	  dels	  

casos	   es	   va	   procedir	   a	   corregir	   les	   desviacions	   en	   intensitats	   degudes	   a	   la	  

mateixa	  adquisició	  o	  a	  petits	  moviments	  del	  pacient.	  Aquest	  procediment	  es	  va	  
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realitzar	   processant	   cada	   una	   de	   les	   imatges	   amb	   un	   filtre	   anisotròpic	   i	   un	  

mètode	  de	  normalització	  d'intensitats	  descrit	  prèviament	  (Sled	  et	  al.	  1998).	  

Un	   cop	   processades	   totes	   les	   imatges,	   es	   va	   procedir	   a	   anotar	   les	   lesions	   de	  

matèria	  blanca.	  Aquest	  procés	  es	  va	  realitzar	  de	  forma	  semiautomàtica.	  Cada	  una	  

de	   les	   imatges	   T1	   i	   FLAIR	   va	   ser	   processada	   mitjançant	   un	   mètode	   de	  

segmentació	   automàtica	   de	   lesions	   (Cabezas	   et	   al.	   2014).	   Seguidament,	   els	  

resultats	  d'aquesta	  segmentació	  automàtica	  van	  ser	  refinats	  manualment	  per	   la	  

neuroradiòloga	  experta	  sobre	  les	  imatges	  FLAIR	  originals.	  	  

Diferents	   estudis	   han	   demostrat	   l'impacte	   que	   tenen	   les	   lesions	   de	   substància	  

blanca	  en	  els	  mètodes	  de	  segmentació	  automàtics	  utilitzats	  en	  el	  càlcul	  del	  volum	  

de	   teixits	   (Chard	  et	  al.	  2010;	  Battaglini	  et	  al.	  2012;	  Gelineau-‐Morel	  et	  al.	  2012).	  

Per	   evitar	   aquestes	  desviacions	   en	   l'estimació	  de	   la	   volumetria,	   les	   imatges	  T1	  

foren	   processades	   utilitzant	   un	  mètode	   descrit	   prèviament	   (Chard	   et	  al.	   2010)	  

que	  consisteix	  en	  omplir	   els	  vòxels	  amb	   lesions	  amb	   intensitats	   semblants	  a	   la	  

resta	  del	  teixit	  de	  matèria	  blanca.	  	  

Finalment,	   cadascuna	   d'aquestes	   imatges	   es	   va	   segmentar	   utilitzant	   tant	   el	  

mètode	  de	  segmentació	  de	  teixits	  FAST	  (Zhang	  et	  al.	  2001)	  com	  el	  mètode	  SPM8	  

(Ashburner	   i	   Friston	   2005).	   A	   partir	   del	   resultat	   de	   la	   segmentació,	   es	   van	  

calcular	  els	  volums	  de	  cada	  teixit,	  multiplicant	  el	  nombre	  de	  vòxels	  segmentats	  

com	   a	   substància	   blanca	   (SB),	   substància	   gris	   (SG)	   i	   LCR	   per	   la	   mida	   de	   cada	  

vòxel	  (0,003	  ml).	  També	  per	  a	  cada	  pacient	  es	  va	  calcular	  el	  coeficient	  BPF,	  com	  a	  

indicador	   global	   d’atròfia	   cerebral,	   seguint	   la	   següent	   fórmula	   prèviament	  

descrita:	  	  

𝐵𝑃𝐹 =   
𝑆𝐵 + 𝑆𝐺

𝑆𝐵 + 𝑆𝐺 + 𝐿𝐶𝑅	  
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3.3. ANÀLISI	  ESTADÍSTICA	  

	  

Les	  anàlisis	  estadístiques	  emprades	  en	  aquesta	  tesi	  doctoral	  es	  poden	  dividir	  en	  

quatre	  grans	  apartats:	  	  

1. Descripció	  dels	  subjectes	  d’estudi	  

2. Identificació	  i	  validació	  dels	  miRNAs	  

3. Avaluació	  dels	  miRNAs	  com	  a	  biomarcadors	  de	  diagnòstic	  o	  de	  mal	  pronòstic	  

4. Relació	  entre	  l’expressió	  dels	  miRNAs	  i	  variables	  clíniques,	  d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  

radiològiques	  en	  els	  pacients	  amb	  EM	  

Per	  a	  determinar	  la	  prova	  estadística	  més	  adequada	  en	  cadascuna	  de	  les	  anàlisis,	  

és	  necessari	   comprovar	  prèviament	   la	  hipòtesis	  de	  normalitat	  de	   les	  dades.	  En	  

cas	  que	  les	  dades	  segueixin	  una	  distribució	  normal	  o	  es	  disposi	  d’una	  mostra	  de	  

més	  de	  30	   individus	   en	   cada	   grup	   és	   pertinent	   utilitzar	   els	   testos	  paramètrics.	  

Per	   contra,	   es	   pot	   realitzar	   una	   transformació	   de	   les	   dades	   (família	   de	  

transformacions	   de	   Box-‐Cox)	   o	   emprar	   mètodes	   no	   paramètrics	   (Martínez-‐

González	   et	   al.	  2006).	   Per	   a	   comprovar	   la	   hipòtesis	   de	   normalitat	   i	   tenint	   en	  

compte	   que	   es	   disposa	   d’una	  mostra	   de	  mida	   reduïda,	   s’ha	   utilitzat	   el	   test	   de	  

Shapiro-‐Wilk	  (Razali	  i	  Wah	  2011).	  	  

En	   el	   nostre	   estudi,	   després	   de	   comprovar	   que	   les	   variables	   estudiades	   no	  

seguien	  una	  distribució	  normal	  i/o	  la	  mida	  de	  la	  mostra	  era	  molt	  reduïda,	  s’han	  

aplicat	   els	   següents	   mètodes	   estadístics	   (descriptius	   i	   inferencials)	   que	   es	  

descriuen	  a	  continuació.	  	  

	  

3.3.1. Descripció	  dels	  subjectes	  d’estudi	  

La	   informació	   continguda	   en	   les	   variables	   d’estudi	   s’ha	   resumit	   mitjançant	   el	  

càlcul	   dels	   estadístics	   descriptius.	   En	   les	   variables	   numèriques	   s’ha	   utilitzat	   la	  

mediana	  (md)	  com	  a	  estadístic	  de	  tendència	  central	  i	  el	  recorregut	  interquartílic	  
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(RIQ)	  com	  a	  mesura	  de	  dispersió.	  I	  en	  les	  variables	  categòriques,	  s’ha	  calculat	  la	  

freqüència	  absoluta	  i	  relativa	  per	  a	  cadascuna	  de	  les	  categories.	  

La	  homogeneïtat	  de	  les	  característiques	  basals	  entre	  els	  diferents	  grups	  d’estudi	  

(“Control	  vs.	  EM”	  o	  “BOCM_LE-‐	  vs.	  BOCM_LE+”)	  s’ha	  comprovat	  mitjançant	  el	  test	  

de	  U	  de	  Mann-‐Whitney	  per	  a	  les	  variables	  numèriques	  i	  el	  test	  Xi-‐quadrat	  o	  test	  

exacte	  de	  Fisher	  per	  a	  les	  variables	  categòriques.	  	  

	  

3.3.2. Identificació	  i	  validació	  dels	  miRNAs	  	  

En	   la	   fase	   d’identificació	   es	   van	   utilitzar	   el	   paquet	   bioinformàtic	   HTqPCR	   del	  

programa	  estadístic	  R	  	  per	  a	  la	  selecció	  del	  miRNA	  normalitzador	  (miR-‐17)	  i	  s’ha	  

calculat	   el	   canvi	   d’expressió	   de	   les	   dades	   normalitzades	   mitjançant	   el	   test	   de	  

Wilcoxon.	  	  

En	  la	  fase	  de	  validació,	  s’ha	  aplicat	  el	  test	  no	  paramètric	  U	  de	  Mann-‐Whitney	  per	  

avaluar	   si	   existien	   diferències	   estadísticament	   significatives	   en	   els	   valors	  

centrals	   de	   l’expressió	   normalitzada	   dels	   miRNAs	   entre	   els	   diferents	   grups	  

d’estudi	  	  (“Controls	  vs.	  EM”	  o	  “BOCM_LE-‐	  vs.	  BOCM_LE+”).	  	  	  	  	  	  

	  

3.3.3. Capacitat	  discriminatòria	  dels	  miRNAs	  	  

L’avaluació	   dels	   miRNAs	   com	   a	   potencials	   biomarcadors	   de	   diagnòstic	  

d’esclerosis	   múltiple	   o	   de	   pronòstic	   de	   la	   malaltia	   associat	   a	   la	   presència	   de	  

BOCM_LE	  positives	  en	  LCR,	  s’ha	  examinat	  mitjançant	  el	  mètode	  de	  la	  corba	  ROC.	  

La	  precisió	  global	  de	  cadascun	  dels	  miRNAs,	  és	  a	  dir,	  la	  capacitat	  del	  miRNA	  per	  

distingir	  entre	  dos	  estats	  de	  salut	  s’ha	  mesurat	  a	  través	  de	   l’estimació	  de	   l’àrea	  

sota	   la	   corba	   ROC	   (AUC)	   i	   el	   seu	   corresponent	   interval	   de	   confiança	   al	   95%	  

(IC95%).	  Com	  a	  regla	  general,	  es	  considera	  que	  un	  valor	  de	  AUC	  entre	  0,5	   i	  0,7	  

indica	   una	   baixa	   precisió,	   moderada	   entre	   0,7	   i	   0,9,	   i	   alta	   si	   és	   superior	   a	   0,9	  

(Swets	   1988;	   Fischer	   et	   al.	   2003).	   A	   més	   a	   més,	   si	   l’interval	   de	   confiança	   no	  
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inclou	   el	   valor	   0,5,	   llavors	   es	   pot	   considerar	   que	   és	   un	   “bon	   biomarcador”	  

(Burgueño	  et	  al.	  1995).	  

Per	   aquells	  miRNAs	   que	   presentaven	   una	   capacitat	   discriminatòria	   acceptable,	  

s’ha	  determinat	  el	  punt	  de	  tall	  òptim,	  com	  aquell	  que	  maximitza	  la	  sensibilitat	   i	  

l’especificitat.	  	  

	  

3.3.4. Relació	   dels	   miRNAs	   amb	   variables	   clíniques,	   d’anàlisi	   de	   LCR	   i	  

radiològiques	  

En	   els	   pacients	   EM	   s’ha	   estudiat	   la	   relació	   entre	   l’expressió	   de	   cadascun	   dels	  

miRNAs	  i	  varies	  variables	  clíniques,	  d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques:	  	  

Per	   a	   estudiar	   la	   relació	   de	   l’expressió	   dels	   miRNAs	   amb	   les	   variables	  

categòriques	  s’ha	  utilitzat	  el	  test	  U	  Mann-‐Whitney	  per	  a	  variables	  dicotòmiques	  i	  

el	  test	  de	  Kruskall-‐Wallis	  en	  el	  cas	  de	  variables	  amb	  més	  de	  2	  categories.	  

La	   relació	   de	   l’expressió	   dels	   miRNAs	   amb	   les	   variables	   numèriques	   s’ha	  

quantificat	  a	  través	  del	  coeficient	  de	  Spearman	  (rho	  de	  Spearman),	  considerant	  

un	   valor	   inferior	   a	   |0,3|	   com	   una	   associació	   dèbil,	   moderada	   entre	   |0,3–0,7|	   i	  

forta	  entre	  	  |0,7-‐1,0|.	  

En	  totes	  les	  anàlisis	  estadístiques	  s’ha	  establert	  un	  nivell	  de	  significació	  del	  5%.	  

Els	  programes	  estadístics	  utilitzats	  han	  estat:	  IBM	  SPSS	  v21	  (IBM	  Corp.	  Released	  

2012)	   i	  el	  programa	  R	  (R	  Development	  Core	  Team	  2013),	  amb	  paquet	  HTqPCR	  

per	  a	  la	  fase	  d’identificació	  dels	  miRNAs	  i	  el	  paquet	  pROC	  per	  a	  les	  anàlisis	  ROC	  

(Robin	  et	  al.	  2011).	  
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4.1. DESCRIPCIÓ	  DELS	  SUBJECTES	  D’ESTUDI	  

	  

Es	  varen	  incloure	  en	   l’estudi	  un	  total	  de	  61	  subjectes	  diagnosticats	  al	  Servei	  de	  

Neurologia	  de	  l’Hospital	  Universitari	  Dr.	   Josep	  Trueta	  de	  Girona	  i	  a	   la	  Unitat	  de	  

Neuroimmunologia	  i	  Esclerosi	  Múltiple	  (UNIEM)	  del	  mateix	  centre	  entre	  el	  15	  de	  

Juliol	  de	  2011	  i	  el	  15	  de	  gener	  de	  2013.	  

	  

4.1.1. Descripció	  dels	  pacients	  del	  grup	  “EM”	  

El	   grup	   “EM”	   estava	   format	   per	   29	   pacients	   (23	   dones	   i	   6	   homes)	   amb	   una	  

mediana	   d’edat	   de	   40	   anys	   i	   un	   recorregut	   interquartílic	   de	   16	   anys.	   En	   el	  

moment	  de	  realització	  de	  la	  punció	  lumbar,	  15	  pacients	  presentaven	  una	  EMRR	  

per	   criteris	   revisats	   de	   McDonald	   2010	   i	   14	   pacients	   una	   SCA	   amb	   criteris	  

radiològics	  de	  disseminació	  en	  espai	  i	  BOCG	  positives.	  	  

Tots	   els	   pacients	   van	  presentar	  BOCG	  positives	   i/o	  bé	  un	   índex	   IgG	   superior	   a	  

0,7.	  En	   concret,	  un	  89,7%	  dels	  pacients	  van	  presentar	  BOCG	  positives	   (n=26)	   i	  

dels	   27	   pacients	   amb	   informació	   disponible	   sobre	   l’índex	   IgG,	   un	   66,7%	   van	  

mostrar	  un	  valor	  superior	  a	  0,7	  (n=27).	  La	  mediana	  i	  recorregut	  interquartílic	  de	  

l’índex	   IgG	   fou	   de	   0,75	   i	   0,42,	   respectivament.	   Un	   37,9%	   dels	   pacients	   van	  

presentar	  BOCM	  lípidespecífiques	  (n=11)	  (taula	  5).	  

La	  majoria	   dels	   pacients	   presentaven	   3	   o	   4	   criteris	   de	  Barkhof	   (n=25,	   86,2%),	  

més	  de	  9	  lesions	  en	  T2	  (n=22,	  75,9%),	  presència	  de	  lesions	  infratentorials	  (n=24,	  

82,8%)	  i	  absència	  de	  lesions	  hipointenses	  en	  T1	  (n=23,	  79,3%)	  (taula	  5).	  
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Taula	  5.	  Característiques	  del	  grup	  “EM”.	  

	  

grup	  “EM”	  	  (n=29)	  
Sexe	   	  
	   Dona	   23	  (79,3%)	  
	   Home	   6	  (20,7%)	  
Edat	  	   40	  (16)	  
Edat	  debut	  	   38	  (16)	  
Topografia	  debut	   	  
	   Nervi	  òptic	   6	  (20,7%)	  
	   Tronc	   6	  (20,7%)	  
	   Medul·la	   12	  (41,4%)	  
	   Hemisfèric	   3	  (10,3%)	  
	   Poliregional	   2	  (6,9%)	  
Debut	  Nervi	  òptic	   	  
	   Sí	   6	  (20,7%)	  
	   No	   21	  (72,4%)	  
Debut	  Infratentorial	   	  
	   Sí	   18	  (62,1%)	  
	   No	   9	  (31%)	  
Brots	  	   1	  (1)	  
EDSS	  basal	  	   2	  (1,5)	  
EDSS	  12m	   1,5	  (0,8)	  
TIM	  	   	  
	   Sí	   24	  (82,8%)	  
	   No	   5	  (17,2%)	  
TIM_t	  	   9	  (3)	  
Índex	  IgG	   0,753	  (0,419)	  
BOCG	  	   	  
	   Positiu	   26	  (89,7%)	  
	   Negatiu	   3	  (10,3%)	  
BOCM_LE	   	  
	   Positiu	   11	  (37,9%)	  
	   Negatiu	   18	  (62,1%)	  
C_Barkhof	   	  
	   1-‐2	   4	  (13,8%)	  
	   3-‐4	   25	  (86,2%)	  
Lesions	  T2	  	  	   	  
	   <9	   7	  (24,1%)	  
	   ≥9	   22	  (75,9%)	  
Lesions	  Gd+	   0	  (2)	  
Lesions	  infratentorials	   	  
	   Presència	   24	  (82,8%)	  
	   Absència	   5	  (17,2%)	  
Lesions	  hipointenses	  T1	   	  
	   Presència	   6	  (20,7%)	  
	   Absència	   23	  (79,3%)	  
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Taula	  5	  (continuació).	  Característiques	  del	  grup	  “EM”.	  

	  

grup	  “EM”	  	  (n=29)	  
Lesions	  cranials#	  	   32	  (20)	  
Volum	  T2#	  	   4,993	  (7,804)	  
SG_FAST#	  	   503,334	  (101,441)	  
SB_FAST#	  	   743,295	  (116,504)	  
BPF_FAST#	   0,823	  (0,042)	  
SG_SPM#	  	   626,262	  (92,921)	  
SB_SPM#	  	   555,915	  (104,147)	  
BPF_SPM#	   0,797	  (0,024)	  

	  

Els	  valors	  estan	  expressats	  com	  mediana	  (RIQ)	  per	  a	  les	  variables	  numèriques	  i	  com	  freqüència	  
absoluta	  (freqüència	  relativa)	  per	  a	  les	  variables	  categòriques.	  
#n=18.	  

	  

4.1.2. Descripció	  dels	  subjectes	  del	  grup	  “Control”	  

En	   el	   grup	   “Control”	   es	   van	   incloure	   32	   subjectes	   diagnosticats	   de	   diverses	  

malalties	   neurològiques	   diferents	   d’EMRR	   i	   SCA	   amb	   criteris	   radiològics	   de	  

disseminació	   en	   espai	   i	   BOCG	   positives,	   dels	   quals	   10	   eren	   homes	   i	   22	   eren	  

dones.	  La	  mediana	  d’edat	  d’aquests	  subjectes	  fou	  de	  39	  anys	  amb	  un	  rang	  d’edat	  

entre	  18	  i	  65	  anys	  (taula	  6).	  Tan	  sols	  1	  subjecte	  va	  presentar	  BOCG	  positives	  i	  la	  

mediana	  i	  rang	  interquartílic	  de	  l’índex	  IgG	  foren	  0,53	  i	  0,11,	  respectivament.	  
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Taula	  6.	  Descripció	  del	  grup	  “Control”	  segons	  sexe,	  edat	  i	  diagnòstic.	  

	  

Sexe	   Edat	  (anys)	   Diagnòstic	  
Dona	   34	   Cefalea*	  
Dona	   38	   Cefalea*	  
Dona	   40	   Cefalea	  
Home	   22	   Cerebelitis	  post-‐infecciosa	  
Home	   47	   Encefalitis	  de	  causa	  no	  filiada	  
Dona	   34	   Hipertensió	  endocranial	  benigne*	  
Home	   35	   Hipertensió	  endocranial	  benigne	  
Home	   36	   Hipertensió	  endocranial	  benigne	  
Dona	   40	   Hipoacúsia	  de	  causa	  no	  filiada*	  
Dona	   53	   Leucoencefalopatia	  idiopàtica	  
Dona	   53	   Leucoencefalopatia	  idiopàtica	  
Home	   34	   Mielitis	  idiopàtica	  
Dona	   32	   Mielopatia	  idiopàtica	  
Dona	   42	   Mielopatia	  idiopàtica	  
Dona	   44	   Mielopatia	  idiopàtica	  
Dona	   65	   Mielopatia	  per	  embòlia	  fibrocartilaginosa	  
Home	   49	   Multineuritis	  post-‐infecciosa	  
Dona	   29	   Neuropatia	  òptica	  idiopàtica	  
Dona	   33	   Neuropatia	  òptica	  idiopàtica	  
Dona	   45	   Neuropatia	  òptica	  idiopàtica	  
Dona	   46	   Neuropatia	  òptica	  isquèmica	  
Dona	   59	   Neuropatia	  òptica	  isquèmica	  
Dona	   36	   Paquimeningitis	  hipertròfica	  idiopàtica	  
Home	   32	   Pseudotumor	  orbitari	  
Home	   41	   Rombencefalitis	  de	  causa	  no	  filiada	  
Home	   44	   Rombencefalitis	  de	  causa	  no	  filiada	  
Dona	   33	   Símptomes	  paroxístics	  
Dona	   18	   Síndrome	  conversiva	  
Dona	   27	   Síndrome	  conversiva	  
Dona	   44	   Síndrome	  conversiva*	  
Home	   41	   Síndrome	  Guillain-‐Barré	  
Dona	   33	   Síndrome	  Vogt-‐Koyanagi-‐Harada	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  *	  Subjectes	  que	  van	  formar	  part	  de	  l’anàlisi	  de	  la	  cohort	  inicial	  d’identificació.	  
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4.2. ESTUDI	  D’IDENTIFICACIÓ	  DE	  miRNAs	  	  

	  

L’estudi	  de	  miRNAs	  es	  va	  realitzar,	  segons	  la	  metodologia	  establerta	  per	  aquests	  

tipus	   d’anàlisis,	   en	   dues	   fases:	   (1a),	   en	   una	   cohort	   inicial	   d’identificació	   de	  

miRNAs	  candidats	  formada	  per	  pocs	  subjectes	  i	  (2a),	  en	  una	  cohort	  de	  validació	  

de	  possible	  miRNAs	  candidats	  formada	  per	  més	  nombre	  de	  subjectes.	  

	  

4.2.1. Descripció	  dels	  subjectes	  	  

La	   cohort	   inicial	   d’identificació	   estava	   formada	   per	   14	   subjectes	   (5	   en	   el	   grup	  

“Control”	   i	   9	   en	   el	   grup	   “EM”)	   dels	   quals	   tots	   eren	   dones.	   Les	   variables	   que	  

mostraren	  diferències	  estadísticament	  significatives	  foren	  l’índex	  IgG	  (p=0,004)	  i	  

el	   percentatge	   de	   BOCG	   positives	   (p<0,001).	   En	   el	   grup	   “Control”,	   cap	   dels	  

subjectes	  van	  presentar	  BOCG	  ni	  BOCM_LE	  positives.	  Per	  contra,	  en	  el	  grup	  “EM”,	  

5	  pacients	  tenien	  BOCM_LE	  positives	  i	  4	  BOCM_LE	  negatives	  (taula	  7).	  

	  

Taula	   7.	   Característiques	   basals	   del	   grup	   “Control”	   i	   grup	   “EM”	   de	   la	   cohort	  

d’identificació.	  

	  

Cohort	  Identificació	   Control	  
(n=5)	  

EM	  
(n=9)	  

valor	  p*	  

Sexe	  Dona	   5	  (100%)	   9	  (100%)	   -‐	  
Edat	  	   38,000	  (8)	   39,000	  (17)	   1,000	  
Índex	  IgG	   0,543	  (0,09)	   0,753	  (0,42)	   0,004	  
BOCG	   	   	   <0,001	  
	   Positiu	   0	  (0%)	   9	  (100%)	   	  
	   Negatiu	   5	  (100%)	   0	  (0%)	   	  
BOCM_LE	  	   	   	   0,086	  
	   Positiu	   0	  (0%)	   5	  (55,6%)	   	  
	   Negatiu	   5	  (100%)	   4	  (44,4%)	   	  

	  

Els	  valors	  estan	  expressats	  com	  mediana	  (RIQ)	  per	  a	  les	  variables	  numèriques	  i	  com	  freqüència	  
absoluta	  (freqüència	  relativa)	  per	  les	  variables	  categòriques.	  	  
*Test	  U-‐Mann	  Whitney	  per	  les	  variables	  numèriques.	  Test	  Fisher	  o	  Xi-‐quadrat	  per	  a	  les	  variables	  
categòriques.	  



RESULTATS	  	  	   	  	  	  	  	  	   Estudi	  miEM	  

	  
	  
106	  

L’anàlisi	   detallat	   de	   les	   característiques	   demogràfiques,	   clíniques,	   d’anàlisi	   de	  

LCR	   i	   radiològiques	   dels	   pacients	   del	   grup	   “EM”	   en	   funció	   de	   la	   positivitat	   o	  

negativitat	  de	  BOCM_LE	  va	  mostrar	  que	  no	  hi	  havia	  diferències	  estadísticament	  

significatives	  en	  cap	  de	  les	  variables	  estudiades	  (taula	  8).	  

	  

Taula	  8.	  Característiques	  dels	  pacients	  del	  grup	  “EM”	  amb	  BOCM_LE	  negatives	  i	  

BOCM_LE	  positives	  de	  la	  cohort	  d’identificació.	  

	  

Grup	  EM	  
Cohort	  Identificació	  

BOCM_LE-‐	  
(n=4)	  

BOCM_LE+	  
(n=5)	  

valor	  p*	  

Sexe	  Dona	   4	  (100%)	   5	  (100%)	   -‐	  
Edat	  	   39,500	  (12)	   35,000	  (25)	   0,730	  
Edat	  debut	  	   38,500	  (12)	   34,000	  (25)	   0,730	  
Topografia	  debut	   	   	   1,000	  
	   Nervi	  òptic	   1	  (25%)	   1	  (20%)	   	  
	   Tronc	   1	  (25%)	   0	  (0%)	   	  
	   Medul·la	   2	  (50%)	   3	  (60%)	   	  
	   Hemisfèric	   0	  (0%)	   0	  (0%)	   	  
	   Poliregional	   0	  (0%)	   1	  (20%)	   	  
Debut	  Nervi	  òptic	   	   	   1,000	  
	   Sí	   1	  (25%)	   1	  (25%)	   	  
	   No	   3	  (75%)	   3	  (75%)	   	  
Debut	  Infratentorial	   	   	   1,000	  
	   Sí	   3	  (75%)	   3	  (75%)	   	  
	   No	   1	  (25%)	   1	  (25%)	   	  
Brots	  	   1	  (2)	   1	  (1)	   0,905	  
EDSS	  basal	  	   1,5	  (1,1)	   2,5	  (1,8)	   0,730	  
EDSS	  12m	   2	  (0,4)	   1,5	  (1,5)	   0,556	  
TIM	  	  	   	   	   1,000	  
	   Sí	   3	  (75%)	   4	  (80%)	   	  
	   No	   1	  (25%)	   1	  (20%)	   	  
TIM_t	  	   10,0	  (1,0)	   8,5	  (3)	   0,229	  
Índex	  IgG	   0,710	  (0,46)	   0,983	  (1,39)	   0,413	  
BOCG	   	   	   -‐	  
	   Positiu	   4	  (100%)	   5	  (100%)	   	  
	   Negatiu	   0	  (0%)	   0	  (0%)	   	  
C_Barkhof	   	   	   1,000	  
	   1-‐2	   	   1	  (25%)	   1	  (20%)	   	  
	   3-‐4	   3	  (75%)	   4	  (80%)	   	  
Lesions	  T2	  	  	   	   	   1,000	  
	   <9	   1	  (25%)	   1	  (20%)	   	  
	   ≥9	   3	  (75%)	   4	  (80%)	   	  
Lesions	  Gd+	   1,0	  (1,0)	   1,0	  (4)	   0,786	  
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Taula	   8	   (continuació).	   Característiques	   dels	   pacients	   del	   grup	   “EM”	   amb	  

BOCM_LE	  negatives	  i	  BOCM_LE	  positives	  de	  la	  cohort	  d’identificació.	  
	  

Grup	  EM	  
Cohort	  Identificació	  

BOCM_LE-‐	  
(n=4)	  

BOCM_LE+	  
(n=5)	  

valor	  p*	  

Lesions	  infratentorials	   	   	   -‐	  
	   Presència	   4	  (100%)	   5	  (100%)	   	  
	   Absència	   0	  (0%)	   0	  (0%)	   	  
Lesions	  hipointenses	  T1	  	   	   	   0,444	  
	   Presència	   1	  (25%)	   0	  (0%)	   	  
	   Absència	   3	  (75%)	   5	  (100%)	   	  

	  

Els	  valors	  estan	  expressats	  com	  mediana	  (RIQ)	  per	  a	  les	  variables	  numèriques	  i	  com	  freqüència	  
absoluta	  (freqüència	  relativa)	  per	  a	  les	  variables	  categòriques.	  
*Test	  U-‐Mann	  Whitney	  per	  a	  les	  variables	  numèriques.	  Test	  Fisher	  o	  Xi-‐quadrat	  per	  a	  les	  variables	  
categòriques.	  

	  

4.2.2. Estudi	  d’identificació	  de	  miRNAs	  candidats	  

Per	  a	  la	  identificació	  de	  l’expressió	  de	  miRNAs	  en	  la	  cohort	  inicial	  d’identificació	  

es	  va	  realitzar	  l’anàlisi	  de	  les	  TLDA	  en	  els	  5	  subjectes	  del	  grup	  “Control”	  i	  en	  els	  9	  

pacients	  del	  grup	  “EM”.	  

Es	   van	   analitzar	   un	   total	   de	   754	   miRNAs,	   dels	   quals	   61	   foren	   detectats	   amb	  

valors	  d’expressió	  fiables	  (entre	  el	  15è	  i	  37è	  cicle)	  amb	  un	  mínim	  del	  70%	  dels	  

subjectes	  inclosos	  en	  les	  TLDA	  (taula	  9).	  
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Taula	  9.	  miRNAs	   circulants	   identificats	   en	   la	   cohort	   d’identificació	   amb	  valors	  

d’expressió	  fiables.	  

	  

miRNAs	  identificats	   Nombre	  de	  Cicle	  
miR-‐302c,	  miR-‐628-‐5p	   15-‐20	  

miR-‐17,	  miR-‐19b,	  miR-‐21,	  miR-‐106a,	  miR-‐150,	  miR-‐204,	  miR-‐378	   20-‐30	  

miR-‐9#,	   miR-‐20a,	   miR-‐20b,	   miR-‐24,	   miR-‐29a,	   miR-‐30a-‐3p,	   miR-‐30a-‐5p,	  
miR-‐30b,	   miR-‐30c,	   miR-‐30e-‐3p,	   miR-‐92a,	   miR-‐100,	   miR-‐106b,	   miR-‐125b,	  
miR-‐133a,	   miR-‐143,	   miR-‐146a,	   miR-‐191,	   miR-‐197,	   miR-‐203,	   miR-‐206,	  	  
miR-‐222,	   miR-‐223,	   miR-‐320,	   miR-‐342-‐3p,	   miR-‐483-‐5p,	   miR-‐520c-‐3p,	  	  	  	  
miR-‐520d-‐3p,	   miR-‐573,	   miR-‐574-‐3p,	   miR-‐581,	   miR-‐625#,	   miR-‐872,	  	  	  	  	  	  	  
miR-‐885-‐5p,	  let-‐7b,	  let-‐7c,	  U6	  snRNA	  

30-‐33	  

miR-‐16,	   miR-‐19a,	   miR-‐19b-‐1#,	   miR-‐29c,	   miR-‐126,	   miR-‐145,	   miR-‐184,	  	  	  
miR-‐186,	   miR-‐190b,	   miR-‐193-‐5p,	   miR-‐202,	   miR-‐328,	   miR-‐484,	   miR-‐601,	  
miR-‐875-‐5p	  

33-‐37	  

	  

En	   primer	   lloc,	   es	   va	   realitzar	   un	   anàlisi	   per	   identificar	   un	   conjunt	   inicial	   de	  

miRNAs	  que	  permetessin	  diferenciar	  entre	  els	  pacients	  del	  grup	  “EM”	  i	  del	  grup	  

“Control”.	  

Dels	   61	   miRNAs	   detectats	   en	   LCR,	   5	   d’ells	   van	   presentar	   una	   expressió	  

diferenciada	   estadísticament	   significativa	   (p<0,05)	   entre	   els	   dos	   grups:	   els	  	  	  	  	  

miR-‐203,	  miR-‐21	  i	  miR-‐520c-‐3p	  tenien	  una	  sobreexpressió	  en	  el	  grup	  “EM”,	  i	  els	  

miR-‐140	  i	  miR-‐126	  tenien	  una	  expressió	  disminuïda	  en	  el	  mateix	  grup	  respecte	  

al	   grup	   “Control”.	   Per	   altra	   banda,	   si	   es	   fixa	   un	   valor	  p	   entre	   0,05	   i	   0,2,	   es	   pot	  

incloure	  dins	  d’aquest	  conjunt	  de	  miRNAs	  candidats	  els	  cinc	  següents:	  miR-‐191	  i	  

miR-‐30a-‐5p	   que	   estaven	   sobreexpressats	   en	   el	   grup	   “EM”,	   i	   els	   miR-‐199a-‐3p,	  

miR-‐378	   i	   miR-‐143	   que	   tenien	   una	   expressió	   disminuïda	   en	   el	   mateix	   grup	  

respecte	  al	  grup	  “Control”	  (taula	  10).	  
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Taula	  10.	  miRNAs	  amb	  expressió	  diferenciada	  en	  la	  cohort	  d’identificació	  entre	  

el	  grup	  “EM”	  i	  el	  grup	  “Control”.	  	  

	  

EM	  vs.	  Control	  

miR-‐203	   5,2	  (0,004)	  

miR-‐21	   2,8	  (0,026)	  

miR-‐140	   -‐	  2,8	  (0,033)	  

miR-‐126	   -‐	  2,9	  (0,040)	  

miR-‐520c-‐3p	   5,7	  (0,046)	  

miR-‐191	   2,3	  (0,094)	  

miR-‐199a-‐3p	   -‐	  2,2	  (0,102)	  

miR-‐378	   -‐	  931,8	  (0,120)	  

miR-‐30a-‐5p	   6,6	  (0,158)	  

miR-‐143	   -‐	  1,8	  (0,188)	  

Els	  valors	  estan	  representats	  com	  canvi	  d’expressió	  (valor	  p).	  

	  

En	   segon	   lloc,	   es	   va	   realitzar	   un	   anàlisi	   per	   identificar	   en	   el	   grup	   “EM”,	   alguns	  

miRNAs	   candidats	   que	   poguessin	   diferenciar	   entre	   els	   pacients	   que	   tenien	  

BOCM_LE	  en	  LCR	  positives	  dels	  que	  les	  tenien	  negatives.	  

Dels	   61	   miRNAs	   detectats	   en	   LCR,	   5	   d’ells	   van	   presentar	   una	   expressió	  

diferenciada	   entre	   aquests	   dos	   grups:	   els	   miR-‐365,	   miR-‐328	   i	   miR-‐191	   tenien	  

una	   sobreexpressió	   en	   pacients	   EM	   i	   BOCM_LE	   positives	   (p=0,028,	   p=0,143	   i	  

p=0,167,	   respectivament),	   i	   els	   miR-‐19a	   i	   miR-‐143	   tenien	   una	   expressió	  

disminuïda	   en	   pacients	   EM	   i	   BOCM_LE	   positives	   (ambdós	   amb	   p=0,114),	  

respecte	  als	  pacients	  amb	  BOCM_LE	  negatives	  (taula	  11).	  

	  

	  

	  



RESULTATS	  	  	   	  	  	  	  	  	   Estudi	  miEM	  

	  
	  
110	  

Taula	  11.	  miRNAs	  amb	  expressió	  diferenciada	  en	  la	  cohort	  d’identificació	  entre	  

pacients	  del	  grup	  “EM”	  amb	  BOCM_LE	  positives	  i	  BOCM_LE	  negatives.	  	  

	  

BOCM_LE+	  vs.	  BOCM_LE-‐	  

miR-‐365	   4,0	  (0,028)	  

miR-‐19a	   -‐	  2,9	  (0,114)	  

miR-‐143	   -‐	  2,0	  (0,114)	  

miR-‐328	   2,9	  (0,143)	  

miR-‐191	   2,2	  (0,167)	  

Els	  valors	  estan	  representats	  com	  a	  canvi	  d’expressió	  (valor	  p).	  
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4.3. ESTUDI	  DE	  VALIDACIÓ	  DE	  miRNAs	  	  

	  

4.3.1. Descripció	  dels	  subjectes	  	  

La	   cohort	   de	   validació	   va	   constar	   de	   32	   subjectes	   en	   el	   grup	   “Control”	   i	   29	  

pacients	  en	  el	  grup	  “EM”.	  A	   la	   taula	  12	  es	  presenten	   les	  característiques	  basals	  

demogràfiques	  i	  d’anàlisi	  de	  LCR	  dels	  dos	  grups.	  Les	  variables	  que	  van	  presentar	  

diferències	   estadísticament	   significatives	   entre	   els	   dos	   grups	   foren	   l’índex	   IgG	  

(p<0,001),	   el	   percentatge	   de	   BOCG	   positives	   (p<0,001)	   i	   el	   percentatge	   de	  

BOCM_LE	   (p<0,001).	   En	   el	   grup	   “Control”,	   1	   subjecte	   va	   presentar	   BOCG	  

positives	   i	  cap	  subjecte	  va	  presentar	  BOCM_LE.	  Dels	  29	  pacients	  del	  grup	  “EM”,	  

11	  tenien	  BOCM_LE	  positives	  i	  18	  tenien	  BOCM_LE	  negatives.	  	  

	  

Taula	  12.	  Característiques	  basals	  del	  grup	  “Control”	  i	  grup	  “EM”	  de	  la	  cohort	  de	  

validació.	  

	  

Cohort	  Validació	   Control	  
(n=32)	  

EM	  
(n=29)	  

valor	  p*	  

Sexe	  	   	   	   0,349	  
	   Dona	   22	  (68,8%)	   23	  (79,3%)	   	  
	   Home	   10	  (31,2%)	   6	  (20,7%)	   	  
Edat	  	   39,000	  (12)	   40,000	  (16)	   0,800	  
Índex	  IgG	   0,530	  (0,11)	   0,753	  (0,49)	   <0,001	  
BOCG	   	   	   <0,001	  
	   Positiu	   1	  (3,1%)	   26	  (89,7%)	   	  
	   Negatiu	   31	  (96,9%)	   3	  (10,3%)	   	  
BOCM_LE	  	   	   	   <0,001	  
	   Positiu	   0	  (0%)	   11	  (37,9%)	   	  
	   Negatiu	   32	  (100%)	   18	  (62,1%)	   	  

	  

Els	  valors	  estan	  expressats	  com	  mediana	  (RIQ)	  per	  a	  les	  variables	  numèriques	  i	  com	  freqüència	  
absoluta	  (freqüència	  relativa)	  per	  a	  les	  variables	  categòriques.	  
*Test	  U-‐Mann	  Whitney	  per	  a	  les	  variables	  numèriques.	  Test	  Fisher	  o	  Xi-‐quadrat	  per	  a	  les	  variables	  
categòriques.	  
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L’anàlisi	   detallat	   de	   les	   característiques	   demogràfiques,	   clíniques,	   d’anàlisi	   de	  

LCR	   i	   radiològiques	   dels	   pacients	   del	   grup	   “EM”	   en	   funció	   de	   la	   positivitat	   o	  

negativitat	  de	  BOCM_LE	  va	  mostrar	  que	  no	  hi	  havia	  diferències	  estadísticament	  

significatives	  en	  cap	  de	  les	  variables	  estudiades	  (taula	  13).	  

Taula	   13.	   Característiques	   basals	   dels	   pacients	   del	   grup	   “EM”	   amb	   BOCM_LE	  

negatives	  i	  BOCM_LE	  positives	  de	  la	  cohort	  de	  validació.	  

	  

Grup	  EM	  
Cohort	  Validació	  

BOCM_LE-‐	  
(n=18)	  

BOCM_LE+	  
(n=11)	  

valor	  p*	  

Sexe	   	   	   1,000	  
	   Dona	   14	  (77,8%)	   9	  (81,8%)	   	  
	   Home	   4	  (22,2%)	   2	  (18,2%)	   	  
Edat	  	   41,000	  (21)	   37,000	  (11)	   0,363	  
Edat	  debut	  	   38,500	  (22)	   36,000	  (11)	   0,740	  
Topografia	  debut	   	   	   0,427	  
	   Nervi	  òptic	   3	  (16,7%)	   3	  (27,3%)	   	  
	   Tronc	   5	  (27,8%)	   1	  (9,1%)	   	  
	   Medul·la	   6	  (33,3%)	   6	  (54,5%)	   	  
	   Hemisfèric	   3	  (16,7%)	   0	  (0%)	   	  
	   Poliregional	   1	  (5,6%)	   1	  (9,1%)	   	  
Debut	  Nervi	  òptic	   	   	   0,638	  
	   Sí	   3	  (17,6%)	   3	  (30%)	   	  
	   No	   14	  (82,4%)	   7	  (70%)	   	  
Debut	  Infratentorial	   	   	   1,000	  
	   Sí	   11	  (64,7%)	   7	  (70%)	   	  
	   No	   6	  (35,3%)	   3	  (30%)	   	  
Brots	  	   1,0	  (1,0)	   1,0	  (1,0)	   0,642	  
EDSS	  basal	  	   2,5	  (1,5)	   2,0	  (1,5)	   0,112	  
EDSS	  12m	   2,0	  (0,5)	   1,5	  (1,0)	   0,112	  
TIM	  	   	   	   1,000	  
	   Sí	   15	  (83,3%)	   9	  (81,8%)	   	  
	   No	   3	  (16,7%)	   2	  (18,2%)	   	  
TIM_t	  	   9,0	  (3,0)	   9,0	  (2,0)	   0,446	  
Índex	  IgG	   0,767	  (0,48)	   0,749	  (0,33)	   0,610	  
BOCG	  	   	   	   0,268	  
	   Positiu	   15	  (83,8%)	   11	  (100%)	   	  
	   Negatiu	   3	  (16,2%)	   0	  (0%)	   	  
C_Barkhof	   	   	   1,000	  
	   1-‐2	   3	  (16,7%)	   1	  (9,1%)	   	  
	   3-‐4	   15	  (83,3%)	   10	  (90,9%)	   	  
Lesions	  T2	  	  	   	   	   0,677	  
	   <9	   5	  (27,8%)	   2	  (18,2%)	   	  
	   ≥9	   13	  (72,2%)	   9	  (81,8%)	   	  
Lesions	  Gd+	   0,0	  (2)	   0,5	  (3)	   0,941	  
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Taula	  13	  (continuació).	  Característiques	  basals	  dels	  pacients	  del	  grup	  “EM”	  amb	  

BOCM_LE	  negatives	  i	  BOCM_LE	  positives	  de	  la	  cohort	  de	  validació.	  

	  

Grup	  EM	  
Cohort	  Validació	  

BOCM_LE-‐	  
(n=18)	  

BOCM_LE+	  
(n=11)	  

valor	  p*	  

Lesions	  infratentorials	   	   	   1,000	  
	   Presència	   15	  (83,3%)	   9	  (81,8%)	   	  
	   Absència	   3	  (16,7%)	   2	  (18,2%)	   	  
Lesions	  hipointenses	  T1	   	   	   0,362	  
	   Presència	   5	  (27,8%)	   1	  (9,1%)	   	  
	   Absència	   13	  (72,2%)	   10	  (90,9%)	   	  
Lesions	  cranials#	  	   33	  (37)	   31	  (14)	   1,000	  
Volum	  T2#	  	   8,913	  (12,25)	   4,143	  (3,19)	   0,258	  
SG_FAST#	  	   502,293	  (170,70)	   514,641	  (84,76)	   0,796	  
SB_FAST#	  	   703,713	  (153,51)	   744,711	  (123,73)	   0,605	  
BPF_FAST#	   0,827	  (0,05)	   0,818	  (0,043)	   0,546	  
SG_SPM#	  	   609,864	  (145,96)	   640,683	  (68,11)	   0,796	  
SB_SPM#	  	   533,229	  (124,12)	   559,779	  (100,31)	   0,931	  
BPF_SPM#	   0,799	  (0,03)	   0,795	  (0,02)	   0,863	  

	  

Els	  valors	  estan	  expressats	  com	  mediana	  (RIQ)	  per	  a	  les	  variables	  numèriques	  i	  com	  freqüència	  
absoluta	  (freqüència	  relativa)	  per	  a	  les	  variables	  categòriques.	  
*Test	  U-‐Mann	  Whitney	  o	  Kruskal-‐Wallis	  per	  a	  les	  variables	  numèriques.	  Test	  Fisher	  o	  Xi-‐quadrat	  per	  
a	  les	  variables	  categòriques.	  	  
#n=18.	  

	  

4.3.2. Estudi	  de	  validació	  de	  miRNAs	  candidats	  

Es	   va	   realitzar	   un	   anàlisi	   de	   validació	   en	   aquesta	   cohort	   dels	   miRNAs	   amb	  

expressió	   diferenciada	   que	   foren	   identificats	   en	   la	   cohort	   inicial	   d’identificació	  

tant	  entre	  els	  grups	  “EM”	  i	  “Control”	  com	  entre	  els	  pacients	  amb	  EM	  i	  BOCM_LE	  

positives	  i	  negatives.	  

Per	   aquest	   anàlisi	   de	   validació	   es	   varen	   seleccionar	   un	   total	   de	   17	   miRNAs,	  

seguint	   els	   2	   següents	   criteris:	   (1)	   els	  miRNAs	   que	   en	   la	   cohort	   d’identificació	  

havien	   presentat	   una	   expressió	   diferenciada	   estadísticament	   significativa	  

(p≤0,20)	   i	   (2)	   una	   conjunt	   de	   miRNAs	   ja	   descrits	   prèviament	   a	   la	   literatura	  

relacionats	   amb	   EM	   i	   amb	   processos	   inflamatoris.	   Dins	   del	   primer	   grup,	   es	  

troben	  els	  miR-‐203,	  miR-‐21,	  miR-‐140,	  miR-‐126,	  miR-‐520c-‐3p	  i	  miR-‐365	  amb	  un	  

valor	  p<0,05	   i	  els	  miR-‐191,	  miR-‐199a-‐3p,	  miR-‐378,	  miR-‐30a-‐5p,	  miR-‐143,	  miR-‐
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19a	  i	  miR-‐328	  amb	  un	  nivell	  de	  significació	  entre	  0,05	  i	  0,2.	  Dins	  del	  segon	  grup,	  

es	  van	   incloure	  els	  4	  següents	  miRNAs:	  miR-‐155,	  miR-‐146a,	  miR-‐142-‐3p	   i	  miR-‐

106a.	  

A	   la	   figura	   18	   i	   a	   la	   taula	   14	   es	  mostren	   els	   resultats	   de	   l’anàlisi	   d’aquests	   17	  

miRNAs	  entre	  el	  grup	  “Control”	  i	  el	  grup	  “EM”.	  En	  aquesta	  anàlisi	  només	  es	  van	  

observar	   diferències	   estadísticament	   significatives	   en	   l’expressió	   del	  miR-‐106a	  

(p=0,032),	  mostrant	  una	  disminució	  de	  l’expressió	  en	  el	  grup	  “EM”.	  

A	   la	   figura	   19	   i	   a	   la	   taula	   15	   es	  mostren	   els	   resultats	   de	   l’anàlisi	   d’aquests	   17	  

miRNAs	   entre	   els	   pacients	   del	   grup	   “EM”	   amb	   BOCM_LE	   negatives	   i	   amb	  

BOCM_LE	   positives.	   En	   aquesta	   segona	   anàlisi	   es	   van	   observar	   diferències	  

estadísticament	  significatives	  en	  l’expressió	  del	  miR-‐203,	  miR-‐520c-‐3p,	  miR-‐155,	  

miR-‐142-‐3p	   i	   miR-‐106a,	  mostrant	   tots	   ells	   uns	   sobreexpressió	   en	   els	   pacients	  

amb	  EM	  i	  BOCM_LE	  positives.	  
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Figura	   18.	   Resultats	   de	   validació	   dels	   miRNAs	   seleccionats	   entre	   el	   grup	  

“Control”	  i	  el	  grup	  “EM”.	  

	   	  

	   	  

	   	  
Nivells	   individuals	   d'expressió	   dels	   miRNAs	  en	   la	   cohort	   de	   validació.	   El	   valor	   p	   està	   calculat	  
utilitzant	  el	  Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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Figura	  18	  (continuació).	  Resultats	  de	  validació	  dels	  miRNAs	  seleccionats	  entre	  

el	  grup	  “Control”	  i	  el	  grup	  “EM”.	  

	   	  

	   	  

	   	  
Nivells	   individuals	   d'expressió	   dels	   miRNAs	  en	   la	   cohort	   de	   validació.	   El	   valor	   p	   està	   calculat	  
utilitzant	  el	  Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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Figura	  18	  (continuació).	  Resultats	  de	  validació	  dels	  miRNAs	  seleccionats	  entre	  

el	  grup	  “Control”	  i	  el	  grup	  “EM”.	  

	   	  

	   	  

	  

	  

Nivells	   individuals	   d'expressió	   dels	   miRNAs	  en	   la	   cohort	   de	   validació.	   El	   valor	   p	   està	   calculat	  
utilitzant	  el	  Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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Taula	   14.	   Resultats	   de	   validació	   dels	   miRNAs	   seleccionats	   entre	   el	   grup	  

“Control”	  i	  grup	  “EM”.	  

	  

	   Control	  
(n=32)	  

EM	  
(n=29)	  

valor	  p*	  

miR-‐203	  	   0,007	  (0,030)	   0,016	  (0,031)	   0,224	  
miR-‐21	   0,070	  (0,089)	   0,118	  (0,105)	   0,191	  
miR-‐140	   0,017	  (0,026)	   0,012	  (0,032)	   0,917	  
miR-‐126	   0,005	  (0,009)	   0,004	  (0,005)	   0,828	  
miR-‐520c-‐3p	   0,038	  (0,048)	   0,018	  (0,034)	   0,076	  
miR-‐191	   0,014	  (0,061)	   0,013	  (0,015)	   0,233	  
miR-‐155	   0,028	  (0,056)	   0,030	  (0,039)	   0,976	  
miR-‐146a	   0,257	  (0,614)	   0,255	  (0,393)	   0,928	  
miR-‐142-‐3p	   0,028	  (0,085)	   0,038	  (0,072)	   0,629	  
miR-‐199a-‐3p	   0,024	  (0,023)	   0,023	  (0,024)	   0,658	  
miR-‐378	   0,061	  (0,088)	   0,040	  (0,047)	   0,103	  
miR-‐30a-‐5p	   0,040	  (0,086)	   0,043	  (0,095)	   0,257	  
miR-‐143	   0,034	  (0,033)	   0,036	  (0,035)	   0,320	  
miR-‐365	   0,007	  (0,016)	   0,006	  (0,020)	   0,936	  
miR-‐19a	   0,003	  (0,004)	   0,001	  (0,003)	   0,222	  
miR-‐328	   0,014	  (0,022)	   0,007	  (0,008)	   0,075	  
miR-‐106a	   2,027	  (3,386)	   1,424	  (2,461)	   0,032	  

	  

Els	  valors	  estan	  expressats	  com	  a	  mediana	  (RIQ).	  	  
*Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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Figura	  19.	  Resultats	  de	  validació	  dels	  miRNAs	  seleccionats	  entre	  els	  pacients	  del	  

grup	  “EM”	  amb	  BOCM_LE	  negatives	  i	  BOCM_LE	  positives.	  

	   	  

	   	  

	   	  
Nivells	   individuals	   d'expressió	   dels	   miRNA	  en	   la	   cohort	   de	   validació.	   El	   valor	   p	   està	   calculat	  
utilitzant	  el	  Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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Figura	  19	  (continuació).	  Resultats	  de	  validació	  dels	  miRNAs	  seleccionats	  entre	  

els	  pacients	  del	  grup	  “EM”	  amb	  BOCM_LE	  negatives	  i	  BOCM_LE	  positives.	  

	   	  

	   	  

	   	  
Nivells	   individuals	   d'expressió	   dels	   miRNA	  en	   la	   cohort	   de	   validació.	   El	   valor	   p	   està	   calculat	  
utilitzant	  el	  Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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Figura	  19	  (continuació).	  Resultats	  de	  validació	  dels	  miRNAs	  seleccionats	  entre	  

els	  pacients	  del	  grup	  “EM”	  amb	  BOCM_LE	  negatives	  i	  BOCM_LE	  positives.	  

	   	  

	   	  

	  

	  

Nivells	   individuals	   d'expressió	   dels	   miRNA	  en	   la	   cohort	   de	   validació.	   El	   valor	   p	   està	   calculat	  
utilitzant	  el	  Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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Taula	  15.	  Resultats	  de	  validació	  dels	  miRNAs	  seleccionats	  entre	  els	  pacients	  del	  

grup	  “EM”	  amb	  BOCM_LE	  negatives	  i	  BOCM_LE	  positives.	  

	  

	   BOCM_LE-‐	  
(n=18)	  

BOCM_LE+	  
(n=11)	  

valor	  p*	  

miR-‐203	  	   0,007	  (0,024)	   0,024	  (0,114)	   0,044	  
miR-‐21	   0,101	  (0,110)	   0,142	  (0,091)	   0,092	  
miR-‐140	   0,013	  (0,034)	   0,012	  (0,025)	   0,716	  
miR-‐126	   0,005	  (0,010)	   0,003	  (0,005)	   0,207	  
miR-‐520c-‐3p	   0,013	  (0,029)	   0,034	  (0,038)	   0,039	  
miR-‐191	   0,013	  (0,016)	   0,014	  (0,018)	   0,759	  
miR-‐155	   0,019	  (0,029)	   0,050	  (0,094)	   0,044	  
miR-‐146a	   0,229	  (0,181)	   0,432	  (0,587)	   0,112	  
miR-‐142-‐3p	   0,027	  (0,051)	   0,081	  (0,097)	   0,045	  
miR-‐199a-‐3p	   0,023	  (0,023)	   0,020	  (0,025)	   0,938	  
miR-‐378	   0,034	  (0,045)	   0,053	  (0,062)	   0,112	  
miR-‐30a-‐5p	   0,037	  (0,093)	   0,058	  (0,095)	   0,642	  
miR-‐143	   0,038	  (0,051)	   0,032	  (0,034)	   0,677	  
miR-‐365	   0,003	  (0,015)	   0,010	  (0,024)	   0,141	  
miR-‐19a	   0,002	  (0,004)	   0,001	  (0,001)	   0,550	  
miR-‐328	   0,005	  (0,016)	   0,009	  (0,003)	   0,728	  
miR-‐106a	   1,065	  (1,670)	   2,751	  (2,181)	   0,007	  

	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Els	  valors	  estan	  expressats	  com	  mediana	  (RIQ).	  	  
*	  Test	  U-‐Mann	  Whitney.	  
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4.4. CAPACITAT	  DE	  DISCRIMINACIÓ	  DELS	  miRNAs	  	  

	  

Es	  va	   realitzar	  un	  anàlisi	  ROC	  dels	  miRNAs	  candidats	  per	  evaluar	  els	   seu	  valor	  

diferencial	  i	  el	  seu	  possible	  paper	  com	  a	  biomarcadors.	  	  

A	   la	   taula	   16	   es	   presenta	   l’anàlisi	   ROC	   dels	   miRNAs	   seleccionats	   prèviament	  

mostrant	   l’àrea	   sota	   la	   corba	   ROC	   (AUC)	   i	   el	   seu	   corresponent	   interval	   de	  

confiança	  al	  95%	  (IC95%).	  	  

	  

Taula	   16.	   AUC	   i	   IC95%	   de	   l’anàlisi	   ROC	   entre	   els	   grups	   “Control”	   i	   “EM”,	   i	  

pacients	  EM	  amb	  BOCM_LE	  negatives	  i	  BOCM_LE	  positives.	  

miRNA	  
Control	  vs.	  EM	   	   BOCM_LE-‐	  vs.	  BOCM_LE+	  

AUC	   IC95%	  	   	   AUC	   IC95%	  
miR-‐203	   0,5977	   (0,4402	  -‐	  0,7552)	   	   0,7247	   (0,5342	  -‐	  0,9153)	  
miR-‐21	   0,6028	   (0,4474	  -‐	  0,7582)	   	   0,6919	   (0,4958	  -‐	  0,8881)	  
miR-‐140	   0,4918	   (0,3337	  -‐	  0,6498)	   	   0,4574	   (0,2268	  -‐	  0,6880)	  
miR-‐126	   0,5190	   (0,3386	  -‐	  0,6994)	   	   0,6597	   (0,4289	  -‐	  0,8905)	  
miR-‐520c-‐3p	   0,6325	   (0,4909	  -‐	  0,7742)	   	   0,7323	   (0,5449	  -‐	  0,9197)	  
miR-‐191	   0,5904	   (0,4419	  -‐	  0,7390)	   	   0,5361	   (0,3055	  -‐	  0,7668)	  
miR-‐155	   0,4978	   (0,3477	  -‐	  0,6478)	   	   0,7273	   (0,5278	  -‐	  0,9267)	  
miR-‐146a	   0,5069	   (0,3555	  -‐	  0,6583)	   	   0,6818	   (0,4642	  -‐	  0,8994)	  
miR-‐142-‐3p	   0,5396	   (0,3719	  -‐	  0,7073)	   	   0,7333	   (0,5113	  -‐	  0,9553)	  
miR-‐199a-‐3p	   0,5362	   (0,3741	  -‐	  0,6982)	   	   0,4906	   (0,2560	  -‐	  0,7253)	  
miR-‐378	   0,6218	   (0,4791	  -‐	  0,7644)	   	   0,6818	   (0,4771	  -‐	  0,8865)	  
miR-‐30a-‐5p	   0,5874	   (0,4362	  -‐	  0,7387)	   	   0,553	   (0,3305	  -‐	  0,7755)	  
miR-‐143	   0,5815	   (0,4206	  -‐	  0,7424)	   	   0,5481	   (0,3250	  -‐	  0,7713)	  
miR-‐365	   0,5067	   (0,3382	  -‐	  0,6752)	   	   0,6905	   (0,4628	  -‐	  0,9181)	  
miR-‐19a	   0,5933	   (0,4446	  -‐	  0,7421)	   	   0,5707	   (0,3543	  -‐	  0,7871)	  
miR-‐328	   0,6613	   (0,4925	  -‐	  0,8302)	   	   0,5458	   (0,2883	  -‐	  0,8034)	  
miR-‐106a	   0,6600	   (0,5212	  -‐	  0,7989)	   	   0,7955	   (0,6319	  -‐	  0,9591)	  

	  

	  

Dels	  17	  miRNAs	  candidats,	  tan	  sols	  un	  d’ells	  (miR-‐106a)	  va	  mostrar	  un	  poder	  de	  

discriminació	   acceptable	   entre	   el	   grup	   “Control”	   i	   el	   grup	   “EM”	   (n=61;	  

AUC=0,6600;	   IC95%:	   0,5212-‐0,7989).	   D’altra	   banda,	   5	   dels	   miRNAs	   analitzats	  

mostren	   una	   capacitat	   de	   discriminació	   moderada	   entre	   els	   pacients	   EM	   amb	  

BOCM_LE	  negatives	   i	  BOCM_LE	  positives:	  miR-‐203	  (n=29;	  AUC=0,7247;	   IC95%:	  
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0,5342-‐0,9153),	   miR-‐520c-‐3p	   (n=29;	   AUC=0,7323;	   	   	   IC95%:	   0,5449-‐0,9197),	  

miR-‐155	   (n=29;	   AUC=0,7273;	   IC95%:	   0,5278-‐0,9267),	   miR-‐142-‐3p	   (n=28;	  

AUC=0,7333;	   IC95%:	   0,5113-‐0,9553)	   i	   miR-‐106a	   (n=29;	   AUC=0,7955;	   IC95%:	  

0,6319-‐0,9591).	  

A	   la	   figura	   20	   es	   mostren	   les	   corbes	   ROC	   pel	   conjunt	   de	   miRNAs	   que	   van	  

presentar	   una	   bona	   capacitat	   de	   discriminació	   entre	   els	   diferents	   grups	  

estudiats,	   així	   com	   el	   punt	   de	   tall	   que	   maximitza	   la	   seva	   sensibilitat	   i	   la	   seva	  

especificitat.	  
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Figura	  20.	  Corbes	  ROC	  dels	  miRNAs	  amb	  bona	  capacitat	  de	  discriminació.	  

“Control”	  vs.	  	  “EM”:	  	  miR-‐106a	   	  “BOCM_LE-‐”	  vs.	  	  “BOCM_LE+”:	  	  miR-‐203	  

	   	  
“BOCM_LE-‐”	  vs.	  “BOCM_LE+”:	  	  miR-‐520c-‐3p	   “BOCM_LE-‐”	  vs.	  “BOCM_LE+”:	  	  miR-‐155	  

	   	  
“BOCM_LE-‐”	  vs.	  “BOCM_LE+”:	  	  miR-‐142-‐3p	   “BOCM_LE-‐”	  vs.	  “BOCM_LE+”:	  	  miR-‐106a	  
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4.5. RELACIÓ	   ENTRE	   L’EXPRESSIÓ	   DELS	   miRNAs	   I	   VARIABLES	  

CLÍNIQUES,	  D’ANÀLISI	  DE	  LCR	  I	  RADIOLÒGIQUES	  

	  

A	   continuació	   es	   presenten	   els	   resultats	   corresponents	   a	   l’estudi	   d’associació	  

entre	   l’expressió	   dels	   17	   miRNAs	   estudiats	   i	   les	   diferents	   variables	   clíniques,	  

d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques	  analitzades	  en	  el	  grup	  “EM”.	  

En	   l’anàlisi	   de	   correlació	   no	   es	   van	   trobar	   associacions	   estadísticament	  

significatives	   entre	   cap	   de	   les	   variables	   analitzades	   i	   l’expressió	   del	   miR-‐203,	  

miR-‐140,	   miR-‐126,	   miR-‐520c-‐3p,	   miR-‐146a,	   miR-‐378,	   miR-‐30a-‐5p,	   miR-‐143,	  

miR-‐365	  i	  miR-‐19a	  (taula	  17).	  

Els	   miRNAs	   que	   van	   presentar	   algunes	   correlacions	   positives	   estadísticament	  

significatives	  foren	  el	  miR-‐21	  (amb	  el	  nombre	  de	  lesions	  realçades	  amb	  gadolini,	  

rho=0,418),	  miR-‐155	  (amb	  el	  BPF	  mitjançant	  el	  mètode	  FAST,	  rho=0,541),	  miR-‐

142-‐3p	  (amb	  el	  BPF	  mitjançant	  el	  mètode	  FAST,	  rho=0,602),	  miR-‐199a-‐3p	  (amb	  

el	   nombre	   de	   lesions	   realçades	   amb	   gadolini,	   rho=0,429;	   i	   la	   mesura	   de	  

quantificació	  de	  substància	  gris	  mitjançant	  el	  mètode	  FAST,	  rho=0,536),	  miR-‐328	  

(amb	   el	   nombre	   de	   lesions	   realçades	   amb	   gadolini,	   rho=0,439;	   i	   la	  mesura	   de	  

quantificació	  de	  substància	  gris	  mitjançant	  els	  mètodes	  FAST	  i	  SPM8,	  rho=0,744	  i	  

rho=0,640,	   respectivament)	   i	   miR-‐106a	   (amb	   el	   nombre	   de	   lesions	   realçades	  

amb	   gadolini,	   rho=0,429).	   El	   miR-‐191	   va	   presentar	   una	   correlació	   negativa	  

estadísticament	   significatives	   amb	   el	   nombre	   de	   lesions	   cranials	   en	   T2	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

(rho=-‐0,497).	  

Alguns	   d’aquests	   mateixos	   miRNAs	   (miR-‐155,	   miR-‐199a-‐3p,	   miR-‐328	   i	   miR-‐

106a)	  juntament	  amb	  d’altres	  (miR-‐520c-‐3p,	  miR-‐146a,	  miR-‐378	  i	  miR-‐143)	  van	  

presentar	   algunes	   correlacions	   al	   límit	   de	   la	   significació	   (0,05≤p<0,10)	   amb	  

diferents	  variables	  analitzades,	  sobretot	  radiològiques.	  
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Taula	   17.	   Anàlisi	   de	   correlació	   entre	   els	   miRNAs	   i	   les	   variables	   clíniques,	  

d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques.	  	  

	  

	   miR-‐203	   	   miR-‐21	   	   miR-‐140	  

	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  

Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	  

Brots	  	   -‐0,130	   0,501	   	   -‐0,251	   0,189	   	   -‐0,192	   0,338	  

TIM_t	   -‐0,145	   0,500	   	   0,128	   0,551	   	   -‐0,190	   0,396	  

EDSS	  basal	   -‐0,015	   0,939	   	   -‐0,095	   0,626	   	   0,045	   0,823	  

EDSS	  12m	   -‐0,103	   0,596	   	   -‐0,084	   0,663	   	   0,104	   0,604	  

Índex	  IgG	   -‐0,229	   0,250	   	   -‐0,289	   0,143	   	   -‐0,253	   0,222	  

Lesions	  cranials	  	   -‐0,148	   0,558	   	   0,318	   0,198	   	   -‐0,090	   0,723	  

Volum	  T2	  	   -‐0,104	   0,680	   	   0,081	   0,751	   	   -‐0,003	   0,990	  

Lesions	  Gd+	   0,147	   0,464	   	   0,418	   0,030	   	   0,216	   0,300	  

SG_FAST	  	   0,227	   0,365	   	   0,178	   0,481	   	   0,075	   0,766	  

SB_FAST	  	   0,240	   0,338	   	   0,320	   0,195	   	   0,383	   0,117	  

BPF_FAST	  	   0,153	   0,546	   	   0,307	   0,216	   	   0,416	   0,086	  

SG_SPM8	  	   0,311	   0,209	   	   0,249	   0,319	   	   0,156	   0,537	  

SB_SPM8	  	   0,177	   0,483	   	   0,124	   0,624	   	   0,154	   0,542	  

BPF_SMP8	  	   -‐0,032	   0,900	   	   0,159	   0,529	   	   0,218	   0,385	  
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Taula	   17	   (continuació).Anàlisi	   de	   correlació	   entre	   els	   miRNAs	   i	   les	   variables	  

clíniques,	  d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques.	  

	  

	   miR-‐126	   	   miR-‐520c-‐3p	   	   miR-‐191	  

	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  

Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	  

Brots	  	   -‐0,163	   0,438	   	   -‐0,190	   0,323	   	   -‐0,118	   0,548	  

TIM_t	   0,186	   0,443	   	   0,118	   0,583	   	   -‐0,284	   0,189	  

EDSS	  basal	   -‐0,324	   0,114	   	   0,182	   0,344	   	   0,147	   0,457	  

EDSS	  12m	   0,039	   0,854	   	   -‐0,071	   0,714	   	   -‐0,061	   0,758	  

Índex	  IgG	   -‐0,104	   0,627	   	   -‐0,052	   0,798	   	   0,230	   0,257	  

Lesions	  cranials	   -‐0,108	   0,680	   	   0,430	   0,075	   	   -‐0,497	   0,042	  

Volum	  T2	  	   0,092	   0,725	   	   0,071	   0,779	   	   -‐0,208	   0,422	  

Lesions	  Gd+	   0,238	   0,273	   	   0,342	   0,081	   	   -‐0,130	   0,519	  

SG_FAST	  	   -‐0,200	   0,442	   	   0,337	   0,171	   	   -‐0,279	   0,277	  

SB_FAST	  	   -‐0,155	   0,554	   	   0,370	   0,130	   	   -‐0,074	   0,779	  

BPF_FAST	  	   0,092	   0,727	   	   -‐0,044	   0,861	   	   0,377	   0,136	  

SG_SPM8	  	   -‐0,209	   0,422	   	   0,387	   0,113	   	   -‐0,301	   0,240	  

SB_SPM8	  	   -‐0,304	   0,235	   	   0,309	   0,213	   	   -‐0,221	   0,395	  

BPF_SMP8	  	   -‐0,123	   0,639	   	   -‐0,057	   0,823	   	   0,243	   0,348	  
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Taula	   17	   (continuació).Anàlisi	   de	   correlació	   entre	   els	   miRNAs	   i	   les	   variables	  

clíniques,	  d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques.	  

	  

	   miR-‐155	   	   miR-‐146a	   	   miR-‐142-‐3p	  

	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  

Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	  

Brots	  	   -‐0,320	   0,090	   	   -‐0,183	   0,341	   	   -‐0,109	   0,581	  

TIM_t	   -‐0,157	   0,465	   	   -‐0,095	   0,660	   	   -‐0,182	   0,406	  

EDSS	  basal	   0,150	   0,439	   	   -‐0,062	   0,749	   	   -‐0,001	   0,995	  

EDSS	  12m	   -‐0,142	   0,464	   	   -‐0,007	   0,971	   	   -‐0,142	   0,471	  

Índex	  IgG	   -‐0,058	   0,774	   	   -‐0,031	   0,879	   	   -‐0,165	   0,419	  

Lesions	  cranials	  	   0,095	   0,708	   	   0,200	   0,425	   	   0,056	   0,830	  

Volum	  T2	  	   -‐0,098	   0,699	   	   0,141	   0,476	   	   -‐0,245	   0,343	  

Lesions	  Gd+	   0,151	   0,452	   	   0,193	   0,335	   	   0,216	   0,289	  

SG_FAST	  	   -‐0,069	   0,785	   	   -‐0,187	   0,458	   	   0,277	   0,282	  

SB_FAST	  	   -‐0,065	   0,798	   	   -‐0,084	   0,742	   	   0,404	   0,107	  

BPF_FAST	  	   0,541	   0,021	   	   0,420	   0,083	   	   0,602	   0,010	  

SG_SPM8	  	   -‐0,102	   0,687	   	   -‐0,326	   0,345	   	   0,375	   0,138	  

SB_SPM8	  	   -‐0,228	   0,363	   	   -‐0,292	   0,240	   	   0,255	   0,323	  

BPF_SMP8	  	   0,348	   0,157	   	   0,261	   0,295	   	   0,412	   0,101	  
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Taula	   17	   (continuació).Anàlisi	   de	   correlació	   entre	   els	   miRNAs	   i	   les	   variables	  

clíniques,	  d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques.	  

	  

	   miR-‐199a-‐3p	   	   miR-‐378	   	   miR-‐30a-‐5p	  

	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  

Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	  

Brots	  	   -‐0,262	   0,196	   	   -‐0,270	   0,157	   	   -‐0,103	   0,593	  

TIM_t	   0,391	   0,072	   	   0,105	   0,626	   	   0,294	   0,163	  

EDSS	  basal	   -‐0,057	   0,781	   	   -‐0,007	   0,972	   	   -‐0,182	   0,345	  

EDSS	  12m	   0,183	   0,371	   	   -‐0,127	   0,512	   	   -‐0,081	   0,676	  

Índex	  IgG	   -‐0,325	   0,121	   	   -‐0,095	   0,636	   	   -‐0,119	   0,554	  

Lesions	  cranials	  	   0,295	   0,286	   	   0,179	   0,476	   	   0,184	   0,465	  

Volum	  T2	  	   0,182	   0,516	   	   0,057	   0,823	   	   0,131	   0,604	  

Lesions	  Gd+	   0,429	   0,037	   	   0,334	   0,089	   	   0,135	   0,503	  

SG_FAST	  	   0,536	   0,040	   	   0,217	   0,387	   	   -‐0,115	   0,651	  

SB_FAST	  	   0,439	   0,101	   	   0,214	   0,394	   	   -‐0,193	   0,443	  

BPF_FAST	  	   -‐0,066	   0,815	   	   0,195	   0,439	   	   0,073	   0,772	  

SG_SPM8	  	   0,218	   0,385	   	   0,218	   0,385	   	   -‐0,176	   0,484	  

SB_SPM8	  	   0,116	   0,648	   	   0,116	   0,648	   	   -‐0,251	   0,316	  

BPF_SMP8	  	   -‐0,196	   0,483	   	   0,066	   0,794	   	   0,020	   0,938	  

	  

	   	  



Estudi	  miEM	   	   RESULTATS	  
	  

	  
	  

131	  

Taula	   17	   (continuació).Anàlisi	   de	   correlació	   entre	   els	   miRNAs	   i	   les	   variables	  

clíniques,	  d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques.	  

	  

	   miR-‐143	   	   miR-‐365	   	   miR-‐19a	  

	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  

Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	  

Brots	  	   -‐0,039	   0,843	   	   -‐0,016	   0,943	   	   -‐0,120	   0,534	  

TIM_t	   0,111	   0,614	   	   -‐0,112	   0,660	   	   0,012	   0,954	  

EDSS	  basal	   -‐0,067	   0,735	   	   0,085	   0,701	   	   -‐0,143	   0,461	  

EDSS	  12m	   -‐0,009	   0,962	   	   0,239	   0,273	   	   0,243	   0,204	  

Índex	  IgG	   -‐0,144	   0,474	   	   -‐0,321	   0,135	   	   -‐0,078	   0,699	  

Lesions	  cranials	  	   0,162	   0,520	   	   0,259	   0,371	   	   0,016	   0,950	  

Volum	  T2	  	   0,259	   0,299	   	   0,266	   0,358	   	   0,137	   0,589	  

Lesions	  Gd+	   -‐0,063	   0,758	   	   0,083	   0,722	   	   0,313	   0,112	  

SG_FAST	  	   -‐0,115	   0,651	   	   0,306	   0,288	   	   -‐0,137	   0,589	  

SB_FAST	  	   0,044	   0,861	   	   0,055	   0,852	   	   0,060	   0,813	  

BPF_FAST	  	   -‐0,235	   0,349	   	   0,198	   0,497	   	   0,301	   0,224	  

SG_SPM8	  	   -‐0,020	   0,938	   	   0,165	   0,573	   	   -‐0,069	   0,784	  

SB_SPM8	  	   0,032	   0,900	   	   -‐0,011	   0,970	   	   -‐0,150	   0,552	  

BPF_SMP8	  	   -‐0,119	   0,639	   	   -‐0,097	   0,742	   	   0,104	   0,683	  
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Taula	   17	   (continuació).Anàlisi	   de	   correlació	   entre	   els	   miRNAs	   i	   les	   variables	  

clíniques,	  d’anàlisi	  de	  LCR	  i	  radiològiques.	  

	  

	   miR-‐328	   	   miR-‐106a	  

	   Rho	  
Spearman	   valor	  p	   	   Rho	  

Spearman	   valor	  p	  

Brots	  	   -‐0,373	   0,079	   	   -‐0,193	   0,317	  

TIM_t	   0,049	   0,846	   	   0,144	   0,501	  

EDSS	  basal	   0,208	   0,341	   	   -‐0,041	   0,834	  

EDSS	  12m	   0,013	   0,954	   	   -‐0,107	   0,582	  

Índex	  IgG	   0,098	   0,664	   	   -‐0,378	   0,052	  

Lesions	  cranials	  	   0,318	   0,247	   	   0,376	   0,124	  

Volum	  T2	  	   0,063	   0,825	   	   0,001	   0,997	  

Lesions	  Gd+	   0,439	   0,046	   	   0,429	   0,026	  

SG_FAST	  	   0,744	   0,001	   	   0,292	   0,239	  

SB_FAST	  	   0,461	   0,084	   	   0,409	   0,092	  

BPF_FAST	  	   0,330	   0,229	   	   0,168	   0,505	  

SG_SPM8	  	   0,640	   0,010	   	   0,321	   0,194	  

SB_SPM8	  	   0,418	   0,121	   	   0,291	   0,241	  

BPF_SMP8	  	   0,213	   0,447	   	   0,156	   0,537	  
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En	   l’anàlisi	  de	   l’expressió	  de	  diferents	  miRNAs	  en	   funció	  de	  diferents	  variables	  

clíniques	   i	   radiològiques	   no	   es	   van	   trobar	   diferències	   estadísticament	  

significatives	   entre	   cap	   de	   les	   variables	   analitzades	   i	   l’expressió	   dels	  miR-‐203,	  

miR-‐191,	  miR-‐155,	  miR-‐30a-‐5p,	  miR-‐143	  i	  miR-‐106	  (taula	  18).	  

Els	  miRNAs	  que	  van	  presentar	  algunes	  diferències	  estadísticament	  significatives	  

foren	   els	   miR-‐21	   (amb	   la	   forma	   de	   debut	   infratentorial),	   miR-‐140	   (amb	   la	  

topografia	  de	  brot,	   i	   la	   forma	  de	  debut	  de	  nervi	  òptic	   i	   infratentorial),	  miR-‐126	  

(amb	  la	  forma	  de	  debut	  infratentorial),	  miR-‐520c-‐3p	  (amb	  el	  nombre	  de	  criteris	  

de	   Barkof),	  miR-‐146a	   (amb	   el	   nombre	   de	   lesions	   en	   T2),	  miR-‐142-‐3p	   (amb	   la	  

presència	  o	  absència	  de	  lesions	  hipointenses	  en	  T1),	  miR-‐199a-‐3p	  (amb	  la	  forma	  

de	   debut	   infratentorial),	   miR-‐378	   (amb	   la	   forma	   de	   debut	   de	   nervi	   òptic	   i	  

infratentorial),	  miR-‐365	  (amb	  la	  topografia	  de	  brot,	  i	  la	  forma	  de	  debut	  de	  nervi	  

òptic	   i	   infratentorial),	   miR-‐19a	   (amb	   la	   topografia	   de	   brot,	   i	   amb	   la	   forma	   de	  

debut	   de	   nervi	   òptic	   i	   infratentorial)	   i	   miR-‐328	   (amb	   la	   forma	   de	   debut	  

infratentorial).	  Alguns	  d’aquests	  mateixos	  miRNAs	  (miR-‐21,	  miR-‐140,	  miR-‐146a,	  

miR-‐365,	  miR-‐328)	   juntament	  amb	  d’altres	   (miR-‐203,	  miR-‐155,	  miR-‐106a)	  van	  

presentar	   algunes	   diferències	   al	   límit	   de	   la	   significació	   (0,05≤p<0,10)	   amb	  

diferents	  variables	  analitzades	  sobretot	  radiològiques.	  	  
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Taula	   18.	   Anàlisi	   d’expressió	   diferenciada	   entre	   els	   miRNAs	   i	   les	   variables	  

clíniques	  i	  radiològiques.	  	  

	  

	   	   miR-‐203	   	   miR-‐21	   	   miR-‐140	  

	   	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

Topografia	  debut	   0,741	   	   	   0,328	   	   	   0,031	  
	   Nervi	  òptic	   0,022	  (0,133)	   	   	   0,220	  (0,579)	   	   	   0,051	  (0,067)	   	  
	   Tronc	  	  	   0,006	  (0,020)	   	   	   0,111	  (0,155)	   	   	   0,005	  (0,026)	   	  
	   Medul·la	   0,019	  (0,047)	   	   	   0,100	  (0,104)	   	   	   0,012	  (0,016)	   	  
	   Hemisfèric	   0,036	  (0,010)	   	   	   0,118	  (0,111)	   	   	   0,046	  (0,020)	   	  
	   Poliregional	   0,011	  (0,010)	   	   	   0,087	  (0,113)	   	   	   0,004	  (0,005)	   	  

Debut	  Nervi	  òptic	   0,441	   	   	   0,085	   	   	   0,025	  
	   Sí	  	   0,022	  (0,133)	   	   	   0,220	  (0,579)	   	   	   0,051	  (0,067)	   	  
	   No	  	   0,011	  (0,031)	   	   	   0,117	  (0,081)	   	   	   0,012	  (0,022)	   	  

Debut	  Infratentorial	   0,275	   	   	   0,046	   	   	   0,002	  
	   Sí	  	   0,009	  (0,036)	   	   	   0,101	  (0,090)	   	   	   0,010	  (0,017)	   	  
	   No	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
	  

0,026	  (0,072)	  
	  

	   	   0,182	  (0,309)	   	   	   0,047	  (0,055)	   	  

TIM	  	  	   0,295	   	   	   0,382	   	   	   0,606	  
	   Sí	  	   0,017	  (0,045)	   	   	   0,125	  (0,097)	   	   	   0,012	  (0,033)	   	  
	   No	  	   0,005	  (0,027)	   	   	   0,060	  (0,612)	   	   	   0,018	  (0,047)	   	  

C_Barkhof	   0,082	   	   	   0,142	   	   	   0,243	  
	   1-‐2	  	   0,004	  (0,027)	   	   	   0,059	  (0,090)	   	   	   0,001	  (0,012)	   	  
	   3-‐4	   0,018	  (0,040)	   	   	   0,118	  (0,098)	   	   	   0,020	  (0,034)	   	  

Lesions	  T2	   0,165	   	   	   0,409	   	   	   0,798	  
	   <9	   0,037	  (0,123)	   	   	   0,064	  (0,110)	   	   	   0,014	  (0,031)	   	  
	   ≥9	  	   0,009	  (0,019)	   	   	   0,125	  (0,087)	   	   	   0,012	  (0,030)	   	  

Lesions	  infratentorials	   0,933	   	   	   0,448	   	   	   0,186	  
	   Presència	  	   0,017	  (0,031)	   	   	   0,117	  (0,082)	   	   	   0,011	  (0,027)	   	  
	   Absència	  	   0,008	  (0,108)	   	   	   0,182	  (0,238)	   	   	   0,022	  (0,049)	   	  

Lesions	  hipointenses	  T1	   0,102	   	   	   0,212	   	   	   0,099	  
	   Presència	  	   0,006	  (0,010)	   	   	   0,101	  (0,089)	   	   	   0,004	  (0,010)	   	  
	   Absència	  	   0,018	  (0,051)	   	   	   0,135	  (0,118)	   	   	   0,019	  (0,034)	   	  

	  

Valor	  p	  s’ha	  obtingut	  amb	  el	  Test	  U	  Mann-‐Whitney	  o	  Kruskal-‐Wallis.	  
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Taula	  18	  (continuació).	  Anàlisi	  d’expressió	  diferenciada	  entre	  els	  miRNAs	  i	   les	  

variables	  clíniques	  i	  radiològiques.	  

	  

	   	   miR-‐126	   	   miR-‐520c-‐3p	   	   miR-‐191	  

	   	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

Topografia	  debut	   0,256	   	   	   0,795	   	   	   0,516	  
	   Nervi	  òptic	   0,008	  (0,023)	   	   	   0,032	  (0,114)	   	   	   0,021	  (0,028)	   	  
	   Tronc	  	  	   0,003	  (0,077)	   	   	   0,021	  (0,073)	   	   	   0,013	  (0,031)	   	  
	   Medul·la	   0,003	  (0,003)	   	   	   0,016	  (0,018)	   	   	   0,011	  (0,014)	   	  
	   Hemisfèric	   0,009	  (0,011)	   	   	   0,042	  (0,031)	   	   	   0,015	  (0,005)	   	  
	   Poliregional	   0,003	  (0,001)	   	   	   0,031	  (0,036)	   	   	   0,010	  (0,003)	   	  

Debut	  Nervi	  òptic	   0,080	   	   	   0,441	   	   	   0,295	  
	   Sí	  	   0,008	  (0,023)	   	   	   0,018	  (0,030)	   	   	   0,021	  (0,028)	   	  
	   No	  	   0,003	  (0,004)	   	   	   0,032	  (0,114)	   	   	   0,013	  (0,014)	   	  

Debut	  Infratentorial	   0,039	   	   	   0,253	   	   	   0,181	  
	   Sí	   0,003	  (0,004)	   	   	   0,016	  (0,024)	   	   	   0,012	  (0,014)	   	  
	   No	  	   0,008	  (0,019)	   	   	   0,034	  (0,052)	   	   	   0,016	  (0,018)	   	  

TIM	  	  	   0,192	   	   	   0,448	   	   	   0,137	  
	   Sí	   0,003	  (0,003)	   	   	   0,028	  (0,035)	   	   	   0,013	  (0,012)	   	  
	   No	  	   0,007	  (0,018)	   	   	   0,018	  (0,017)	   	   	   0,020	  (0,018)	   	  

C_Barkhof	   0,803	   	   	   0,030	   	   	   0,874	  
	   1-‐2	  	   0,005	  (0,004)	   	   	   0,008	  (0,015)	   	   	   0,013	  (0,021)	   	  
	   3-‐4	   0,003	  (0,007)	   	   	   0,029	  (0,040)	   	   	   0,013	  (0,015)	   	  

Lesions	  T2	   0,621	   	   	   0,280	   	   	   0,533	  
	   <9	   0,006	  (0,008)	   	   	   0,012	  (0,058)	   	   	   0,012	  (0,013)	   	  
	   ≥9	  	   0,003	  (0,005)	   	   	   0,028	  (0,031)	   	   	   0,014	  (0,016)	   	  

Lesions	  infratentorials	   0,974	   	   	   0,556	   	   	   0,264	  
	   Presència	  	   0,003	  (0,009)	   	   	   0,022	  (0,035)	   	   	   0,013	  (0,013)	   	  
	   Absència	   0,004	  (0,004)	   	   	   0,014	  (0,050)	   	   	   0,022	  (0,026)	   	  

Lesions	  hipointenses	  T1	   0,303	   	   	   1,000	   	   	   0,566	  
	   Presència	  	   0,003	  (0,004)	   	   	   0,020	  (0,027)	   	   	   0,012	  (0,010)	   	  
	   Absència	  	   0,004	  (0,008)	   	   	   0,018	  (0,046)	   	   	   0,014	  (0,017)	   	  

	  

Valor	  p	  s’ha	  obtingut	  amb	  el	  Test	  U	  Mann-‐Whitney	  o	  Kruskal-‐Wallis.	  
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Taula	  18	  (continuació).	  Anàlisi	  d’expressió	  diferenciada	  entre	  els	  miRNAs	  i	   les	  

variables	  clíniques	  i	  radiològiques.	  

	  

	   	   miR-‐155	   	   miR-‐146a	   	   miR-‐142-‐3p	  

	   	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

Topografia	  debut	   0,851	   	   	   0,231	   	   	   0,664	  
	   Nervi	  òptic	   0,087	  (0,220)	   	   	   0,530	  (2,257)	   	   	   0,073	  (0,176)	   	  
	   Tronc	  	  	   0,036	  (0,045)	   	   	   0,317	  (0,329)	   	   	   0,022	  (0,084)	   	  
	   Medul·la	   0,027	  (0,027)	   	   	   0,183	  (0,258)	   	   	   0,038	  (0,064)	   	  
	   Hemisfèric	   0,040	  (0,015)	   	   	   0,258	  (0,316)	   	   	   0,062	  (0,042)	   	  
	   Poliregional	   0,034	  (0,040)	   	   	   0,149	  (0,299)	   	   	   -‐	   	  

Debut	  Nervi	  òptic	   0,408	   	   	   0,125	   	   	   0,441	  
	   Sí	   0,087	  (0,220)	   	   	   0,530	  (2,257)	   	   	   0,073	  (0,176)	   	  
	   No	  	   0,030	  (0,029)	   	   	   0,255	  (0,290)	   	   	   0,035	  (0,069)	   	  

Debut	  Infratentorial	   0,433	   	   	   0,076	   	   	   0,348	  
	   Sí	   0,029	  (0,031)	   	   	   0,237	  (0,303)	   	   	   0,035	  (0,070)	   	  
	   No	  	   0,040	  (0,139)	   	   	   0,432	  (1,138)	   	   	   0,071	  (0,113)	   	  

TIM	  	  	   0,978	   	   	   1,000	   	   	   0,264	  
	   Sí	   0,029	  (0,038)	   	   	   0,257	  (0,290)	   	   	   0,049	  (0,072)	   	  
	   No	  	   0,042	  (0,245)	   	   	   0,197	  (2,463)	   	   	   0,035	  (0,048)	   	  

C_Barkhof	   0,060	   	   	   0,160	   	   	   0,110	  
	   1-‐2	  	   0,009	  (0,031)	   	   	   0,165	  (0,178)	   	   	   0,020	  (0,031)	   	  
	   3-‐4	   0,031	  (0,039)	   	   	   0,259	  (0,501)	   	   	   0,056	  (0,072)	   	  

Lesions	  T2	   0,165	   	   	   0,021	   	   	   0,717	  
	   <9	   0,013	  (0,037)	   	   	   0,197	  (0,174)	   	   	   0,041	  (0,078)	   	  
	   ≥9	  	   0,031	  (0,038)	   	   	   0,325	  (0,544)	   	   	   0,035	  (0,071)	   	  

Lesions	  infratentorials	   0,674	   	   	   0,145	   	   	   0,447	  
	   Presència	  	   0,029	  (0,040)	   	   	   0,243	  (0,288)	   	   	   0,035	  (0,071	   	  
	   Absència	   0,041	  (0,085)	   	   	   0,432	  (1,127)	   	   	   0,074	  (0,113)	   	  

Lesions	  hipointenses	  T1	   0,773	   	   	   0,773	   	   	   0,017	  
	   Presència	  	   0,025	  (0,030)	   	   	   0,255	  (0,475)	   	   	   0,016	  (0,014)	   	  
	   Absència	  	   0,031	  (0,042)	   	   	   0,214	  (0,383)	   	   	   0,067	  (0,079)	   	  

	  
Valor	  p	  s’ha	  obtingut	  amb	  el	  Test	  U	  Mann-‐Whitney	  o	  Kruskal-‐Wallis.	  
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Taula	  18	  (continuació).	  Anàlisi	  d’expressió	  diferenciada	  entre	  els	  miRNAs	  i	   les	  

variables	  clíniques	  i	  radiològiques.	  

	  

	   	   miR-‐199a-‐3p	   	   miR-‐378	   	   miR-‐30a-‐5p	  

	   	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

Topografia	  debut	   0,285	   	   	   0,174	   	   	   0,515	  
	   Nervi	  òptic	   0,031	  (0,032)	   	   	   0,068	  (0,158)	   	   	   0,078	  (0,285)	   	  
	   Tronc	  	  	   0,015	  (0,021)	   	   	   0,038	  (0,084)	   	   	   0,079	  (0,147)	   	  
	   Medul·la	   0,017	  (0,018)	   	   	   0,032	  (0,026)	   	   	   0,032	  (0,054)	   	  
	   Hemisfèric	   0,025	  (0,018)	   	   	   0,069	  (0,024)	   	   	   0,075	  (0,155)	   	  
	   Poliregional	   0,021	  (0,033)	   	   	   0,053	  (0,086)	   	   	   0,193	  (0,349)	   	  

Debut	  Nervi	  òptic	   0,199	   	   	   0,018	   	   	   0,175	  
	   Sí	   0,031	  (0,032)	   	   	   0,068	  (0,158)	   	   	   0,078	  (0,285)	   	  
	   No	  	   0,020	  (0,018)	   	   	   0,032	  (0,032)	   	   	   0,036	  (0,080)	   	  

Debut	  Infratentorial	   0,030	   	   	   0,012	   	   	   0,194	  
	   Sí	   0,016	  (0,018)	   	   	   0,032	  (0,032)	   	   	   0,036	  (0,069)	   	  
	   No	  	   0,025	  (0,030)	   	   	   0,069	  (0,058)	   	   	   0,075	  (0,228)	   	  

TIM	  	  	   0,515	   	   	   0,801	   	   	   0,933	  
	   Sí	   0,024	  (0,021)	   	   	   0,041	  (0,046)	   	   	   0,051	  (0,085)	   	  
	   No	  	   0,013	  (0,024)	   	   	   0,035	  (0,241)	   	   	   0,038	  (0,525)	   	  

C_Barkhof	   0,172	   	   	   0,109	   	   	   0,227	  
	   1-‐2	  	   0,013	  (0,009)	   	   	   0,028	  (0,023)	   	   	   0,029	  (0,054)	   	  
	   3-‐4	   0,025	  (0,024)	   	   	   0,052	  (0,051)	   	   	   0,058	  (0,098)	   	  

Lesions	  T2	   0,778	   	   	   0,409	   	   	   0,672	  
	   <9	   0,024	  (0,023)	   	   	   0,029	  (0,034)	   	   	   0,043	  (0,055)	   	  
	   ≥9	  	   0,022	  (0,028)	   	   	   0,047	  (0,047)	   	   	   0,048	  (0,100)	   	  

Lesions	  infratentorials	   0,850	   	   	   0,634	   	   	   0,634	  
	   Presència	  	   0,023	  (0,019	   	   	   0,037	  (0,042)	   	   	   0,051	  (0,099)	   	  
	   Absència	   0,016	  

(0,044)	  
	   	   0,053	  (0,054)	   	   	   0,038	  (0,230)	   	  

Lesions	  hipointenses	  T1	   0,352	   	   	   0,733	   	   	   0,254	  
	   Presència	  	   0,016	  

(0,022)	  
	   	   0,041	  (0,030)	   	   	   0,024	  (0,106)	   	  

	   Absència	  	   0,023	  
(0,024)	  

	   	   0,035	  (0,058)	   	   	   0,058	  (0,084)	   	  

	  

Valor	  p	  s’ha	  obtingut	  amb	  el	  Test	  U	  Mann-‐Whitney	  o	  Kruskal-‐Wallis.	  
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Taula	  18	  (continuació).	  Anàlisi	  d’expressió	  diferenciada	  entre	  els	  miRNAs	  i	   les	  

variables	  clíniques	  i	  radiològiques.	  

	  
	   	   miR-‐143	   	   miR-‐365	   	   miR-‐19a	  

	   	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

Topografia	  debut	   0,625	   	   	   0,033	   	   	   0,007	  
	   Nervi	  òptic	   0,059	  (0,089)	   	   	   0,030	  (0,028)	   	   	   0,004	  (0,006)	   	  
	   Tronc	  	  	   0,038	  (0,035)	   	   	   0,002	  (0,002)	   	   	   0,001	  (0,001)	   	  
	   Medul·la	   0,029	  (0,026)	   	   	   0,004	  (0,005)	   	   	   0,001	  (0,002)	   	  
	   Hemisfèric	   0,036	  (0,068)	   	   	   0,023	  (0,023)	   	   	   0,009	  (0,006)	   	  
	   Poliregional	   0,043	  (0,024)	   	   	   -‐	   	   	   0,0005	  (0,001)	   	  

Debut	  Nervi	  òptic	   0,219	   	   	   0,024	   	   	   0,022	  
	   Sí	   0,059	  (0,089)	   	   	   0,030	  (0,028)	   	   	   0,004	  (0,006)	   	  
	   No	  	   0,036	  (0,030)	   	   	   0,003	  (0,006)	   	   	   0,001	  (0,002)	   	  

Debut	  Infratentorial	   0,181	   	   	   0,004	   	   	   <0,001	  
	   Sí	   0,035	  (0,029)	   	   	   0,003	  (0,005)	   	   	   0,001	  (0,001)	   	  
	   No	  	   0,036	  (0,090)	   	   	   0,028	  (0,026)	   	   	   0,005	  (0,009)	   	  

TIM	  	  	   0,954	   	   	   0,801	   	   	   0,933	  
	   Sí	   0,036	  (0,033)	   	   	   0,007	  (0,023)	   	   	   0,001	  (0,003)	   	  
	   No	  	   0,025	  (0,095)	   	   	   0,004	  (0,020)	   	   	   0,002	  (0,007)	   	  

C_Barkhof	   0,776	   	   	   0,097	   	   	   0,784	  
	   1-‐2	  	   0,032	  (0,075)	   	   	   0,002	  (0,003)	   	   	   0,001	  (0,005)	   	  
	   3-‐4	   0,036	  (0,034)	   	   	   0,007	  (0,032)	   	   	   0,001	  (0,003)	   	  

Lesions	  T2	   0,806	   	   	   0,708	   	   	   0,636	  
	   <9	   0,042	  (0,051)	   	   	   0,004	  (0,015)	   	   	   0,001	  (0,002)	   	  
	   ≥9	  	   0,034	  (0,035)	   	   	   0,007	  (0,026)	   	   	   0,001	  (0,004)	   	  

Lesions	  infratentorials	   0,173	   	   	   0,446	   	   	   0,129	  
	   Presència	  	   0,053	  (0,106)	   	   	   0,005	  (0,010)	   	   	   0,001	  (0,003)	   	  
	   Absència	   0,035	  (0,037)	   	   	   0,022	  (0,034)	   	   	   0,002	  (0,010)	   	  

Lesions	  hipointenses	  T1	   0,530	   	   	   0,569	   	   	   0,414	  
	   Presència	  	   0,033	  (0,030)	   	   	   0,004	  (0,005)	   	   	   0,001	  (0,003)	   	  
	   Absència	  	   0,036	  (0,036)	   	   	   0,006	  (0,026)	   	   	   0,001	  (0,005)	   	  

	  
Valor	  p	  s’ha	  obtingut	  amb	  el	  Test	  U	  Mann-‐Whitney	  o	  Kruskal-‐Wallis.	  
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Taula	  18	  (continuació).	  Anàlisi	  d’expressió	  diferenciada	  entre	  els	  miRNAs	  i	   les	  

variables	  clíniques	  i	  radiològiques.	  

	  

	   	   miR-‐328	   	   miR-‐106a	  

	   	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  
p	  

	   Mediana	  
(RIQ)	  

valor	  	  
p	  

Topografia	  debut	   0,324	   	   	   0,831	  
	   Nervi	  òptic	   0,010	  (0,017)	   	   	   2,088	  (6,810)	   	  
	   Tronc	  	  	   0,008	  (0,016)	   	   	   1,553	  (2,674)	   	  
	   Medul·la	   0,005	  (0,006)	   	   	   1,262	  (2,589)	   	  
	   Hemisfèric	   0,013	  (0,012)	   	   	   1,474	  (0,493)	   	  
	   Poliregional	   0,005	  (0,008)	   	   	   1,386	  (1,397)	   	  

Debut	  Nervi	  òptic	   0,154	   	   	   0,376	  
	   Sí	   0,010	  (0,017)	   	   	   2,088	  (6,810)	   	  
	   No	  	   0,005	  (0,009)	   	   	   1,292	  (2,461)	   	  

Debut	  Infratentorial	   0,049	   	   	   0,495	  
	   Sí	   0,005	  (0,007)	   	   	   1,262	  (2,531)	   	  
	   No	  	   0,011	  (0,017)	   	   	   1,474	  (2,588)	   	  

TIM	  	  	   0,745	   	   	   0,978	  
	   Sí	   0,008	  (0,010)	   	   	   1,449	  (2,369)	   	  
	   No	  	   0,007	  (0,018)	   	   	   1,292	  (9,686)	   	  

C_Barkhof	   0,557	   	   	   0,109	  
	   1-‐2	  	   0,005	  (0,003)	   	   	   0,979	  (0,693)	   	  
	   3-‐4	   0,009	  (0,011)	   	   	   2,085	  (2,538)	   	  

Lesions	  T2	   0,366	   	   	   0,381	  
	   <9	   0,005	  (0,004)	   	   	   1,157	  (2,683)	   	  
	   ≥9	  	   0,009	  (0,011)	   	   	   1,779	  (2,496)	   	  

Lesions	  infratentorials	   1,000	   	   	   0,716	  
	   Presència	  	   0,008	  (0,011)	   	   	   1,688	  (2,443)	   	  
	   Absència	   0,007	  (0,006)	   	   	   1,424	  (2,441)	   	  

Lesions	  hipointenses	  T1	   0,138	   	   	   0,546	  
	   Presència	  	   0,002	  (0,020)	   	   	   1,558	  (1,538)	   	  
	   Absència	  	   0,008	  (0,006)	   	   	   1,424	  (2,639)	   	  

	  

Valor	  p	  s’ha	  obtingut	  amb	  el	  Test	  U	  Mann-‐Whitney	  o	  Kruskal-‐Wallis.	  
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Aquesta	   tesi	   doctoral	   ha	   permès	   identificar	   un	   perfil	   de	  miRNAs	   en	   el	   LCR	   en	  

pacients	  amb	  esclerosi	  múltiple	  amb	  una	  expressió	  diferenciada	  de	  la	  de	  pacients	  

afectats	  d’altres	  malalties	  neurològiques,	  i	  també	  en	  un	  subgrup	  de	  pacients	  amb	  

esclerosi	  múltiple	  amb	  presència	  de	  bandes	  oligoclonals	  d’IgM	  lípidespecífiques	  

en	   LCR,	   que	   s’ha	   associat	   a	   formes	   clíniques	   més	   severa	   de	   la	   malaltia.	   Els	  

resultats	   d’aquest	   treball	   permeten	   suggerir	   alguns	   miRNAs	   com	   a	   potencials	  

biomarcadors	   de	   diagnòstic	   i	   de	   pronòstic	   de	   la	   malaltia.	   També,	   alguns	   dels	  

miRNAs	   identificats	   s’han	   pogut	   associar	   a	   algunes	   variables	   clíniques	   i	  

radiològiques	  dels	  pacients	  amb	  esclerosi	  múltiple	  en	  fases	  inicials	  de	  la	  malaltia.	  	  

	  
	  

5.1. ELS	  miRNAs	  I	  LA	  LITERATURA	  PRÈVIA	  

	  

Els	   miRNAs	   són	   un	   tipus	   de	   molècules	   de	   RNA	   no	   codificant	   d’una	   longitud	  

d’entre	   19	   i	   24	   parells	   de	   bases,	   altament	   estables	   i	   filogenèticament	   ben	  

conservats,	  que	  s’han	  identificat	  en	  diferents	  éssers	  vius	  incloent	  els	  mamífers	  i	  

els	  ésser	  humans,	  i	  que	  intervenen	  en	  la	  regulació	  posttranscripcional	  de	  fins	  un	  

60%	  dels	  gens	  que	  codifiquen	  per	  proteïnes.	  La	  funció	  dels	  miRNAs	  està	  inclosa	  

dins	   els	   sistemes	   de	   regulació	   epigenètica	   de	   l’expressió	   dels	   gens	   juntament	  

amb	   la	   metilació	   del	   DNA	   i	   la	   modificació	   de	   les	   histones	   (Koch	   et	   al.	  2013).	  

Tenen	  un	  paper	  primordial	  en	  processos	  cel·lulars	  i	  de	  desenvolupament	  (Bartel	  

2004).	  Des	  que	  es	  va	  descobrir	  el	  primer	  miRNA	  al	  1993	  en	  el	  C.elegans	  (Lee	  et	  

al.	  1993),	  se	  n’han	  descrit	  fins	  a	  l’actualitat	  més	  de	  23.000	  dels	  quals	  2.578	  són	  

en	  humans	  (www.mirbase.org).	  Aquestes	  molècules	  han	  despertat	  l’interès	  de	  la	  

comunitat	   científica	   i	   han	   començat	   a	   ésser	   estudiats	   de	   forma	  molt	   extensa	   i	  

s’han	   implicat	   progressivament	   de	   forma	   important	   en	   diferents	   processos	  

oncològics,	   inflamatoris	   i	   neurodegeneratius	   i,	   en	   diferents	   malalties	  

oncològiques,	  cardiovasculars,	  autoimmunitàries,	  psiquiàtriques	  i	  neurològiques	  

(Esteller	  2011;	  Maciotta	  et	  al.	  2013).	  
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Els	  miRNAs	   tenen	  un	  potencial	  paper	   com	  a	  biomarcadors	  per	  ésser	  usats	   a	   la	  

clínica	   degut	   a	   la	   seva	   alta	   estabilitat	   i	   la	   seva	   possible	   detecció	   en	   diferents	  

fluids	  i	  teixits.	  Els	  diversos	  treballs	  realitzats	  fins	  a	  l’actualitat	  situen	  els	  miRNAs	  

com	  a	  possibles	  biomarcadors	  de	  diagnòstic,	  pronòstic,	  monitorització	  i	  evolució	  

de	   les	  patologies	   i	   de	   resposta	   terapèutica	   (Forshew	  et	  al.	  2012;	  Murtaza	  et	  al.	  

2013),	   tot	   i	  que	  actualment	  podríem	  dir	  que	  estem	  a	   l’inici	  d’entendre	  el	  paper	  

que	  els	  miRNAs	  tenen	  tant	  a	  nivell	   fisiològic	  com	  patogènic.	  També	  es	  postulen	  

com	   a	   possibles	   dianes	   terapèutiques	   en	   algunes	   malalties.	   En	   patologia	  

oncològica	  ja	  s’utilitza	  algun	  miRNA	  de	  forma	  quasi	  rutinària	  com	  a	  biomarcador	  

diagnòstic	  i	  pronòstic	  (Suzuki	  et	  al.	  2013;	  Gounaris-‐Shannon	  i	  Chevassut	  2013).	  

Els	  darrers	  anys	   s’han	  estudiat	   els	  miRNAs	  en	  diferents	  malalties	  de	  patogènia	  

bàsicament	   neurodegenerativa	   com	   la	   malaltia	   d’Alzheimer,	   demència	   fronto-‐

temporal,	  la	  malaltia	  de	  Parkinson,	  l’esclerosi	  lateral	  amiotròfica	  i	  la	  malaltia	  de	  

Huntington	  (Maciotta	  et	  al.	  2013;	  Sheinerman	  i	  Umansky	  2013),	  tant	  en	  diferents	  

models	   animals	   i	   cultius	   cel·lulars,	   com	   en	  mostres	   biològiques	   (sang,	   plasma,	  

cèl·lules,	  LCR	   i	   teixit	  neurològic)	  de	  pacients	  afectats.	  També	  s’ha	  estudiat,	   i	  de	  

forma	  extensa	   en	   els	  darrers	  5	   anys,	   el	   rol	   dels	  miRNAs	  en	   l’esclerosi	  múltiple	  

com	   a	   malaltia	   de	   base	   autoimmunitària	   i	   neurodegenerativa	   (Otaegui	   et	   al.	  

2009;	  Du	  et	  al.	  2009;	  Junker	  et	  al.	  2009;	  Keller	  et	  al.	  2009;	  Lindberg	  et	  al.	  2010;	  

Cox	  et	  al.	  2010;	  De	  Santis	  et	  al.	  2010;	  Waschbisch	  et	  al.	  2011;	  Guerau-‐de-‐Arellano	  

et	  al.	  2011;	  Fenoglio	  et	  al.	  2011;	  Paraboschi	  et	  al.	  2011;	  Sievers	  et	  al.	  2012;	  Siegel	  

et	  al.	   2012;	  Haghikia	   et	  al.	   2012;	   Lorenzi	   et	  al.	   2012;	  Martinelli-‐Boneschi	   et	  al.	  

2012;	  Gandhi	  et	  al.	   2013;	  Hecker	  et	  al.	   2013;	  Fenoglio	  et	  al.	   2013;	   Jernås	  et	  al.	  

2013;	  Yang	  et	  al.	  2013;	  Søndergaard	  et	  al.	  2013;	  Meira	  et	  al.	  2014).	  Els	  resultats	  

d’aquests	   treballs	   suggereixen	  que	  els	  miRNAs	   tenen	  un	  paper	   important	  en	   la	  

patogènia	   de	   la	  malaltia	   i	   que	  potencialment	   en	   el	   futur	   podrien	   considerar-‐se	  

com	  a	  biomarcadors	  de	  diagnòstic,	  pronòstic,	  monitoratge,	  resposta	  terapèutica	  

i,	  fins	  i	  tot,	  com	  a	  futures	  dianes	  terapèutiques.	  	  

En	  el	  treball	  realitzat	  en	  aquesta	  tesi	  s’han	  identificat	  i	  validat	  diferents	  miRNAs	  

en	  LCR	  relacionats	  amb	  l’EM,	  alguns	  dels	  quals	  no	  s’havien	  associat	  prèviament	  a	  

la	   malaltia.	   Un	   d’ells	   (miR-‐106a)	   es	   proposa	   com	   a	   potencial	   biomarcador	   de	  

diagnòstic	   d’EM	   i	   cinc	   (miR-‐203,	   miR-‐520c-‐3p,	   miR-‐155,	   miR-‐142-‐3p	   i	   miR-‐
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106a)	   com	   a	   potencials	   biomarcadors	   de	   formes	   agressives	   de	   la	  malaltia	   per	  

haver-‐se	  trobat	  expressats	  de	  forma	  diferenciada	  en	  pacients	  amb	  presència	  de	  

bandes	   oligoclonals	   d’IgM	   lípidespecífiques.	   Alguns	   d’ells	   s’han	   descrit	  

prèviament	   en	   pacients	   o	   lesions	   d’EM	   o	   relacionats	   amb	   diferents	   processos	  

inflamatoris,	  tal	  com	  es	  discutirà	  més	  endavant.	  

En	   els	   diferents	   treballs	   realitzats	   tant	   en	   EM	   com	   en	   d’altres	   malalties,	   els	  

resultats	  dels	  miRNAs	  desregulats	  en	  diferents	  mostres	  biològiques	  de	  pacients	  

comparats	   amb	   controls	   no	   són	   homogenis	   i,	   en	   alguns	   casos,	   fins	   i	   tot	  

contradictoris.	  Això	  és	  degut	  a	   la	   influència	  de	  diferents	  variables	   relacionades	  

amb	   els	   tipus	   de	   mostres	   biològiques	   analitzades	   (sang,	   sèrum,	   LCR,	   cèl·lules,	  

teixit,	  etc.),	  els	  fenotips	  de	  pacients	  analitzats,	  les	  fases	  de	  la	  malaltia	  en	  què	  els	  

pacients	   es	   poden	   trobar,	   els	   tractaments	   rebuts	   pels	   pacients,	   la	   tècnica	  	  

utilitzada	   en	   l’anàlisi	   de	   les	   mostres	   i	   la	   metodologia	   utilitzada	   en	   l’anàlisi	   de	  

resultats.	   Totes	   aquestes	   variables	   poden	   influenciar	   en	   els	   resultats	   obtinguts	  

en	  una	  cohort	  de	  pacients	  determinada.	  Per	  intentar	  homogeneïtzar	  els	  mètodes	  

tècnics,	   diferents	   autors	   estan	   fent	   propostes	   per	   intentar	   estandarditzar	   la	  

metodologia	  i	   l’anàlisi	  de	  miRNAs	  en	  diferents	  mostres	  biològiques	  (Machida	  et	  

al.	  2013;	  Sheinerman	  i	  Umansky	  2013).	  

Actualment	   només	   s’ha	   publicat	   un	   treball	   en	   EM	   on	   s’investiga	   el	   paper	   dels	  

miRNAs	  en	  LCR	  (Haghikia	  et	  al.	  2012).	  Aquests	  autors	  identifiquen	  els	  miR-‐922,	  

miR-‐181c	   i	   miR-‐633	   com	   a	   desregulats	   en	   pacients	   amb	   EM	   comparats	   amb	  

controls	  afectats	  d’altres	  malalties	  neurològiques.	  En	  el	  treball	  d’aquesta	  tesi	  no	  

s’han	  detectat	  expressió	  d’aquests	  miRNAs	  ni	  en	  pacients	  del	  grup	  “EM”	  ni	  en	  els	  

subjectes	  del	  grup	   “Control”	   afectats	  d’altres	  malalties	  neurològiques.	  Aquestes	  

discrepàncies	  poden	  ser	  degudes	  a	  la	  diferent	  metodologia	  utilitzada	  en	  els	  dos	  

estudis,	  al	   tipus	  de	  mostres	  utilitzades	  per	   l’anàlisi	  (en	  el	  treball	  de	  Haghikia	  et	  

al.	  (2012)	  van	  utilitzar	  mostres	  combinades	  de	  LCR	  de	  diferents	  pacients,	  mentre	  

que	   en	   aquest	   treball	   de	   tesi	   doctoral	   es	   va	   analitzar	   cada	   mostra	   de	   forma	  

independent),	  als	  diferents	  tipus	  de	  pacients	  analitzats	  (en	  el	  treball	  de	  Haghikia	  

et	  al.	  (2012)	  es	  van	  analitzar	  pacients	  amb	  EMRR,	  EMSP	  i	  EMPP	  amb	  una	  duració	  

de	  la	  malaltia	  d’entre	  1	  a	  34	  anys;	  mentre	  que	  en	  aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral	  

tots	  els	  pacients	  foren	  estudiats	  en	  els	  estadis	  inicials	  d’EMRR	  o	  en	  una	  SCA	  amb	  
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criteris	   de	   disseminació	   en	   espai	   per	   RM	   que	   no	   havien	   rebut	   tractament	  

immunomodulador	  prèviament	  a	  l’anàlisi).	  

De	   fet,	   el	   treball	   realitzat	   en	   aquesta	   tesi,	   comparat	   amb	   d’altres	   treballs	  

publicats,	  té	  la	  característica	  d’analitzar	  l’expressió	  de	  miRNAs	  en	  pacients	  amb	  

EM	  en	  mostres	  de	  LCR	  obtingudes	  en	  les	  fases	  inicials	  de	  la	  malaltia	  (durant	  els	  

primers	   3	   anys	   després	   del	   debut)	   sense	   que	   haguessin	   rebut	   prèviament	  

tractament	  immunomodulador.	  	  

L’anàlisi	   de	  miRNAs	   en	   EM	   en	  mostres	   de	   LCR	   de	   qualitat	   no	   és	   comú	   per	   la	  

dificultat	  d’obtenir-‐les	  i	  de	  processar-‐les	  adequadament	  (Freedman	  et	  al.	  2005).	  

Tal	   com	   s’ha	   dit	   anteriorment,	   hi	   ha	   una	   gran	   quantitat	   de	  miRNAs	   que	   s’han	  

identificat	   en	   humans	   i	   varis	   d’ells	   en	   mostres	   biològiques	   de	   sang,	   plasma	   i	  

cèl·lules	  mononucleades	  de	  pacients	   amb	  EM.	  No	  obstant	   això,	   degut	   a	   la	  poca	  

experiència	  que	  existeix	  en	  l’estudi	  d’aquestes	  molècules	  en	  LCR	  de	  pacients	  amb	  

EM,	   el	   disposar	  de	  dades	   sobre	  quins	  miRNAs	   s’expressen	   en	   el	   LCR	  d’aquests	  

pacients	   és	   important	   per	   tal	   de	   focalitzar	   les	   tècniques	   d’anàlisi	   en	   alguns	  

miRNAs	  específics	   i	   d’aquesta	  manera	   reduir	   el	   temps	  d’anàlisi	   i	   els	   costos.	   En	  

aquest	  treball	  s’han	  pogut	  identificar	  61	  miRNAs	  en	  el	  LCR	  dels	  pacients	  amb	  uns	  

nivells	  d’expressió	  acceptables.	  	  

	  
	  

5.2. MOSTRES	  ESTUDIADES	  

	  

Aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral	  s’ha	  pogut	  dur	  a	  terme	  gràcies	  a	  la	  creació,	  des	  de	  

la	  Unitat	  de	  Neuroimmunologia	  i	  Esclerosi	  múltiple,	  d’una	  col·lecció	  de	  mostres	  

biològiques	   de	   pacients	   amb	   sospita	   o	   diagnòstic	   d’EM	   i	   d’altres	   malalties	  

neurològiques.	  Les	  col·leccions	  de	  mostres	  biològiques	   i	  els	  biobancs	  permeten	  

realitzar	   estudis	   d’investigació	   clínica	   en	   factors	   bioquímics	   i	   moleculars	   en	  

vàries	  malalties	  amb	  garanties	  de	  qualitat	  de	  les	  mostres.	  
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La	   col·lecció	   de	   què	   disposem	   consta	   actualment	   de	   prop	   de	   1.000	   mostres	  

biològiques	   entre	   plasma,	   sèrum,	   cèl·lules	  mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   i	  

LCR	  corresponents	  a	  més	  de	  200	  pacients	  diferents,	  i	  és	  la	  base	  per	  haver	  pogut	  

fer	  aquest	  i	  d’altres	  treballs	  que	  actualment	  s’estan	  duent	  a	  terme	  i	  de	  nous	  que	  

es	   realitzaran	   en	   un	   futur.	   Aquesta	   col·lecció	   de	   mostres	   i	   el	   projecte	   que	  

constitueix	   aquesta	   tesi	   doctoral	   estan	   aprovats	   pel	   CEIC	   de	   l’Hospital	  

Universitari	   Dr.	   Josep	   Trueta	   de	   Girona	   i	   segueixen	   la	   normativa	   vigent	  

requerida.	   La	   col·lecció	   de	   mostres	   forma	   part	   del	   Biobanc	   de	   l’Institut	  

d’Investigació	  Biomèdica	  de	  Girona.	  Per	  poder	  dur	  a	  terme	  investigació	  clínica	  en	  

factors	   bioquímics	   i	   genètics	   de	  diferents	  malalties,	   és	   imprescindible	  disposar	  

de	  mostres	  biològiques	  de	  qualitat	  i	  de	  dades	  clíniques	  fiables	  i	  prospectives.	  La	  

Unitat	   de	   Neuroimmunologia	   i	   Esclerosi	   Múltiple	   del	   Servei	   de	   Neurologia	   de	  

l’Hospital	  Universitari	  Dr.	  Josep	  Trueta	  disposa	  d’aquestes	  dues	  característiques.	  	  

El	  treball	  presentat	  en	  aquesta	  tesi	  es	  basa	  en	  l’anàlisi	  de	  les	  mostres	  de	  LCR	  de	  

pacients	  amb	  EM	  i	  altres	  malalties	  neurològiques	  que	  per	  motius	  diagnòstics	  van	  

requerir	  de	  la	  realització	  d’una	  punció	  lumbar	  i	  d’un	  anàlisi	  de	  LCR.	  El	  fet	  d’haver	  

realitzat	   el	   treball	   en	   LCR	   el	   fa	   especialment	   important	   ja	   que	   sovint	   no	   es	  

disposa	  d’aquest	   tipus	  de	  mostres	  per	  desenvolupar	   recerca	  bàsica	   i	   clínica	   en	  

vàries	  malalties	  neurodegeneratives.	  

Les	   mostres	   obtingudes	   i	   analitzades	   en	   aquest	   treball	   de	   tesi	   doctoral	   van	  

provenir	  de	  pacients	  que	   foren	  diagnosticats	  d’EMRR	  o	  de	  SCA	  amb	  criteris	  de	  

disseminació	   en	   espai	   per	  RM	   i	   d’altres	   pacients	   afectats	   de	   diverses	  malalties	  

neurològiques	   que	   van	   formar	   part	   del	   grup	   “Control”.	   Cal	   dir	   que	   obtenir	  

mostres	  de	  LCR	  de	  subjectes	  sans	  és	  extremadament	  difícil	  i	  complex	  i,	  segons	  el	  

nostre	  coneixement,	  no	  existeix	  avui	  en	  dia	  cap	  col·lecció	  de	  mostres	  biològiques	  

de	   LCR	   de	   subjectes	   completament	   sans.	   El	   grup	   “Control”	   utilitzat	   en	   aquest	  

treball	  estava	  format	  per	  pacients	  que	  per	  motius	  diagnòstics	  van	  requerir	  d’una	  

punció	   lumbar	   per	   fer	   un	   anàlisi	   del	   seu	   LCR.	   Van	   consistir	   en	   pacients	   amb	  

malalties	   de	   diferent	   patogènia	   (cefalea,	   hipertensió	   endocranial	   benigne,	  

síndrome	   conversiva,	   processos	   d’origen	   isquèmic,	   mielopatia	   i	   neuropatia	  

òptica	  idiopàtiques,	  encefalopatia	  de	  causa	  post-‐infecciosa	  o	  de	  causa	  no	  filiada	  i	  

d’altres).	   Per	   a	   l’anàlisi	   inicial	   dels	  miRNAs	   es	   van	   utilitzar	   subjectes	   del	   grup	  
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“Control”	  amb	  un	  perfil	  patogènic	  de	  malaltia	  menys	  inflamatori-‐infecciós,	  i	  per	  a	  

l’anàlisi	  posterior	  de	  validació,	  tots	  els	  subjectes	  del	  grup.	  

	  
	  

5.3. ESTUDI	  D’IDENTIFICACIÓ	  DE	  miRNAs	  CANDIDATS	  

	  

Els	  objectius	  principals	  d’aquesta	   tesi	  van	  ser,	  d’una	  banda,	   intentar	   identificar	  

un	  perfil	  de	  miRNAs	  específic	  que	  ens	  permetés	  diferenciar	  els	  pacients	  afectats	  

d’EM	   dels	   afectats	   d’altres	   malalties	   neurològiques	   del	   SNC	   (identificació	   de	  

miRNAs	  com	  a	  biomarcadors	  de	  diagnòstic)	   i,	  d’altra	  banda,	   intentar	   identificar	  

un	   perfil	   de	   miRNAs	   específic	   per	   un	   subgrup	   de	   pacients	   amb	   EM	   amb	   una	  

forma	   clínica	   més	   severa	   de	   la	   malaltia	   associada	   a	   la	   presència	   de	   bandes	  

oligoclonals	   d’IgM	   lípidespecífiques	   en	   LCR	   (identificació	   de	   miRNAs	   com	   a	  

biomarcadors	  de	  pronòstic).	  	  

Per	   realitzar	   l’anàlisi	   que	   permetés	   acomplir	   els	   dos	   objectius	   principals	  

plantejats	   en	   aquesta	   tesi,	   es	   va	   estudiar	   l’expressió	  de	  miRNAs	   inicialment	   en	  

una	   cohort	   amb	   pocs	   subjectes	   i	   posteriorment	   es	   va	   realitzar	   un	   estudi	   de	  

validació	  dels	  miRNAs	  candidats	  en	  una	  segona	  cohort	  amb	  més	  subjectes.	  

L’anàlisi	   inicial	  de	  miRNAs	  en	  la	  cohort	  d’identificació	  va	  permetre	  identificar	  5	  

miRNAs	   (miR-‐203,	   miR-‐21,	   miR-‐140,	   miR-‐126,	   miR-‐520c-‐3p)	   amb	   expressió	  

diferenciada	  estadísticament	  significativa	  entre	  pacients	  EM	  i	  subjectes	  del	  grup	  

“Control”,	   i	   el	   miR-‐365	   entre	   pacients	   amb	   presència	   o	   absència	   de	   bandes	  

oligoclonals	   d’IgM	   lípidespecífiques.	   Posteriorment,	   a	   l’estudi	   de	   validació	   amb	  

61	   individus	   es	   van	   analitzar	   els	   miRNAs	   que	   havien	   tingut	   una	   expressió	  

diferenciada	   amb	   una	   significació	   p<0,2	   i	   altres	   miRNAs	   que	   a	   la	   literatura	  

prèviament	  s’havien	  implicat	  en	  EM	  o	  inflamació	  (miR-‐155,	  miR-‐146a,	  miR-‐142-‐

3p	   i	   miR-‐106a).	   D’aquesta	   anàlisi	   de	   validació	   es	   va	   obtenir	   que	   el	   miR-‐106a	  

tenia	  una	  expressió	  estadísticament	  significativa	  diferent	  entre	  pacients	  del	  grup	  

“EM”	   i	   subjectes	  del	   grup	   “Control”,	   i	   per	   tant	  podria	   ser	  un	  bon	  marcador	  pel	  
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diagnòstic	   d’EM.	   Per	   altra	   banda,	   els	  miRNA-‐203,	  miR-‐520c-‐3p,	  miR-‐155,	  miR-‐

142-‐3p	   i	   també	   el	   miR-‐106a	   van	   mostrar	   una	   expressió	   estadísticament	  

significativa	  diferent	  entre	  pacients	  amb	  EM	  i	  BOCM_LE	  positives	  i	  pacients	  amb	  

EM	   i	   BOCM_LE	   negatives,	   i	   van	   indicar,	   per	   tant,	   el	   seu	   potencial	   com	   a	  

biomarcadors	  de	  pronòstic.	  	  	  

L’EM	   és	   una	   malaltia	   patogènicament	   i	   clínicament	   molt	   heterogènia,	   amb	  

diverses	   i	   diferents	   formes	   de	   presentació	   clínica,	   fenotips	   clínics,	   graus	  

d’activitat	   inflamatòria,	   graus	   de	   progressió	   clínica,	   símptomes	   tant	   físics	   com	  

cognitius	   i	   tipus	   de	   resposta	   terapèutica	   als	   fàrmacs	   actualment	   utilitzats	  

(Sospedra	   i	   Martin	   2005;	   Compston	   et	   al.	   2005;	   Compston	   i	   Coles	   2008;	  

Fernández	  et	  al.	  2011).	  En	  el	  moment	  del	  diagnòstic	  és	  molt	  difícil	  preveure	  com	  

evolucionarà	   cada	   pacient	   de	   forma	   individual	   i	   com	   respondrà	   als	   diferents	  

tractament	   disponibles.	   Avui	   en	   dia	   no	   disposem	   de	   bons	   biomarcadors	  

pronòstics	   de	   la	   malaltia.	   El	   biomarcador	   que	   actualment	   ofereix	   una	   millor	  

informació	  pronòstica,	  al	  menys	  a	  curt	  i	  mitjà	  termini,	  és	  la	  RM	  tot	  i	  que	  té	  més	  

valor	  en	  la	  fase	  inflamatòria	  de	  la	  malaltia	  i	  menys	  en	  la	  fase	  progressiva.	  

Un	  nou	  biomarcador	  que	  en	  els	  darrers	  anys	  s’està	  posicionant	  com	  a	  pronòstic	  

de	   mala	   evolució	   clínica	   i	   radiològica	   de	   l’EM	   és	   la	   presència	   de	   bandes	  

oligoclonals	  d’IgM	  lípidespecífiques	  en	  el	  LCR	  dels	  pacients.	  El	  40%	  dels	  pacients	  

amb	   EM	   tenen	   BOCM	   i,	   	   d’aquestes,	   el	   80%	   són	   lípidespecífiques	   (Villar	   et	   al.	  

2002a;	  Villar	  et	  al.	   2005;	   Jongen	  et	  al.	   2007;	  Villar	  et	  al.	   2009b).	   Les	  BOCM_LE	  

s’han	  associat	  en	  diferents	  treballs	  a	  una	  mala	  evolució	  clínica	  d’EM	  a	  mig	  terme	  

(Villar	   et	   al.	   2003;	   Villar	   et	   al.	   2005;	   Thangarajh	   et	   al.	   2008)	   i	   	   a	   una	   mala	  

evolució	  tant	  clínica	  com	  radiològica	  dels	  SCA	  a	  mitjà	  termini	  (Villar	  et	  al.	  2002b;	  

Boscá	   et	   al.	   2010;	   Magraner	   et	   al.	   2012).	   Cal	   remarcar	   que	   la	   presència	   de	  

BOCM_LE	  en	  LCR	  permeten	  diferenciar	  un	  subgrup	  de	  pacients	  que	  tindran	  una	  

pitjor	  evolució	  de	  la	  malaltia	  a	  mig-‐llarg	  terme,	  ja	  que	  a	  nivell	  basal	  els	  autors	  no	  

han	  pogut	  apreciar	  diferències	  clíniques	  ni	  radiològiques	  entre	  els	  pacients	  amb	  

presència	  o	  absència	  de	  BOCM_LE,	  tal	  i	  com	  passa	  amb	  la	  nostra	  cohort	  d’estudi.	  

En	  el	  treball	  d’aquesta	  tesi	  s’ha	  utilitzat	  la	  presència	  o	  absència	  de	  BOCM_LE	  en	  

LCR	  per	  dividir	  els	  pacients	  amb	  EM	  en	  dos	  grups	  i	  s’ha	  realitzat	  una	  anàlisi	  de	  
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miRNAs	  en	  LCR	  per	   identificar	  els	  que	   tenien	  una	  expressió	  diferenciada	  entre	  

els	   dos	   grups.	   Els	   pacients	   amb	   EM	   analitzats	   no	   van	   presentar	   diferències	  

estadísticament	  significatives	  en	  variables	  demogràfiques,	  clíniques	  i	  de	  RM	  en	  el	  

moment	   basal	   ni	   clíniques	   en	   el	   seguiment	   a	   12	   mesos	   (nombre	   de	   brots,	  

discapacitat,	   necessitat	   i	   temps	   de	   tractament	   immunomodulador).	   Aquestes	  

troballes	   estan	   en	   consonància	   amb	   les	   dades	   prèvia	   esmentades	   sobre	   el	  

comportament	  dels	  pacients	  amb	  BOCM_LE	  a	  nivell	  basal	  i	  amb	  seguiment	  a	  curt	  

terme.	  Possiblement	  amb	  un	  seguiment	  més	  llarg	  dels	  nostres	  pacients	  podríem	  

trobar	   diferències	   clíniques	   i	   radiològiques	   diferents	   segons	   la	   presència	   o	  

absència	  de	  BCOM_LE.	  	  

L’estudi	  de	  miRNAs	  en	  els	  pacients	  amb	  EM	  va	  poder	  identificar-‐ne	  alguns	  amb	  

una	  expressió	   estadísticament	  diferent	  depenent	  de	   la	  presència	  o	   absència	  de	  

BOCM_LE	  en	  LCR	  (miR-‐203,	  miR-‐520c-‐3p,	  miR-‐155,	  miR-‐142-‐3p,	  miR-‐106a).	  És	  

la	  primera	  vegada	  que	  es	  descriu	  a	  la	  literatura	  un	  patró	  de	  miRNAs	  específic	  en	  

LCR	  de	  pacients	  en	  fases	  inicials	  de	  formes	  remitent-‐recurrent	  d’EM	  segons	  una	  

variable	  d’evolució	  pronòstica	  com	  és	   la	  presència	  o	  absència	  de	  BOCM_LE.	  Els	  

diferents	  estudis	  de	  miRNAs	  publicats	  fins	  a	  l’actualitat	  en	  EM	  s’han	  realitzat	  en	  

diferents	   formes	   de	   la	   malaltia	   i	   amb	   diferents	   temps	   d’evolució	   però	   en	   cap	  

d’ells	   s’ha	   centrat	   l’estudi	   en	   les	   fases	   inicials	   de	   la	   malaltia.	   La	   gran	   majoria	  

d’aquests	  treballs	  tampoc	  han	  estudiat	  específicament	  l’associació	  de	  l’expressió	  

dels	  miRNAs	  amb	  variables	  de	  mal	  pronòstic	  molecular	  o	  radiològic.	  En	  el	  treball	  

de	  Søndergaard	  et	  al.	  (2013)	  s’adreça	  parcialment	  aquest	  aspecte	  però	  no	  troba	  

associació	  entre	  l’expressió	  dels	  miR-‐let-‐7d	  i	  miR-‐145,	  i	  les	  lesions	  realçades	  amb	  

gadolini.	   En	   alguns	   estudis	   no	   s’ha	   controlat	   específicament	   el	   tractament	  

immunomodulador	   dels	   pacients	   i	   en	   altres	   s’ha	   analitzat	   la	   variació	   de	  

l’expressió	   de	   diferents	   miRNAs	   com	   a	   resposta	   a	   diferents	   tractament	  

immunomoduladors	   (interferóβ,	   acetat	   de	   glatiràmer	   o	   natalizumab)	  

(Waschbisch	   et	   al.	   2011;	   Sievers	   et	   al.	   2012;	   Hecker	   et	   al.	   2013;	   Meira	   et	   al.	  

2014).	   En	   aquest	   treball	   de	   tesi	   tots	   els	   pacients	   estaven	   lliures	   de	   tractament	  

immunomodulador	   per	   tal	   d’evitar	   la	   interferència	   del	   mateix	   en	   els	   resultats	  

d’expressió	  dels	  miRNAs.	  
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5.4. CAPACITAT	  DE	  DISCRIMINACIÓ	  DELS	  miRNAs	  	  

	  

Amb	  els	  resultats	  obtinguts	  de	   l’anàlisi	  de	   les	  dades	  del	   treball,	   finalment	  es	  va	  

voler	   estudiar,	   mitjançant	   una	   anàlisi	   ROC,	   si	   els	   miRNAs	   candidats	   tenien	  

capacitat	  per	  discriminar	  entre	  els	  diferents	  grups	  de	  subjectes	  estudiats.	  Es	  va	  

veure	   que	   el	   miR-‐106	   mostrava	   un	   acceptable	   poder	   de	   discriminació	   entre	  

pacients	  del	  grup	  “EM”	  i	  els	  subjectes	  del	  grup	  “Control”,	  confirmant	  així	  la	  seva	  

potencial	  utilitat	  com	  a	  biomarcador	  de	  diagnòstic	  en	  EM.	  	  

Els	   miR-‐203,	   miR-‐520c-‐3p,	   miR-‐155,	   miR-‐142-‐3p	   i	   miR-‐106a	   mostraven	   una	  

bona	   capacitat	   de	   discriminació	   entre	   els	   pacients	   amb	   BOCM_LE	   positives	   i	  

negatives,	   de	   manera	   que	   potencialment	   permetrien	   discriminar	   entre	   els	  

pacients	  amb	  millor	  i	  pitjor	  pronòstic	  evolutiu.	  	  	  	  

	  
	  

5.5. DESCRIPCIÓ	  DELS	  miRNAs	  DESTACATS	  PRÈVIAMENT	  

RELACIONATS	  AMB	  L’EM	  (miR-‐155	  i	  miR-‐142-‐3p)	  

	  

Diferents	  autors	  han	  observat	  sobre-‐expressió	  del	  miR-‐155	  i	  miR-‐142-‐3p	  en	  EM	  

o	  relacionats	  amb	  desregulació	  dels	  sistema	  immunitari.	  

El	  miR-‐155	  és	  un	  dels	  primers	  miRNAs	  associats	  a	  la	  inflamació	  degut	  a	  la	  seva	  

important	  sobre-‐expressió	  en	  múltiples	  línies	  cel·lulars	  associades	  al	  lligand	  del	  

receptor	  toll-‐like,	   citocines	  proinflamatòries	   i	  antígens	  específics	  (Thamilarasan	  

et	  al.	  2012).	  També	  ha	  estat	  associat	  en	  múltiples	   treballs	  a	   l’EM	  tant	  en	  sang	   i	  

plasma	  de	  pacients	  (Paraboschi	  et	  al.	  2011;	  Waschbisch	  et	  al.	  2011;	  Siegel	  et	  al.	  

2012;	  Zhang	  et	  al.	  2014)	  com	  en	  lesions	  actives	  d’EM	  (Junker	  et	  al.	  2009)	  i	  també	  

en	  el	  model	  animal	  d’encefalomielitis	  al·lèrgica	  experimental	  (Zhang	  et	  al.	  2014)	  

on	  els	  ratolins	  sense	  miR-‐155	  presentaven	  un	  curs	  més	  lent	  i	  menys	  sever	  de	  la	  

malaltia	   amb	   menys	   fenòmens	   inflamatoris	   en	   el	   SNC	   (Murugaiyan	   i	   Beynon	  
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2011).	  No	  obstant	  això,	  també	  altres	  treballs	  que	  han	  investigat	  específicament	  el	  

paper	  d’aquest	  miRNA	  en	  EM	  no	  han	  trobat	  diferències	  entre	  pacients	  i	  controls	  

(Fenoglio	   et	   al.	   2011).	   S’ha	   vist	   que	   l’expressió	   de	   miR-‐155	   està	   regulada	   per	  

STAT3	  en	  cèl·lules	  Th17,	  que	  és	  una	  via	   inflamatòria	   implicada	  en	   la	  patogènia	  

de	  l’EM	  (Escobar	  et	  al.	  2013).	  

L’expressió	   de	  miR-‐142-‐3p	   està	   relacionada	   amb	   el	   correcte	   desenvolupament	  

de	  les	  cèl·lules	  hematopoètiques	  (Sun	  et	  al.	  2010),	  i	  la	  seva	  expressió	  en	  teixits	  es	  

considera	  un	  marcador	  d’inflamació	  tant	  aguda	  com	  crònica	  (Joyce	  et	  al.	  2011).	  

La	   sobreexpressió	   de	   miR-‐142-‐3p	   s’ha	   associat	   també	   a	   la	   tolerància	  

immunitària	   ja	   que	   s’ha	   trobat	   inhibida	   per	   FOXP3,	   fet	   que	   produeix	   un	  

increment	  d’AMP	  cíclic	  i	  una	  supressió	  de	  la	  funció	  de	  les	  cèl·lules	  T	  reguladores	  

(Huang	  et	  al.	   2009).	  La	   sobreexpressió	  d’aquest	  miRNA	  s’ha	   trobat	  associada	  a	  

obesitat	   infantil	   i	   adulta,	   com	   a	   model	   d’inflamació	   crònica	   (Prats-‐Puig	   et	   al.	  

2013;	   Ortega	   et	   al.	   2013)	   En	   EM	   s’ha	   vist	   sobreexpressat	   en	   cèl·lules	  

mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   en	   pacients	   amb	   EM	   i	   també	   normalitzada	  

després	  de	  tractament	  amb	  acetat	  de	  glatiràmer	  (Waschbisch	  et	  al.	  2011).	  

En	  aquest	  treball	  s’ha	  trobat	  sobre-‐expressió	  d’aquests	  dos	  miRNAs	  en	  pacients	  

amb	   EM	   però	   sobretot	   en	   pacients	   amb	   BOCM_LE	   positives	   en	   LCR,	   que	   són	  

pacients	  que	  s’han	  associat	  a	  una	   forma	  més	  agressiva	  de	   la	  malaltia.	  Aquestes	  

troballes	  reforcen	  les	  dades	  de	  la	  participació	  d’aquests	  miRNAs	  en	  EM	  i	  en	  vies	  

proinflamatòries.	  	  
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5.6. DESCRIPCIÓ	  DELS	  miRNAs	  DESTACATS	  NO	  PRÈVIAMENT	  

RELACIONATS	  AMB	  L’EM	  (miR-‐203,	  miR-‐520c-‐3p	  i	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

miR-‐106a)	  

	  

Els	  miR-‐203,	  miR-‐520c-‐3p	   i	  miR-‐106a	   no	   s’han	   vist	   implicats	   prèviament	   amb	  

EM	   però	   si	   amb	   diferents	   vies	   proinflamatòries	   i	   en	   malalties	   de	   patogènia	  

immunològica.	  

El	  miR-‐203	  s’ha	  vist	  sobreexpressat	  en	  psoriasis	   i	  artritis	  reumatoide,	  malalties	  

amb	  alt	   component	   inflamatori	   com	  en	   l’EM	   (Hoffmann	  et	  al.	   2007).	  En	  aquest	  

treball	   s’ha	   trobat	   sobreexpressió	   en	   pacients	   amb	   EM	  més	   alta	   severitat	   com	  

són	  els	  que	  presenten	  BOCM_LE	  positives.	  Una	  de	   les	  dianes	  del	  miR-‐203	  és	  el	  

supressor	  de	  senyalització	  de	  citocines	  3	  (SOCS3)	  que	  és	  un	  regulador	  negatiu	  de	  

la	  via	  de	  STAT3	  que	  s’activa	  per	  citocines	  proinflamatòries,	  com	  IL-‐6	  i	  interferó,	  i	  

que	  té	  funcions	  importants	  en	  la	  regulació	  de	  la	  immunitat	  innata	  i	  adaptativa	  i	  

també	  en	  la	  diferenciació,	  creixement	  i	  supervivència	  cel·lular	  (Kubo	  et	  al.	  2003).	  

SOCS3	   s’ha	   relacionat	   amb	   EM	   i	   altres	   malalties	   immunitàries	   del	   SNC,	   i	  

s’expressa	  en	  cèl·lules	  immunitàries	  i	  altres	  cèl·lules	  del	  SNC.	  SOCS3	  té	  un	  paper	  

molt	   important	   en	   els	   processos	   immunològics	   dins	   del	   SNC,	   participant	   en	   la	  

producció	  de	  citocines	  proinflamatòries,	  en	  l’activació	  de	  la	  micròglia,	  macròfags	  

i	  astròcits,	  en	  la	  infiltració	  de	  cèl·lules	  immunitàries	  i	  en	  l’autoimmunitat.	  	  

El	   clúster	   del	   miR-‐520	   s’ha	   vist	   implicat	   en	   el	   cicle	   cel·lular	   i	   s’ha	   vist	  

intensament	  expressat	  en	  cèl·lules	  mare	  embrionàries	  humanes	  indiferenciades	  

(Ren	  et	  al.	  2009).	  El	  miR-‐520c	  s’ha	  vist	  desregulat	  en	  diferents	   tipus	  de	  càncer	  

(expressió	  disminuïda	  en	  limfoma	  (Mazan-‐Mamczarz	  et	  al.	  2014)	  i	  incrementada	  

en	   càncer	   gàstric	   i	   prostàtic	   (Golestaneh	   et	   al.	   2012;	   Iczkowski	   2010).	   En	  

diferents	  treballs	  s’ha	  relacionat	  el	  miRNA-‐520c	  amb	  CD44	  i	  ha	  bloquejat	  la	  seva	  

translació.	  En	  diferents	  treballs	  s’ha	  observat	  que	  CD44	  tenen	  un	  rol	  primordial	  

en	   la	   regulació	   de	   l’EAE	   i	   l’EM	   (Guan	   et	   al.	  2011).	   CD44	   té	   poca	   expressió	   en	  

astròcits	   i	   micròglia	   però	   s’ha	   trobat	   una	   sobreexpressió	   en	   lesions	  

desmielinitzants	   (Tuohy	  et	  al.	   2004).	  Recentment	   s’ha	  observat	   en	  EAE	  que	   en	  
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ratolins	  deficitaris	  en	  CD44	  tenen	  una	  forma	  més	  agressiva	  de	  la	  malaltia	  i	  tenen	  

un	   increment	   del	   nombre	   de	   cèl·lules	   immunitàries	   en	   el	   SNC,	   un	   increment	  

d’anticossos	   anti-‐MOG	   i	   una	   elevada	   producció	   de	   citocines	   pro-‐inflamatòries.	  

Aquestes	  dades	  suggereixen	  que	  CD44	  té	  una	  funció	  protectora	  en	  la	  EAE	  (Flynn	  

et	  al.	  2013).	  	  

El	  miR-‐106a	  s’ha	  vist	  desregulat	  de	  forma	  diferent	  en	  varis	  tipus	  de	  càncer	  (Li	  et	  

al.	   2014)	   i	   en	   d’altres	   malalties	   de	   patogènia	   inflamatòria	   com	   la	   malaltia	   de	  

Crohn	  (Lin	  et	  al.	  2013)	  Aquest	  miRNA	  està	  relacionat	  amb	  la	  inflamació	  per	  la	  via	  

de	  la	  regulació	  de	  l’expressió	  d’IL-‐10,	  un	  modulador	  clau	  del	  sistema	  immunitari.	  

S’ha	  proposat	  que	  el	  miR-‐106a	  és	  un	  regulador	  fi	  de	  l’expressió	  de	  IL-‐10	  davant	  

la	   resposta	   a	   estímuls	   externs.	   En	   d’altres	   treballs	   s’ha	   observat	   una	   relació	  

inversa	  entre	  els	  nivells	  de	  miR-‐106a	  i	  els	  nivells	  de	  STAT3	  (Zhang	  et	  al.	  2013)	  

fet	   que	   implica	   la	   participació	   d’aquest	   miRNA	   en	   la	   regulació	   de	   la	   via	  

inflamatòria.	  	  

Les	   dades	   del	   present	   treball	   mostren	   el	   miR-‐106a	   amb	   una	   expressió	  

disminuïda	  en	  pacients	  amb	  EM	  i	  una	  sobreexpressió	  en	  pacients	  amb	  BOCM_LE	  

positives	  en	  LCR.	  Una	  possible	  explicació	  podria	   ser	  que	   trobem	  una	  expressió	  

disminuïda	   en	   pacients	   amb	   EM	   perquè,	   com	   és	   conegut,	   el	   miR-‐106a	   està	  

implicat	   en	   molt	   diverses	   malalties	   incloses	   les	   que	   tenen	   una	   patogènia	  

inflamatòria	  i	  alguns	  dels	  subjectes	  del	  grup	  “Control”	  utilitzats	  en	  aquest	  estudi	  

poden	  tenir	  patologies	  amb	  una	  base	  patogènica	  també	  inflamatòria	  diferent	  de	  

l’EM	   que	   doni	   lloc	   a	   uns	   nivells	   d’expressió	   reduïts	   d’alguns	   miRNAs	   en	   els	  

pacients	  amb	  EM.	  	  Ara	  bé,	  quan	  es	  comparen	  els	  pacients	  amb	  EM	  amb	  BOCM_LE	  

positives	   o	   negatives	   en	   LCR,	   l’expressió	   del	   miR-‐106a	   és	   diferent	   en	   els	   dos	  

grups	  i	  més	  elevada	  en	  els	  que	  tenen	  una	  patogènia	  més	  inflamatòria	  com	  són	  els	  

de	  les	  BOCM_LE	  positives.	  	  
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5.7. RELACIÓ	  ENTRE	  L’EXPRESSIÓ	  DELS	  miRNAs	  I	  VARIABLES	  

CLÍNIQUES,	  D’ANÀLISI	  DE	  LCR	  I	  RADIOLÒGIQUES	  

	  

Els	   estudis	   realitzats	   fins	   a	   l’actualitat	   sobre	   miRNAs	   i	   EM	   s’han	   centrat	  

bàsicament	  en	   identificar	  quins	  miRNAs	  estan	  desregulats	  en	  pacients	  amb	  EM	  

comparats	  amb	  subjectes	  controls	  en	  diferents	  tipus	  de	  mostres	  biològiques	  però	  

pocs	  treballs	  han	   investigat	   la	  seva	  associació	  amb	  variables	  clíniques	   i	  d’altres	  

exploracions	   complementàries.	   Els	   pocs	   treballs	   que	   ho	   han	   fet	   han	   buscar	  

l’associació	  amb	  variables	  demogràfiques	  dels	  pacients,	  variables	  clíniques	  com	  

els	  anys	  de	  duració	  de	  la	  malaltia	  o	  la	  discapacitat	  mesurada	  mitjançant	  EDSS	  o	  

característiques	   bioquímiques	   bàsiques	   de	   l’anàlisi	   de	   LCR.	   Mentre	   alguns	  

treballs	  no	  han	   trobat	  associació	  amb	  aquestes	  variables	   (Haghikia	  et	  al.	   2012;	  

Martinelli-‐Boneschi	   et	   al.	   2012b;	   Søndergaard	   et	   al.	   2013),	   d’altres	   sí	   que	   han	  

trobat	  alguna	  associació	  amb	  la	  discapacitat	  física	  o	  amb	  els	  anys	  de	  duració	  de	  la	  

malaltia	   (Du	  et	  al.	   2009;	  Gandhi	  et	  al.	   2013;	  Fenoglio	  et	  al.	   2013).	  Cal	  destacar	  

que	   en	   aquests	   casos	   que	   s’ha	   trobat	   associació	   amb	   variables	   clíniques,	   els	  

pacients	  estudiats	  portaven	  més	  de	  quatre	  anys	  d’evolució	  de	  la	  malaltia	  i	  tenien	  

formes	  clíniques	  secundària	  o	  primària	  progressives	  amb	  discapacitats	   físiques	  

significativament	  més	  elevades.	  

En	  el	   treball	   realitzat	  en	  aquesta	   tesi	  s’ha	  estudiat	   l’associació	  entre	   l’expressió	  

de	  diferents	  miRNAs	  i	  variables	  clíniques,	  d’estudi	  de	  LCR	  i	  radiològiques,	  i	  s’han	  

observat	  algunes	  associacions	  amb	  variables	  clíniques	  i,	  per	  primera	  vegada	  a	  la	  

literatura,	  amb	  variables	  de	  neuroimatge.	  

Es	   van	   observar	   3	   miRNAs	   (miR-‐140,	   miR-‐365	   i	   miR-‐19a)	   que	   mostraven	  

expressió	  diferenciada	  en	  funció	  de	  la	  topografia	  del	  brot.	  Tots	  ells	  presentaven	  

valors	   més	   elevats	   en	   formes	   de	   debut	   de	   neuritis	   òptica.	   A	   més,	   el	   miR-‐140	  

mostrava	  tendència	  a	  associar-‐se	  a	  menys	  lesions	  hipointenses	  en	  T1	  i	  a	  menys	  

atròfia	   cerebral	   (mesurada	   mitjançant	   el	   BPF),	   característiques	   que	   poden	  

suggerir	  un	  comportament	  menys	  agressiu	  del	  debut	  de	  la	  malaltia.	  
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El	  miR-‐191	  es	  va	  correlacionar	  inversament	  amb	  el	  nombre	  de	  lesions	  cranials	  i	  

és	  un	  miRNA	  que	  mostra	   tendència	  a	  estar	  disminuït	   en	  els	  pacients	  BOCM_LE	  

positius.	   Nivells	   baixos	   d’aquest	   miRNA	   s’han	   relacionat	   amb	   malaltia	  

d’Alzheimer,	   malaltia	   de	   patogènia	   neurodegenerativa,	   i	   també	   s’han	   observat	  

nivells	   disminuïts	   de	   miR-‐191	   en	   cèl·lules	   T	   reguladores	   de	   diabetis	   tipus	   I,	  

malaltia	  de	  patogènia	  autoimmunitària	  (Hezova	  et	  al.	  2010;	  Kumar	  et	  al.	  2013).	  

Els	   miR-‐155,	   miR-‐142-‐3p,	   miR-‐199a-‐3p,	   miR-‐328	   i	   miR-‐106a	   s’associen	  

positivament	   	   amb	  variables	  que	   indiquen	  menys	   atròfia	   cerebral,	   és	   a	  dir	  que	  

nivells	  més	  alts	  d’aquests	  miRNAs	  es	  van	  associar	  a	  menys	  atrofia	   (nivells	  més	  

alts	   de	   BPF,	   SG	   i	   SB).	   Aquests	   miRNAs	   s’han	   associat	   en	   treballs	   previs	   a	  

fenòmens	  inflamatoris	  i,	  de	  fet,	  en	  el	  present	  treball	  s’associen	  també	  a	  variables	  

que	   indiquen	  més	   inflamació	   en	   els	   pacients	   (miR-‐155	   tendència	   a	   associar-‐se	  

amb	   més	   nombre	   de	   criteris	   de	   Barkhof;	   miR-‐199a-‐3p	   associat	   a	   més	   lesions	  

realçades	  amb	  gadolini	  i	  tendència	  a	  associar-‐se	  a	  més	  necessitat	  de	  tractament	  

immunomodulador;	   miR-‐328	   s’associa	   a	   més	   lesions	   realçades	   amb	   gadolini	   i	  

tendència	  a	  associar-‐se	  a	  més	  brots	  de	   la	  malaltia).	  Una	  possible	  explicació	  per	  

aquestes	   troballes	   podria	   ser	   que	   els	   resultats	   de	   les	   mesures	   d’atròfia	  

associades	   a	   aquests	   miRNAs	   indiquen	   una	   falsa	   preservació	   del	   parènquima	  

degut	   als	   fenòmens	   inflamatoris	   dels	   pacients.	   Uns	   resultats	   similars	   ocorren	  

amb	  el	  miR-‐106a	  que	   s’ha	   associat	   a	  més	   lesions	   realçades	   amb	  gadolini	   i	   una	  

tendència	  a	  que	  la	  substància	  blanca	  es	  preservi	  més.	  	  

Els	  miR-‐21,	  miR-‐199a-‐3p,	  miR-‐328	  i	  miR-‐106a	  es	  van	  correlacionar	  positivament	  

amb	  el	  número	  de	  lesions	  realçades	  amb	  gadolini.	  El	  miR-‐21	  s’ha	  relacionat	  amb	  

activació	  de	  les	  cèl·lules	  T	  i	  s’han	  observat	  nivells	  elevats	  en	  psoriasi	  (Meisgen	  et	  

al.	   2012;	   Sawant	   et	   al.	   2013)	   i	   també	   en	   treballs	   previs	   en	   cèl·lules	  

mononucleades	   de	   sang	   perifèrica	   de	   pacients	   amb	   EM	   remitent-‐recurrent	  

(Fenoglio	   et	   al.	   2011).	   Per	   la	   seva	   banda,	   el	   miR-‐199a-‐3p	   actua	   inhibint	  

l’expressió	  de	  CD44,	  una	  molècula	  que	  ha	  demostrat	  tenir	  un	  patró	  protector	  en	  

el	  desenvolupament	  del	  model	  animal	  d’EM,	  on	  els	  ratolins	  amb	  dèficit	  de	  CD44	  

mostren	  una	  clínica	  més	  agressiva	  (Flynn	  et	  al.	  2013).	  També	  el	  miR-‐328	  sembla	  

estar	  relacionat	  amb	  l’expressió	  de	  CD44	  (Boissonneault	  et	  al.	  2009).	  Per	  la	  seva	  

banda,	   s’ha	   descrit	   un	   paper	   del	   miR-‐106a	   en	   la	   regulació	   de	   IL-‐10,	   un	  
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modulador	   clau	   del	   sistema	   immune	   (Lin	   et	   al.	   2013)	   i	   s’ha	   proposat	   com	   a	  

regulador	  de	  STAT3	  que	  està	  implicat	  en	  vies	  inflamatòries	  (Zhang	  et	  al.	  2013).	  

El	  miR-‐520c-‐3p	   es	   va	  mostrar	   associat	   a	   presentar	  més	   nombre	   de	   criteris	   de	  

Barkhof	   i	   tendència	   a	   presentar	  més	   lesions	   cerebrals	   i	   lesions	   realçades	   amb	  

gadolini.	   El	   clúster	   del	   miR-‐520	   s’ha	   vist	   desregulat	   en	   diferents	   malalties	  

(Iczkowski	   2010;	   Golestaneh	   et	   al.	   2012;	   Mazan-‐Mamczarz	   et	   al.	   2014)	   i	   s’ha	  

relacionat	  amb	  la	  molècula	  CD44	  que	  té	  un	  paper	  important	  en	  la	  patogènia	  de	  

l’EM	  i	  la	  EAE	  (Tuohy	  et	  al.	  2004;	  Guan	  et	  al.	  2011;	  Flynn	  et	  al.	  2013).	  	  

L’expressió	  del	  miR-‐146a,	  relacionat	  prèviament	  amb	  EM	  (Fenoglio	  et	  al.	  2011;	  

Waschbisch	  et	  al.	  2011),	  es	  va	  associar	  a	  pacients	  amb	  càrrega	  lesional	  més	  alta	  a	  

la	  RM.	  

Tenint	   en	   compte	   les	   troballes	   globals	   d’aquest	   treball	   de	   tesi	   doctoral	   es	   pot	  

suggerir	   que	   la	   regulació	   epigenètica	   mitjançant	   els	   microRNAs	   de	   les	   vies	  

inflamatòries	  semblen	  ser	  les	  responsables	  de	  la	  patogènia	  de	  l’esclerosi	  múltiple	  

en	   les	   formes	  clíniques	  més	  severes	  de	   la	  malaltia	  associades	  a	   la	  presència	  de	  

bandes	  oligoclonals	  d’IgM	  lípidespecífiques	  en	  LCR.	  En	  concret,	  aquests	  pacients	  

tenen	   una	   expressió	   incrementada	   d’alguns	   miRNAs	   que	   s’han	   implicat	   en	  

aquestes	  vies	   inflamatòries,	   com	  són	  els	  miR-‐203,	  miR-‐520c-‐3p,	  miR-‐155,	  miR-‐

142-‐3p	  i	  miR-‐106a.	  
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5.8. LIMITACIONS	  

El	   treball	  que	  es	  presenta	  en	  aquesta	   tesi	  doctoral	  consisteix	  en	  un	  estudi	  pilot	  

sobre	   la	   presència	   de	   miRNAs	   en	   el	   LCR	   de	   pacients	   amb	   EM,	   i	   més	  

concretament,	   d’aquell	   subgrup	   de	   pacients	   amb	   BOCM_LE	   positives,	   que	   han	  

estat	  associades	  a	  formes	  més	  agressives	  de	  la	  malaltia.	  	  

Aquest	   estudi	   ha	   permès	   identificar	   un	  miRNA	   (miRNA-‐106a)	   com	   a	   potencial	  

biomarcador	  en	  LCR	  del	  diagnòstic	  d’EM,	   i	  un	  grup	  de	  miRNAs	  (miR-‐203,	  miR-‐

520c-‐3p,	  miR-‐155,	  miR-‐142-‐3p	   i	  miR-‐106a)	   com	   a	   potencials	   biomarcadors	   en	  

LCR	  de	  formes	  més	  agressives	  de	  la	  malaltia.	  	  

Les	  limitacions	  principals	  d’aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral	  es	  poden	  agrupar	  en:	  

1. Mida	  de	  la	  mostra	  

La	  mida	  de	  la	  mostra	  és	  reduïda	  atès	  que	  es	  tracta	  d’un	  estudi	  pilot.	  

2. Distribució	  geogràfica	  dels	  pacients	  

La	  distribució	  geogràfica	  dels	  pacients	  es	  limita	  a	  l’entorn	  de	  la	  província	  de	  

Girona,	   fet	   que	   no	   permet	   descartar	   la	   influència	   de	   possibles	   factors	  

ambientals	  i	  fins	  i	  tot	  genètics	  en	  els	  resultats	  obtinguts.	  

3. Característiques	  dels	  subjectes	  control	  

El	   grup	   de	   subjectes	   control	   d’aquest	   treball	   està	   format	   per	   pacients	   amb	  

altres	   malalties	   neurològiques	   als	   quals,	   per	   motius	   diagnòstics,	   se’ls	   ha	  

realitzat	   una	   punció	   lumbar.	   No	   són	   el	   que	   podria	   anomenar-‐se	   subjectes	  

control	  purs,	  ja	  que	  l’obtenció	  de	  mostres	  de	  LCR	  d’aquest	  tipus	  de	  subjectes	  

és	  molt	  complexa	  perquè	  cal	  obtenir	  la	  mostra	  a	  través	  d’una	  punció	  lumbar,	  

una	  tècnica	  mitjanament	  agressiva,	  amb	  potencials	  efectes	  adversos	  i	  que	  no	  

es	   realitza	   en	   subjectes	   sans	   si	   no	   hi	   ha	   una	   raó	   mèdica	   per	   realitzar-‐la.	  

Aquesta	  és	  una	  limitació	  que	  acostuma	  a	  anar	  associada	  a	  tots	  els	  estudis	  on	  

la	   mostra	   utilitzada	   és	   el	   LCR	   i	   és	   extremadament	   difícil	   trobar	   estudis	  

realitzats	  amb	  un	  grup	  format	  per	  subjectes	  control	  purs.	  	  



Estudi	  miEM	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  DISCUSSIÓ	  

	  
	  

159	  

Aquesta	   manca	   de	   subjectes	   control	   purs	   podria	   fer	   que	   l’expressió	   de	  

diferents	   miRNAs	   fos	   similar	   entre	   pacients	   amb	   EM	   i	   pacients	   afectats	  

d’altres	  malalties	  neurològiques	  amb	  afectació	  del	  SNC	   i,	  per	   tant,	   influir	  en	  

els	  resultats	  obtinguts	  en	  aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral.	  

Per	   tal	   de	   minimitzar	   l’efecte	   d’aquests	   subjectes	   control	   no	   sans,	   es	   van	  

escollir	   individus	   amb	   malalties	   de	   patogènia	   menys	   inflamatòria	   per	   a	   la	  

cohort	   d’identificació.	   Per	   altra	   banda,	   el	   grup	   control	   de	   la	   cohort	   de	  

validació	   estava	   format	   per	   subjectes	   amb	   diverses	   malalties	   de	   diferent	  

patogènia	  per	  tal	  de	  diluir	  l’efecte	  dels	  miRNAs	  desregulats	  en	  cadascuna	  de	  

les	  diferents	  malalties.	  

4. Temps	  de	  seguiment	  de	  la	  cohort	  

El	  temps	  de	  seguiment	  de	  la	  cohort	  de	  pacients	  amb	  EM	  analitzada	  en	  aquest	  

treball	   ha	   estat	   de	   curta	   durada	   (12	  mesos).	   Aquest	   fet	   podria	   explicar	   els	  

pocs	   resultats	   obtinguts	   referents	   a	   l’associació	   de	   l’expressió	   de	   miRNAs	  

amb	  diferents	  variables	  clíniques	  i	  radiològiques	  dels	  pacients.	  	  
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5.9. PERSPECTIVES	  DE	  FUTUR	  

Aquest	  estudi	  pilot	  ha	  permès	   iniciar	  una	  nova	   línia	  d’investigació	  en	  el	  nostre	  

grup	  de	  recerca	  sobre	  el	  paper	  dels	  miRNAs	  en	  l’EM.	  

En	  aquest	  sentit,	   les	  perspectives	  de	   futur	  que	  es	  plantegen	  sobre	  aquesta	   línia	  

de	  recerca	  i	  com	  a	  continuació	  d’aquest	  treball	  de	  tesi	  doctoral	  són:	  

1. Ampliació	  de	  la	  mida	  de	  la	  mostra	  

A	  l’inici	  d’aquest	  estudi	  pilot,	  el	  nombre	  de	  mostres	  de	  les	  que	  disposàvem	  a	  

la	  col·lecció	  de	  mostres	  biològiques	  del	  grup	  de	  recerca	  era	  reduït,	  fet	  que	  ens	  

va	   limitar	   el	   nombre	  de	  pacients	   a	   incloure	   en	   l’estudi.	   Però	   la	   recollida	  de	  

mostres	  ha	  continuat,	  i	  actualment	  la	  col·lecció	  conté	  mostres	  de	  més	  de	  200	  

pacients,	  la	  qual	  cosa	  ens	  permetrà	  en	  el	  futur	  validar	  aquests	  resultats	  en	  un	  

nombre	  més	  ampli	  de	  pacients.	  	  

2. Validació	  dels	  resultats	  en	  altres	  cohorts	  

Es	   realitzarà	   una	   validació	   dels	   resultats	   obtinguts	   en	   aquest	   treball	   en	  

d’altres	  cohorts	  de	  pacients	  d’altres	  grups	  col·laboradors	  per	  tal	  de	  descartar	  

que	  aquests	  resultats	  actuals	  no	  siguin	  específics	  de	  la	  població	  analitzada	  o	  

influenciats	  per	  factors	  ambientals	  o	  genètics	  de	  l’entorn	  immediat.	  

3. Obtenció	  de	  mostres	  de	  subjectes	  control	  

Malgrat	  la	  necessitat	  de	  realitzar	  una	  punció	  lumbar	  per	  obtenir	  una	  mostra,	  

l’estudi	   del	   LCR	   és	  molt	   important	   en	   neurologia	   i	   ens	   permet	   obtenir	   una	  

informació	  molt	  valuosa	   i	  aprofundir	  en	  el	  coneixement	   tant	  de	   la	   fisiologia	  

normal	  del	  SNC	  com	  de	  la	  patogènia	  de	  les	  diferents	  malalties	  neurològiques.	  

Tot	  i	  que	  la	  tècnica	  de	  la	  punció	  lumbar	  no	  està	  exempta	  de	  potencials	  efectes	  

adversos,	   aquest	   són	   poc	   freqüents	   i	   la	   majoria	   d’ells	   són	   transitoris	   i	  

d’intensitat	  lleu.	  

Per	  tal	  de	  millorar	  la	  qualitat	  de	  les	  mostres	  control	  utilitzats	  per	  als	  nostres	  

estudis,	   hem	   iniciat	   una	   col·laboració	   amb	   el	   Servei	   d’Anestèsia	   del	   nostre	  
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centre	  per	   coordinar	   la	   recollida	  de	  mostres	  de	  LCR	  en	  aquells	   individus	  al	  

que	   se’ls	   ha	   de	   realitzar	   una	   intervenció	   quirúrgica	   de	   traumatologia	   o	  

d’urologia	   i,	   per	   aquest	   motiu,	   se’ls	   ha	   d’administrar	   anestèsia	   peridural.	  

L’objectiu	  consisteix	  en	  recollir	  mostres	  de	  LCR	  de	  pacients	  que	  no	  pateixin	  

cap	   malaltia	   neurològica	   i	   que,	   per	   tant,	   poden	   presentar	   unes	  

característiques	  de	  LCR	  més	  semblant	  a	  subjectes	  control	  purs.	  	  

4. Seguiment	  longitudinal	  de	  la	  cohort	  

La	  cohort	  de	  pacients	   se	   seguirà	  de	   forma	  prospectiva	   tant	  des	  del	  punt	  de	  

vista	   clínic	   com	   radiològic	   i	   s’analitzarà	   l’associació	   de	   l’expressió	   dels	  

miRNAs	   amb	   les	   diferents	   variables	   clíniques	   i	   radiològiques	   als	   2	   i	   5	   anys	  

(com	  a	  mínim).	  D’aquesta	  manera	  es	  podrà	  valorar	   si	   els	  miRNAs	   suggerits	  

com	  a	  potencials	  biomarcadors	  de	  pronòstic	   confirmen	  el	   seu	  paper	   a	  mig-‐

llarg	  termini.	  

5. Estudi	  de	  miRNAs	  en	  diferents	  formes	  clíniques	  d’EM	  

En	  aquest	  treball	  s’ha	  estudiat	  l’expressió	  de	  miRNAs	  en	  LCR	  en	  pacients	  amb	  

formes	  remitent-‐recurrent	  d’EM	  i	  síndromes	  clínicament	  aïllades	  amb	  criteris	  

de	  disseminació	  en	  espai	  per	  RM.	  	  

En	  el	  futur	  immediat	  es	  vol	  estudiar	  també	  l’expressió	  de	  miRNAs	  en	  el	  LCR	  

de	  pacients	  amb	  formes	  clíniques	  progressives	  de	  la	  malaltia	  (EMSP	  i	  EMPP)	  

per	   analitzar	   el	   paper	   dels	   miRNAs	   com	   a	   potencials	   biomarcadors	   de	  

pronòstic	   en	   aquestes	   formes	   d’EM	   i,	   també,	   per	   intentar	   identificar	   si	  

existeix	   algun	   perfil	   de	   miRNAs	   que	   pogués	   ésser	   biomarcador	   de	   forma	  

clínica	   d’EM.	   Si	   això	   fos	   així,	   seria	   una	   informació	  molt	   valuosa	   que	   podria	  

tenir	  implicacions	  diagnòstiques,	  pronòstiques	  i	  de	  maneig	  clínic	  i	  terapèutic	  

en	  la	  pràctica	  clínica.	  	  

6. Estudi	  de	  miRNAs	  com	  a	  biomarcadors	  de	  resposta	  terapèutica	  

Un	  altre	  tipus	  d’estudi	  que	  es	  pretén	  realitzar	  és	  l’anàlisi	  de	  miRNAs	  en	  LCR	  

de	   pacients	   amb	   EM	   tractats	   amb	   diferents	   fàrmacs	   immunomoduladors.	  
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Com	  ja	  s’ha	  comentat,	  en	  l’EM	  s’utilitzen	  diferents	  teràpies;	  	  sortosament,	  en	  

els	  darrers	  anys	  s’han	  desenvolupat	  diferents	  tractaments	  que	  han	  demostrat	  

ésser	  eficaços	  per	  reduir	  l’activitat	  de	  la	  malaltia.	  No	  obstant	  això,	  la	  resposta	  

terapèutica	   i	   el	   perfil	   d’efectes	   adversos	   dels	   diferents	   tractaments	   és	  

variable	   i	   encara	   existeix	   un	   bon	   grup	   de	   pacients	   que	   tenen	   una	   resposta	  

terapèutica	   subòptima.	   Diversos	   treballs	   que	   s’han	   anat	   realitzant	   en	   els	  

darrers	  anys,	  suggereixen	  que	  l’epigenètica	  –i	  per	  tant,	  el	  paper	  dels	  miRNAs,	  

entre	   d’altres–	   pot	   explicar	   part	   d’aquesta	   variabilitat	   individual	   en	   la	  

resposta	  i	  tolerància	  als	  diversos	  i	  diferents	  tractaments.	  

L’objectiu	   a	   llarg	   termini	   és	   aconseguir	   una	   medicina	   personalitzada,	   que	  

significa	   identificar	   el	   millor	   tractament,	   a	   la	   dosi	   més	   adequada,	   amb	   els	  

menors	  efectes	  adversos	  i	  amb	  el	  menor	  cost,	  per	  a	  un	  determinat	  pacient	  en	  

el	  moment	  precís	  de	  la	  fase	  de	  la	  malaltia	  en	  què	  es	  troba.	  

La	   identificació	   de	   miRNAs	   com	   a	   potencials	   biomarcadors	   de	   resposta	  

terapèutica	  en	  EM	  ha	  estat,	  fins	  ara,	  molt	  poc	  estudiada.	  L’aprofundiment	  en	  

aquesta	  línia	  de	  recerca	  i	  els	  resultats	  que	  se’n	  puguin	  derivar	  tenen	  evidents	  

implicacions	   per	   al	   maneig	   dels	   pacients	   i	   per	   a	   l’estructuració	   de	  

l’aproximació	  terapèutica	  i	  sanitària	  de	  la	  malaltia.	  

7. Estudi	  de	  miRNAs	  en	  sèrum	  de	  pacients	  amb	  EM	  

El	  tipus	  de	  mostra	  biològica	  a	  estudiar	  és	  important,	  entre	  d’altres	  raons,	  per	  

la	   facilitat	  al	  seu	  accés.	  El	  LCR	  s’ha	  d’obtenir	  mitjançant	  una	  punció	   lumbar,	  

que	   és	   una	   tècnica	   mitjanament	   agressiva	   i	   incòmode,	   fet	   que	   dificulta	  

l’obtenció	  de	  mostres	  seriades	  en	  un	  mateix	  pacient.	  La	  utilització	  de	  mostres	  

de	   sang	   o	   sèrum	   per	   a	   l’anàlisi	   de	   miRNAs,	   o	   d’altres	   biomarcadors	  

moleculars,	  facilitaria	  l’obtenció	  de	  mostres	  i	  el	  seu	  estudi	  longitudinal	  en	  el	  

temps.	  Altres	  autors	  han	  estudiat	  el	  paper	  dels	  miRNAs	   i	  d’altres	  molècules	  

en	  sang	  perifèrica	  tant	  en	  l’EM	  com	  en	  d’altres	  malalties	  neurodegeneratives.	  

En	   futurs	   projectes	   en	   pacients	   amb	   EM	   s’estudiarà	   la	   relació	   que	   existeix	  

entre	  la	  desregulació	  dels	  miRNAs	  en	  el	  LCR	  i	   la	  que	  existeix	  en	  la	  sang	  o	  el	  

sèrum,	  i	  la	  seva	  evolució	  a	  nivell	  perifèric	  al	  llarg	  del	  temps.	  
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Les	  conclusions	  derivades	  de	  l’estudi	  realitzat	  en	  aquesta	  tesi	  doctoral	  són:	  

	  

1-‐ Els	  	  microRNAs	  poden	  ésser	  detectats	  en	  el	  líquid	  cefaloraquidi	  dels	  pacients	  

amb	  esclerosi	  múltiple	  i	  la	  seva	  anàlisi	  pot	  ser	  una	  eina	  útil	  per	  a	  l’estudi	  de	  

factors	  diagnòstics	  i	  pronòstics	  d’aquesta	  malaltia.	  

	  

2-‐ El	  miR-‐106a	  es	  proposa	  com	  a	  potencial	  biomarcador	  en	  líquid	  cefaloraquidi	  

del	  diagnòstic	  d’esclerosi	  múltiple.	  

	  

3-‐ Els	   	   miR-‐203,	   miR-‐520c-‐3p,	   miR-‐155,	   miR-‐142-‐3p	   i	   miR-‐106a	   es	   proposen	  

com	   a	   potencials	   biomarcadors	   en	   líquid	   cefaloraquidi	   associats	   a	   la	  

presència	  de	  bandes	  oligoclonals	  d’IgM	  lípidespecífiques	  que	  s’han	  relacionat	  

amb	   formes	   més	   agressives	   d’esclerosi	   múltiple	   remitent-‐recurrent	   o	  

síndromes	   clínicament	   aïllades	   amb	   criteris	   de	   disseminació	   en	   espai	   per	  

ressonància	  magnètica.	  

	  

4-‐ L’expressió	   d’alguns	   microRNAs	   en	   líquid	   cefaloraquidi	   (miR-‐203,	   miR-‐21,	  

miR-‐140,	  miR-‐126,	  miR-‐520c-‐3p,	  miR-‐191,	  miR-‐155,	  miR-‐146a,	  miR-‐142-‐3p,	  

miR-‐199a-‐3p,	  miR-‐378,	  miR-‐365,	  miR-‐19a,	  miR-‐328,	  miR-‐106a)	  s’associen	  a	  

algunes	  variables	  clíniques	  (com	  la	  topografia	  del	  brot)	  i	  radiològiques	  (com	  

el	   nombre	   de	   criteris	   de	   Barkhof,	   nombre	   de	   lesions	   cranials,	   nombre	   de	  

lesions	  realçades	  amb	  gadolini,	  nombre	  de	  lesions	  hipointenses	  en	  T1,	  atròfia	  

cerebral)	  dels	  pacients	  amb	  esclerosi	  múltiple	  en	  fases	  inicials	  de	  la	  malaltia.	  
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8.1. ANNEX	  1:	  Escala	  ampliada	  de	  discapacitat	  de	  Kurtzke	  (EDSS)	  
(Kurtzke	  1983)	  

	  
	  
SISTEMES	  FUNCIONALS	  (SF)	  
	  

PIRAMIDAL	  

0. Normal	  

1. Signes	  anormals	  sense	  discapacitat	  

2. Discapacitat	  mínima	  

3. Paraparèsia	  o	  hemiparèsia	  lleu	  o	  moderada.	  Monoparèsia	  greu	  

4. Paraparèsia	  o	  hemiparèsia	  greu.	  Monoplegia	  o	  tetraparèsia	  moderada	  

5. Paraplegia	  o	  hemiplegia.	  Tetraparèsia	  severa	  

6. Tetraplegia	  

CEREBEL	  

0. Normal	  

1. Signes	  anormals	  sense	  discapacitat	  

2. Atàxia	  lleugera	  

3. Atàxia	  moderada	  de	  les	  extremitats	  o	  del	  tronc	  

4. Atàxia	  severa	  de	  totes	  les	  extremitats	  

5. Incapaç	  de	  realitzar	  moviments	  coordinats	  degut	  a	  l’atàxia	  

TRONC	  DE	  L’ENCÈFAL	  

0. Normal	  

1. Només	  signes	  

2. Nistagme	  moderat	  o	  qualsevol	  altre	  tipus	  de	  discapacitat	  

3. Nistagme	   sever,	   paràlisis	   extraocular	   severa	   o	   moderada	   discapacitat	  

deguda	  a	  altres	  parells	  cranials	  

4. Disàrtria	  severa	  o	  qualsevol	  altre	  tipus	  de	  discapacitat.	  

5. Discapacitat	  per	  ingerir	  o	  parlar	  
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SENSIBILITAT	  

0. Normal	  

1. Alteració	  de	  la	  sensibilitat	  vibratòria	  o	  grafestèsia	  en	  1	  o	  2	  extremitats	  

2. Disminució	  lleugera	  de	  la	  sensibilitat	  tàctil,	  dolorosa	  o	  de	  la	  posicional	  i/o	  

disminució	  lleugera	  de	  la	  sensibilitat	  vibratòria	  en	  una	  o	  dues	  extremitats,	  

o	  de	  la	  vibratòria	  o	  grafestèsia	  en	  3	  o	  4	  extremitats	  

3. Íd.	  moderada,	   inclosa	   alteració	   de	   la	   sensibilitat	   propioceptiva	   en	   3	   o	   4	  

extremitats	  

4. Íd.	   intensa,	  o	  bé	  greu	  alteració	  de	  la	  sensibilitat	  propioceptiva	  en	  més	  de	  

dues	  2	  extremitats	  	  

5. Pèrdua	  de	   la	  sensibilitat	  en	  1	  o	  2	  extremitats	  o	  bé	  disminució	  moderada	  

de	  la	  sensibilitat	  tactil	  o	  dolorosa	  i/o	  pèrdua	  de	  la	  sensibilitat	  posicional	  

en	  més	  de	  2	  extremitats	  

6. Pèrdua	  de	  sensibilitat	  pràcticament	  total	  per	  sota	  del	  cap	  

BUFETA	  I	  INTESTÍ	  

0. Funció	  normal	  

1. Lleuger	   degoteig	   a	   l’inici	   de	   la	   micció,	   urgència	   miccional	   o	   retenció	  

urinària.	  Lleuger	  estrenyiment	  sense	  incontinència	  

2. Moderat	   degoteig	   a	   l’inici	   de	   la	   micció,	   urgència	   miccional,	   retenció	  

urinària	   o	   incontinència	   urinària	   poc	   freqüent.	   Estrenyiment	   moderat	  

sense	  incontinència	  

3. Incontinència	  urinària	  o	  fecal	  de	  menys	  d’1	  episodi	  setmanal	  

4. Incontinència	  urinària	  o	  fecal	  de	  varis	  episodis	  setmanals	  però	  no	  diaris	  

5. Incontinència	  urinària	  o	  fecal	  diària	  

6. Pèrdua	  total	  de	  control	  urinari	  o	  fecal	  
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VISIÓ	  

0. Normal	  

1. Escotoma	  amb	  agudesa	  visual	  (corregida)	  superior	  a	  20/30	  

2. Escotoma	  amb	  agudesa	  visual	  màxima	  corregida	  entre	  20/30	  i	  20/59	  en	  

el	  pitjor	  ull	  

3. Escotoma	   o	   alteració	   del	   camp	   visual	   amb	   agudesa	   visual	   màxima	  

corregida	  entre	  20/60	  i	  20/99	  en	  el	  pitjor	  ull	  

4. Íd.	  entre	  20/100	  i	  20/200;	  o	  bé	  igual	  que	  un	  grau	  3	  però	  juntament	  amb	  

màxima	  agudesa	  visual	  en	  el	  millor	  ull	  de	  20/60	  o	  inferior	  

5. Íd.	  en	  l’ull	  que	  està	  pitjor	  amb	  agudesa	  inferior	  a	  20/200;	  o	  bé	  igual	  que	  

un	  grau	  4	  però	  juntament	  amb	  màxima	  agudesa	  en	  el	  millor	  ull	  de	  20/60	  

o	  inferior	  

6. Grau	  5	  però	  juntament	  amb	  màxima	  agudesa	  en	  el	  millor	  ull	  de	  20/60	  o	  

inferior	  

FUNCIONS	  MENTALS	  

0. Normal	  

1. Únicament	  alteració	  de	  l’estat	  d’ànim	  (no	  afecta	  a	  la	  puntuació	  EDSS)	  

2. Lleugera	  alteració	  cognitiva	  

3. Moderada	  alteració	  cognitiva	  

4. Marcada	  alteració	  cognitiva	  

5. Demència	  
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EDSS	  

0	   Examen	  neurològic	  normal	  (a	  SF	  tot	  grau	  0).	  

1.0	   Sense	  discapacitat,	  mínims	  signes	  en	  un	  SF	  (per	  exemple,	  grau	  1).	  

1.5	   Sense	  discapacitat,	  mínims	   signes	   en	  més	  d’un	  SF	   (més	  d’1	   SF	  grau	  1).	  

Exclou	  funció	  cerebral	  grau	  1.	  

2.0	   Mínima	  discapacitat	  en	  un	  SF	  (un	  SF	  grau	  2,	  altres	  0	  o	  1).	  

2.5	   Mínima	  discapacitat	  en	  dos	  SF	  (dos	  SF	  grau	  2,	  altres	  0	  o	  1).	  

3.0	   Moderada	   discapacitat	   en	   un	   SF	   (un	   SF	   grau	   3,	   altres	   0	   o	   1)	   o	   lleu	  

discapacitat	   en	   tres	   o	   quatre	   SF	   grau	   2,	   altres	   0	   o	   1)	   encara	   que	  

plenament	  ambulant.	  

3.5	   Totalment	  ambulant	  però	  amb	  moderada	  discapacitat	  en	  un	  SF	  (un	  grau	  

3)	  i	  un	  o	  dos	  SF	  grau	  2;	  o	  dos	  SF	  grau	  3,	  o	  cinc	  SF	  grau	  2	  (altres	  0	  o	  1).	  

4.0	   Completament	   ambulant	   sense	   assistència,	   autosuficient	   durant	   12	  

hores	   diàries	  malgrat	   una	  discapacitat	   relativament	   greu	   consistent	   en	  

un	  SF	  grau	  4	  (altres	  0	  o	  1)	  o	  combinacions	  de	  graus	  menors	  excedint	  els	  

límits	  dels	  graus	  previs.	  Capaç	  de	  caminar	  sense	  ajuda	  o	  descans	  uns	  500	  

metres.	  

4.5	   Completament	  ambulant	  sense	  ajuda,	  autosuficient	  la	  major	  part	  del	  dia,	  

sense	  assistència,	  capaç	  de	  treballar	  durant	  la	  jornada	  completa,	  però	  té	  

alguna	   limitació	  en	   l’activitat	   total	  o	  pot	  necessitar	  assistència	  mínima;	  

caracteritzat	   per	   una	   discapacitat	   relativament	   greu,	   consistent	  

generalment	   en	   un	   SF	   grau	   4	   (altres	   0	   o	   1),	   o	   combinacions	   de	   graus	  

menors	   excedint	   els	   límits	   dels	   graus	   previs.	   Capaç	   de	   caminar	   sense	  

ajuda	  o	  descans	  uns	  300	  metres.	  
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5.0	   Ambulant,	   capaç	   de	   caminar	   sense	   ajuda	   o	   descans	   200	   metres;	  

discapacitat	  suficientment	  greu	  com	  per	   impedir-‐li	   les	  activitats	  del	  dia	  

sencer	  (per	  exemple,	   treballar	  el	  dia	  complet	  sense	  mesures	  especials).	  

Equivalents	  habituals	  a	  SF	  grau	  5	  només	  (altres	  0	  o	  1),	  o	  combinacions	  

de	   graus	  menors,	   generalment	   excedint	   les	   especificacions	   de	   l’apartat	  

4.0.	  

5.5	   Capaç	   de	   caminar	   100	   metres	   sense	   ajuda	   ni	   descans,	   discapacitat	  

suficientment	   greu	   com	   per	   impedir	   les	   activitats	   del	   dia	   sencer.	  

Equivalents	   habituals	   a	   SF	   un	   grau	   5	   només	   (altres	   0	   o	   1),	   o	  

combinacions	   de	   graus	   menors,	   excedint	   generalment	   els	   de	   l’apartat	  

4.0.	  

6.0	   Necessita	  ajuda	  intermitent	  o	  constant	  (bastó,	  crosses)	  per	  caminar	  100	  

metres	   amb	   o	   sense	   descans.	   Generalment	   equivalent	   en	   els	   SF	   a	  

combinacions	  amb	  més	  de	  dos	  SF	  grau	  3+.	  

6.5	   Necessita	   ajuda	   bilateral	   constant	   (bastó,	   crosses,	   etc.)	   per	   caminar	   20	  

metres	   sense	  descans.	  Equivalent	  a	   combinacions	  de	  més	  de	  dos	  graus	  

3+	  en	  els	  SF.	  

7.0	   Incapaç	   de	   caminar	   més	   de	   5	   metres	   encara	   que	   sigui	   amb	   ajuda.	  

Bàsicament	  depenent	  de	  la	  cadira	  de	  rodes.	  Capaç	  de	  traslladar-‐se	  en	  la	  

cadira	  de	  rodes	  unes	  12	  hores	  al	  dia.	  Equivalent	  a	  combinacions	  de	  més	  

d’un	  grau	  4+	  en	  els	  SF	  i	  molt	  rarament	  grau	  5	  només	  piramidal.	  

7.5	   Incapaç	  de	  pujar	  més	  d’unes	  poques	  escales.	  Depenent	  de	   	   la	  cadira	  de	  

rodes;	  pot	  necessitar	  ajuda	  per	  traslladar-‐se	  amb	  la	  cadira	  de	  rodes;	  és	  

capaç	   de	   moure	   les	   rodes	   d’una	   cadira	   estàndard,	   però	   no	   pot	   fer-‐ho	  

durant	   tot	   el	   dia;	   pot	   necessitar	   cadira	   motoritzada.	   Equivalent	   a	  

combinacions	  de	  més	  d’un	  grau	  4+	  dels	  SF.	  
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8.0	   Bàsicament	   enllitat	   o	   depenent	   de	   cadira	   de	   rodes	   o	   en	   cadira,	   però	  

capaç	   de	  mantenir-‐se	   fora	   del	   llit	   gran	   part	   del	   dia;	   capaç	   de	   realitzar	  

moltes	   de	   les	   funcions	   de	   la	   seva	   autocura	   personal;	   generalment	  

conserva	   l’ús	   efectiu	   de	   les	   extremitats	   superiors.	   Equivalent	   a	  

combinacions	  de	  grau	  4+	  en	  varis	  SF.	  

8.5	   Bàsicament	   enllitat	   la	   major	   part	   del	   dia;	   pot	   utilitzar	   parcialment	   les	  

extremitats	  superiors	  i	  realitzar	  algunes	  funcions	  d’	  auto-‐cura	  personal.	  

Equivalent	  a	  combinacions	  de	  grau	  4+	  en	  varis	  SF.	  

9.0	   Pacient	   prostrat	   al	   llit;	   pot	   comunicar-‐se	   i	   menjar.	   Equivalent	   a	  

combinacions	  de	  grau	  4+	  en	  la	  majoria	  dels	  SF.	  

9.5	   Pacient	   totalment	   impossibilitat;	   incapaç	   de	   comunicar-‐se	   ni	   menjar.	  

Equivalent	  a	  combinacions	  de	  grau	  4+	  en	  quasi	  tots	  els	  SF.	  

10	   Defunció	  per	  EM.	  
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8.2. ANNEX	  2:	  Criteris	  de	  Barkhof	  (Barkhof	  et	  al.	  1997)	  

	  

-‐	  ≥	  9	  lesions	  hiperintenses	  en	  T2	  o	  ≥	  1	  lesió	  en	  T1	  realçada	  amb	  gadolini	  

-‐	  ≥	  3	  lesions	  periventriculars	  

-‐	  ≥	  1	  lesió	  infratentorial	  

-‐	  ≥	  1	  lesió	  juxtacortical	  
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8.3. ANNEX	   3:	   Full	   informatiu	   i	   Consentiment	   informat	   per	  

pacient	  amb	  malaltia	  inflamatòria-‐desmielinitzant	  del	  SNC	  	  

	  

     
FULL D’INFORMACIÓ AL PACIENT AMB MALALTIA INFLAMATÒRIA-
DESMIELINITZANT DEL SNC. 

 
CONSENTIMENT INFORMAT 

 
 
ESTUDI: Determinació de marcadors biològics (genètics i bioquímics) en 
Esclerosi Múltiple i altres malalties inflamatòries i desmielinitzants del sistema 
nerviós central.  
 
INVESTIGADOR:  Dr. Lluís Ramió i Torrentà 
   Unitat de Neuroimmunologia i Esclerosi Múltiple 

Servei de Neurologia 
   Hospital Universitari Dr. Josep Trueta 
   Avda. de França s/n 
   17001- Girona 
 
 
 
 
Cognoms:  .......................................................................................................... 
 
Nom:  .......................................................... Data:  ...................................... 
 
Codi:  .............................................. 
 
 
 
1. INFORMACIÓ AL PACIENT PARTICIPANT  
 
1.1. INFORMACIÓ GENERAL 
 
Ens dirigim a vostè per informar-lo sobre un projecte que duu a terme la 
Unitat de Neuroimmunologia i Esclerosi Múltiple de l’Hospital Universitari Dr. 
Josep Trueta, al qual se’l convida a participar. L’estudi ha estat ja revisat i 
aprovat pel Comitè Ètic de Investigació Clínica (CEIC) d’aquest hospital. 
 
La col·laboració que li sol·licitem consisteix en la recollida d’una mostra de 
sang i una de líquid cefaloraquidi (LCR), però abans de res, necessitem el 
seu consentiment lliure i voluntari. Per això volem proporcionar-li la informació 
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correcta i suficient per que pugui valorar si vol o no participar en l’estudi. Per 
tant, llegeixi aquesta fulla informativa amb atenció i nosaltres li aclarirem els 
dubtes que li puguin sorgir.  
Pot consultar la decisió amb les persones que consideri oportunes. 
 
1.2. PARTICIPACIÓ VOLUNTÀRIA 
 
Ha de saber que la seva participació en aquest estudi és voluntària i que pot 
decidir no participar o canviar la seva decisió i retirar el consentiment en 
qualsevol moment, sense que per això s’alteri la relació amb el seu metge ni 
es produeixi cap perjudici en el seu tractament.  
 
En qualsevol moment pot sol·licitar informació complementària a l’equip del 
Dr. Lluís Ramió mitjançant el telèfon: 972 940200 ext. 2661 o a 
uniem.girona.ics@gencat.cat 
 
 
1.3. DESCRIPCIÓ I OBJETIU DEL ESTUDI 
 
Vostè està essent estudiat perquè els símptomes que té poden suggerir als 
metges que l’atenen que tingui una malaltia inflamatòria-desmielinitzant del 
sistema nerviós central. Una d’aquestes malalties és l’esclerosi múltiple tot i 
que hi ha altres malalties que poden donar uns símptomes semblants. 
Mitjançant aquestes i altres proves que li realitzaran els seus metges es 
pretén arribar al diagnòstic definitiu de la malaltia que vostè pateix. 
 
L’esclerosi múltiple és una malaltia autoimmune complexa de causa 
desconeguda, però en la que es creu que tant factors ambientals com 
genètics participen en el seu desenvolupament. Els símptomes de la malaltia 
són causats per inflamacions i lesions a les neurones a nivell de sistema 
nerviós central (cervell, medul·la espinal i nervi òptic). Una de les tècniques 
utilitzades pel seu diagnòstic és la determinació de bandes oligoclonals d’IgG 
en LCR. Aquest, és un material molt important ja que es troba dins del SNC i 
és el material biològic més proper a l’entorn on es produeix la malaltia. En els 
últims anys una nova determinació ha adquirit importància, la determinació de 
bandes oligoclonals d’IgM que a més de reforçar el diagnòstic ens pot donar 
una idea de l’evolució i pronòstic de la malaltia. 
A més a més, recentment s’han descrit gens que incrementen la 
susceptibilitat a desenvolupar la malaltia. El coneixement de les modificacions 
genètiques presents en cada pacient junt amb les seves característiques 
clíniques ens permetrà entendre millor el paper de cada un d’aquests gens en 
la causa de la malaltia. 
 
Per això li demanem el seu consentiment per recollir líquid cefaloraquidi i 
sang, a partir de la qual obtindrem sèrum, plasma i material per a estudis 
genètics. Aquestes mostres seran degudament processades i guardades.  
 
El material biològic no utilitzat en aquest estudi, s’emmagatzemarà per 
utilitzar-lo en futurs estudis si apareixen noves dades sobre aquesta malaltia 
o noves tècniques d’anàlisi i diagnòstic, tant en el nostre centre com per 
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tercers, sempre amb el vistiplau de la Unitat de Neuroimmunologia i Esclerosi 
Múltiple i del Comitè d’Ètic d’Investigació Clínica. No descartem que, en un 
futur, aquest material biològic es pugui introduir en un Biobanc tenint com a 
finalitat la investigació biomèdica. 
 
 
1.4. MÈTODE D’OBTENCIÓ DE MOSTRES, PROCEDIMENTS I RISC 
ASSOCIAT 
 
La mostra s’obtindrà mitjançant una extracció de sang rutinària amb el risc 
associat a tota extracció (p. ex. dolor de menor importància, hematoma, 
infecció).  
Referent al líquid cefaloraquidi, s’aprofitarà l’extracció realitzada pel 
diagnòstic per recollir un tub extra, evitant així un risc afegit per vostè. El risc 
de complicacions d’una punció lumbar és baix (dolor en el lloc de la punció, 
dolor radicular, hematoma, cefalea post-puncional, infecció) i es prendran les 
precaucions adequades per minimitzar aquests riscos (anestèsia local, 
posició en decúbit lateral, desinfecció, utilització d’agulla fina, repòs relatiu, 
ingesta abundant d’aigua). 
Només en casos en els que no es disposi d’aquesta mostra es proposarà 
realitzar una nova punció lumbar, sempre previ a la seva acceptació. 
 
Les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per mantenir la 
confidencialitat del subjecte participant en l’estudi. Per la Llei de Biomedicina 
de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de l’estudi 
serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o bé 
destruïda, segons la seva voluntat. 
 
 
1.5. BENEFICIS 
 
Probablement vostè no rebi cap benefici directa amb la seva participació en 
aquest projecte, però sí la satisfacció d’haver col·laborat en un projecte 
d’investigació que pot millorar el benestar i el tractament a pacients afectats 
de malalties inflamatòries-desmielinitzants del SNC. 
 
Qualsevol troballa que es pugui aplicar al curs de la seva malaltia li serà 
indicada. 
 
Vostè té dret a conèixer els resultats dels estudis que s’obtinguin a partir de 
l’anàlisi de les mostres donades. I també té dret a la no informació d’aquests 
resultats. 
 
En el cas de resultats genètics rellevants per vostè o la seva família ens 
comprometem a oferir-li consell genètic. 
 
1.6. CONFIDENCIALITAT 
 
Les dades recollides seran estrictament confidencials. Només s’autoritzarà 
per la recollida de dades del seu historial mèdic a persones sotmeses al 
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secret professional sempre amb el previ coneixement del Dr. Ramió. Les 
mostres seran codificades per respectar l’anonimat. 
 
En cap cas el seu nom apareixerà en la publicació dels resultats. 
 
La seva privacitat està protegida per les lleis nacionals (LO15/1999, 
LGC5/2002 i per la llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) i europea 
(95/46/CE). Aquestes lleis volen ajudar als investigadors a evitar accessos 
involuntaris a informació que podria exposar als pacients o a les seves 
famílies a efectes adversos econòmics, legals, psicològics i/o socials. 
 
D’acord amb la llei LO15/1999, vostè pot exercir el seu dret a l’accés, 
modificació, oposició i cancel·lació de les seves dades. I també pot sol·licitar 
la destrucció de les seves mostres. 
 
1.7. COMPENSACIÓ ECONÒMICA 
 
La donació i la utilització de mostres biològiques humanes són gratuïtes. Per 
tant, per la seva participació en l’estudi no rebrà cap compensació 
econòmica. 
 
En el cas que es produís un desenvolupament comercial dels coneixements 
generats, els possibles beneficis que es podrien rebre anirien íntegrament a 
cobrir els objectius científics del grup de investigació. Firmant aquest 
consentiment vostè renuncia als drets sobre qualsevol ús comercial amb la 
informació o mostres que vostè està cedint. 
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2. CONSENTIMENT INFORMAT 
 
 
Jo …………………………………………………………………………....................... 
 
§ He llegit el full informatiu que se m’ha entregat 
 
§ He pogut fer preguntes sobre l’estudi 
 
§ He rebut suficient informació sobre l’estudi 
 
§ He parlat amb:(nom del investigador)……………………………. 
 
§ Comprenc que la meva participació és voluntària 
 
§ Comprenc que les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per 
mantenir la confidencialitat de les meves dades i que, d’acord amb la Llei de 
Biomedicina de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de 
l’estudi serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o amb la 
seva malaltia o bé destruïda, segons la meva voluntat. 
 
§ Comprenc que puc revocar el meu consentiment en qualsevol moment, 
sense haver de donar explicacions i sense que això alteri la meva assistència 
sanitària. 
 
 
Accedeix a que els investigadors principals del projecte (a l’equip Dr.	   Lluís Ramió) 
puguin contactar amb vostè en un futur si ho consideren oportú? 
  
 Sí No 
 
I lliurement, dono la meva conformitat per participar en l’estudi amb mostres de: 
 
   Sang 
 
   Líquid cefaloraquidi 
 
Permeto que les meves mostres siguin utilitzades en investigacions futures 
relacionades amb la malaltia pel grup o per tercers i/o introduïdes en Biobanc 
 
 Permeto la utilització de les mostres en projectes futurs i/o per tercers 
 
 Permeto la introducció de les mostres en Biobanc 
 

No permeto la utilització de les mostres en futurs projectes i/o per tercers ni 
que s’introdueixin en Biobanc 

 
Firma del pacient:      Firma de l’investigador: 
 
 
 
 
Data: __ __ / __ __ / __ __     Data: __ __ / __ __ / __ 
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CONSENTIMENT	  INFORMAT	  DEL	  	  FAMILIAR	  RESPONSABLE	  O	  REPRESENTANT	  LEGAL	  
 
Jo (nom i cognoms) ………………………………....................en qualitat de 
.……………….....................................................  (relació amb el participant) de 
................. .........…………………............. (nom i cognoms del participant)  
 
§ He llegit el full informatiu que se m’ha entregat 
 
§ He pogut fer preguntes sobre l’estudi 
 
§ He rebut suficient informació sobre l’estudi 
 
§ He parlat amb:(nom del investigador)……………………………. 
 
§ Comprenc que la meva participació és voluntària 
 
§ Comprenc que les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per 
mantenir la confidencialitat de les meves dades i que, d’acord amb la Llei de 
Biomedicina de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de 
l’estudi serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o amb la 
seva malaltia o bé destruïda, segons la meva voluntat. 
 
§ Comprenc que puc revocar el meu consentiment en qualsevol moment, 
sense haver de donar explicacions i sense que això alteri la meva assistència 
sanitària. 
 
 
Accedeix a que els investigadors principals del projecte (a l’equip del Dr. Lluís 
Ramió) puguin contactar amb vostè en un futur si ho consideren oportú? 
  
 Sí No 
 
I lliurement, dono la meva conformitat per participar en l’estudi amb mostres de: 
 
   Sang 
 
   Líquid cefaloraquidi 
 
Permeto que les meves mostres siguin utilitzades en investigacions futures 
relacionades amb la malaltia pel grup o per tercers i/o introduïdes en Biobanc 
 
 Permeto la utilització de les mostres en projectes futurs i/o per tercers 
 
 Permeto la introducció de les mostres en Biobanc 
 

No permeto la utilització de les mostres en futurs projectes i/o per tercers ni 
que s’introdueixin en Biobanc 

 
Firma del pacient:      Firma de l’investigador: 
 
 
Data: __ __ / __ __ / __ __     Data: __ __ / __ __/__ __ 
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CONSENTIMENT	  INFORMAT	  SIGNAT	  DAVANT	  TESTIMONI	  
Jo (nom i cognoms) ………………………………......    declaro sota la meva 
responsabilitat que  ................. .........…………………. (nom i cognoms del 
participant) ha llegit o se li ha llegit en cas de que no pugui llegir, el full d’informació i 
consentiment que se li ha entregat 
 
§ He llegit el full informatiu que se m’ha entregat 
 
§ He pogut fer preguntes sobre l’estudi 
 
§ He rebut suficient informació sobre l’estudi 
 
§ He parlat amb:(nom del investigador)……………………………. 
 
§ Comprenc que la meva participació és voluntària 
 
§ Comprenc que les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per 
mantenir la confidencialitat de les meves dades i que, d’acord amb la Llei de 
Biomedicina de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de 
l’estudi serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o amb la 
seva malaltia o bé destruïda, segons la meva voluntat. 
 
§ Comprenc que puc revocar el meu consentiment en qualsevol moment, 
sense haver de donar explicacions i sense que això alteri la meva assistència 
sanitària. 
 
 
Accedeix a que els investigadors principals del projecte (a l’equip del Dr.	    Lluís 
Ramió) puguin contactar amb vostè en un futur si ho consideren oportú? 
  
 Sí No 
 
I lliurement, dono la meva conformitat per participar en l’estudi amb mostres de: 
 
   Sang 
 
   Líquid cefaloraquidi 
 
Permeto que les meves mostres siguin utilitzades en investigacions futures 
relacionades amb la malaltia pel grup o per tercers i/o introduïdes en Biobanc  
 
 Permeto la utilització de les mostres en projectes futurs i/o per tercers 
 
 Permeto la introducció de les mostres en Biobanc  
 

No permeto la utilització de les mostres en futurs projectes i/o per tercers ni 
que s’introdueixin en Biobanc 

 
Firma del pacient:      Firma de l’investigador: 
 
 
Data: __ __ / __ __ / __ __      Data: __ __ / __ __/__ __ 
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8.4. ANNEX	   4:	   Full	   informatiu	   i	   Consentiment	   informat	   per	  

pacient	  amb	  altres	  malalties	  neurològiques	  

	  

     
FULL D’INFORMACIÓ AL PACIENT AMB ALTRES MALALTIES 

NEUROLÒGIQUES 
 

 
 
ESTUDI: Determinació de marcadors biològics (genètics i bioquímics) en 
Esclerosi Múltiple i altres malalties inflamatòries i desmielinitzants del sistema 
nerviós central.  
 
INVESTIGADOR:  Dr. Lluís Ramió i Torrentà 
   Unitat de Neuroimmunologia i Esclerosi Múltiple 

Servei de Neurologia 
   Hospital Universitari Dr. Josep Trueta 
   Avda. de França s/n 
   17001- Girona 
 
 
 
Cognoms:  .......................................................................................................... 
 
Nom:  .......................................................... Data:  ......................................	   
 
Codi:  .............................................. 
 
 
 
1. INFORMACIÓ AL PACIENT PARTICIPANT  
 
1.1. INFORMACIÓ GENERAL 
 
Ens dirigim a vostè per informar-lo sobre un projecte que duu a terme la 
Unitat de Neuroimmunologia i Esclerosi Múltiple de l’Hospital Universitari Dr. 
Josep Trueta, al qual se’l convida a participar. L’estudi ha estat ja revisat i 
aprovat pel Comitè Ètic de Investigació Clínica (CEIC) d’aquest hospital. 
 
La col·laboració que li sol·licitem consisteix en la recollida d’una mostra de 
sang i una de líquid cefaloraquidi (LCR), però abans de res, necessitem el 
seu consentiment lliure i voluntari. Per això volem proporcionar-li la informació 
correcta i suficient per que pugui valorar si vol o no participar en l’estudi. Per 
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tant, llegeixi aquesta fulla informativa amb atenció i nosaltres li aclarirem els 
dubtes que li puguin sorgir.  
Pot consultar la decisió amb les persones que consideri oportunes. 
 
 
 
1.2. PARTICIPACIÓ VOLUNTÀRIA 
 
Ha de saber que la seva participació en aquest estudi és voluntària i que pot 
decidir no participar o canviar la seva decisió i retirar el consentiment en 
qualsevol moment, sense que per això s’alteri la relació amb el seu metge ni 
es produeixi cap perjudici en el seu tractament.  
 
En qualsevol moment pot sol·licitar informació complementària a l’equip del 
Dr. Lluís Ramió mitjançant el telèfon: 972 940200 ext. 2661 o a 
uniem.girona.ics@gencat.cat 
 
 
1.3. DESCRIPCIÓ I OBJETIU DEL ESTUDI 
 
Vostè està essent estudiat perquè els símptomes que té poden suggerir als 
metges que l’atenen que pateix una determinada malaltia neurològica o bé 
per tal de descartar-ne altres, i per això li realitzen una punció lumbar, on li 
extrauran líquid cefaloraquidi. Aquest líquid està en contacte amb el sistema 
nerviós central (SNC) i per tant és de gran vàlua per estudiar moltes malalties 
neurològiques. 
 
La malaltia que els neuròlegs sospiten que vostè té necessita ésser estudiada 
en profunditat i pot tenir símptomes semblants a malalties neurològiques de 
base autoimmune, que són la base de la recerca del nostre grups 
d’investigació. Per a qualsevol estudi científic es necessiten mostres de 
pacients que no pateixen la malaltia que es vol estudiar (població control) i 
també de pacients amb malalties que comparteixin algunes característiques 
amb la malaltia d’estudi, per tal de confirmar l’especificitat dels resultats 
obtinguts. És per això, que li demanem el seu consentiment per recollir líquid 
cefaloraquidi i sang, a partir de la qual obtindrem sèrum, plasma i material per 
a estudis genètics. Aquestes mostres seran degudament processades i 
guardades. 
 
El material biològic no utilitzat en aquest estudi, s’emmagatzemarà per 
utilitzar-lo en futurs estudis si apareixen noves dades sobre aquesta malaltia 
o noves tècniques d’anàlisi i diagnòstic, tant en el nostre centre com per 
tercers, sempre amb el vistiplau de la Unitat de Neuroimmunologia i Esclerosi 
Múltiple i del Comitè d’Ètic d’Investigació Clínica. No descartem que, en un 
futur, aquest material biològic es pugui introduir en un Biobanc tenint com a 
finalitat la investigació biomèdica. 
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1.4. MÈTODE D’OBTENCIÓ DE MOSTRES, PROCEDIMENTS I RISC 
ASSOCIAT 
 
La mostra s’obtindrà mitjançant una extracció de sang rutinària amb el risc 
associat a tota extracció (p. ex. dolor de menor importància, hematoma, 
infecció).  
Referent al líquid cefaloraquidi, s’aprofitarà l’extracció realitzada pel 
diagnòstic per recollir un tub extra, evitant així un risc afegit per vostè. El risc 
de complicacions d’una punció lumbar és baix (dolor en el lloc de la punció, 
dolor radicular, hematoma, cefalea post-puncional, infecció) i es prendran les 
precaucions adequades per minimitzar aquests riscos (anestèsia local, 
posició en decúbit lateral, desinfecció, utilització d’agulla fina, repòs relatiu, 
ingesta abundant d’aigua). 
Només en casos en els que no es disposi d’aquesta mostra es proposarà 
realitzar una nova punció lumbar, sempre previ a la seva acceptació. 
 
Les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per mantenir la 
confidencialitat del subjecte participant en l’estudi. Per la Llei de Biomedicina 
de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de l’estudi 
serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o bé 
destruïda, segons la seva voluntat. 
 
 
1.5. BENEFICIS 
 
Probablement vostè no rebi cap benefici directa amb la seva participació en 
aquest projecte, però sí la satisfacció d’haver col·laborat en un projecte 
d’investigació que pot millorar el benestar i el tractament a pacients afectats 
de malalties inflamatòries-desmielinitzants del SNC. 
 
Qualsevol troballa que es pugui aplicar al curs de la seva malaltia li serà 
indicada. 
 
Vostè té dret a conèixer els resultats dels estudis que s’obtinguin a partir de 
l’anàlisi de les mostres donades. I també té dret a la no informació d’aquests 
resultats. 
 
En el cas de resultats genètics rellevants per vostè o la seva família ens 
comprometem a oferir-li consell genètic. 
 
 
1.6. CONFIDENCIALITAT 
 
Les dades recollides seran estrictament confidencials. Només s’autoritzarà 
per la recollida de dades del seu historial mèdic a persones sotmeses al 
secret professional sempre amb el previ coneixement del Dr. Ramió. Les 
mostres seran codificades per respectar l’anonimat. 
 
En cap cas el seu nom apareixerà en la publicació dels resultats. 
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La seva privacitat està protegida per les lleis nacionals (LO15/1999, 
LGC5/2002 i per la llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) i europea 
(95/46/CE). Aquestes lleis volen ajudar als investigadors a evitar accessos 
involuntaris a informació que podria exposar als pacients o a les seves 
famílies a efectes adversos econòmics, legals, psicològics i/o socials. 
 
D’acord amb la llei LO15/1999, vostè pot exercir el seu dret a l’accés, 
modificació, oposició i cancel·lació de les seves dades. I també pot sol·licitar 
la destrucció de les seves mostres. 
 
1.7. COMPENSACIÓ ECONÒMICA 
 
La donació i la utilització de mostres biològiques humanes són gratuïtes. Per 
tant, per la seva participació en l’estudi no rebrà cap compensació 
econòmica. 
 
En el cas que es produís un desenvolupament comercial dels coneixements 
generats, els possibles beneficis que es podrien rebre anirien íntegrament a 
cobrir els objectius científics del grup de investigació. Firmant aquest 
consentiment vostè renuncia als drets sobre qualsevol ús comercial amb la 
informació o mostres que vostè està cedint. 
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2. CONSENTIMENT INFORMAT 
 
 
Jo …………………………………………………………………………....................... 
 
§ He llegit el full informatiu que se m’ha entregat 
 
§ He pogut fer preguntes sobre l’estudi 
 
§ He rebut suficient informació sobre l’estudi 
 
§ He parlat amb:(nom del investigador)……………………………. 
 
§ Comprenc que la meva participació és voluntària 
 
§ Comprenc que les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per 
mantenir la confidencialitat de les meves dades i que, d’acord amb la Llei de 
Biomedicina de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de 
l’estudi serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o amb la 
malaltia o bé destruïda, segons la meva voluntat. 
 
§ Comprenc que puc revocar el meu consentiment en qualsevol moment, 
sense haver de donar explicacions i sense que això alteri la meva assistència 
sanitària. 
 
 
Accedeix a que els investigadors principals del projecte (a l’equip Dr. Lluís Ramió) 
puguin contactar amb vostè en un futur si ho consideren oportú? 
  
 Sí No 
 
I lliurement, dono la meva conformitat per participar en l’estudi amb mostres de: 
 
   Sang 
 
   Líquid cefaloraquidi 
 
Permeto que les meves mostres siguin utilitzades en investigacions futures 
relacionades amb la malaltia pel grup o per tercers i/o introduïdes en Biobanc 
 
 Permeto la utilització de les mostres en projectes futurs i/o per tercers 
 
 Permeto la introducció de les mostres en Biobanc 
 

No permeto la utilització de les mostres en futurs projectes i/o per tercers ni 
que s’introdueixin en Biobanc  

 
Firma del pacient:      Firma de l’investigador: 
 
 
 
 
Data: __ __ / __ __ / __ __     Data: __ __ / __ __ / __ 
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CONSENTIMENT	  INFORMAT	  DEL	  	  FAMILIAR	  RESPONSABLE	  O	  REPRESENTANT	  LEGAL	  
 
Jo (nom i cognoms) ………………………………....................en qualitat de 
.……………….....................................................  (relació amb el participant) de 
................. .........…………………............. (nom i cognoms del participant)  
 
§ He llegit el full informatiu que se m’ha entregat 
 
§ He pogut fer preguntes sobre l’estudi 
 
§ He rebut suficient informació sobre l’estudi 
 
§ He parlat amb:(nom del investigador)……………………………. 
 
§ Comprenc que la meva participació és voluntària 
 
§ Comprenc que les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per 
mantenir la confidencialitat de les meves dades i que, d’acord amb la Llei de 
Biomedicina de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de 
l’estudi serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o amb la 
malaltia o bé destruïda, segons la meva voluntat. 
 
§ Comprenc que puc revocar el meu consentiment en qualsevol moment, 
sense haver de donar explicacions i sense que això alteri la meva assistència 
sanitària. 
 
 
Accedeix a que els investigadors principals del projecte (a l’equip del Dr. Lluís 
Ramió) puguin contactar amb vostè en un futur si ho consideren oportú? 
  
 Sí No 
 
I lliurement, dono la meva conformitat per participar en l’estudi amb mostres de: 
 
   Sang 
 
   Líquid cefaloraquidi 
 
Permeto que les meves mostres siguin utilitzades en investigacions futures 
relacionades amb la malaltia pel grup o per tercers i/o introduïdes en Biobanc 
 
 Permeto la utilització de les mostres en projectes futurs i/o per tercers 
 
 Permeto la introducció de les mostres en Biobanc  
 

No permeto la utilització de les mostres en futurs projectes i/o per tercers ni 
que s’introdueixin en Biobanc  

 
Firma del pacient:      Firma de l’investigador: 
 
 
Data: __ __ / __ __ / __ __     Data: __ __ / __ __/__ __ 
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CONSENTIMENT	  INFORMAT	  SIGNAT	  DAVANT	  TESTIMONI	  
Jo (nom i cognoms) ………………………………......    declaro sota la meva 
responsabilitat que  ................. .........…………………. (nom i cognoms del 
participant) ha llegit o se li ha llegit en cas de que no pugui llegir, el full d’informació i 
consentiment que se li ha entregat 
 
§ He llegit el full informatiu que se m’ha entregat 
 
§ He pogut fer preguntes sobre l’estudi 
 
§ He rebut suficient informació sobre l’estudi 
 
§ He parlat amb:(nom del investigador)……………………………. 
 
§ Comprenc que la meva participació és voluntària 
 
§ Comprenc que les mostres obtingudes seran etiquetades amb un codi per 
mantenir la confidencialitat de les meves dades i que, d’acord amb la Llei de 
Biomedicina de 2007 (llei 14/2007 de Investigació Biomèdica) la mostra sobrant de 
l’estudi serà utilitzada per futurs projectes relacionats amb aquest projecte o amb la 
malaltia o bé destruïda, segons la meva voluntat. 
 
§ Comprenc que puc revocar el meu consentiment en qualsevol moment, 
sense haver de donar explicacions i sense que això alteri la meva assistència 
sanitària. 
 
 
Accedeix a que els investigadors principals del projecte (a l’equip del Dr. Lluís 
Ramió) puguin contactar amb vostè en un futur si ho consideren oportú? 
  
 Sí No 
 
I lliurement, dono la meva conformitat per participar en l’estudi amb mostres de: 
 
   Sang 
 
   Líquid cefaloraquidi 
 
Permeto que les meves mostres siguin utilitzades en investigacions futures 
relacionades amb la malaltia pel grup o per tercers i/o introduïdes en Biobanc 
 
 Permeto la utilització de les mostres en projectes futurs i/o per tercers 
 
 Permeto la introducció de les mostres en Biobanc 
 

No permeto la utilització de les mostres en futurs projectes i/o per tercers ni 
que s’introdueixin en Biobanc 

 
Firma del pacient:      Firma de l’investigador: 
 
 
Data: __ __ / __ __ / __ __      Data: __ __ / __ __/__ __ 
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