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1. RESUMEN DE LA TESIS

1.1. RESUMEN EN INGLES

The description of clinical-immunological correlations in autoimmune diseases is of
paramount importance to characterize disease phenotypes, diagnostic and
prognostic subgroups and to choose therapies depending on the immunological

profile of patients.

Inflammatory neuropathies constitute a group of infrequent diseases of the
peripheral nerves of presumed autoimmune pathogenesis. It includes acute
neuropathies such as Guillain-Barré syndrome (GBS) and chronic neuropathies such
as chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy (CIDP). In all of them
it has been postulated a prominent role of autoantibodies in their pathogenesis.
However, the antigenic reactivities and the pathogenic mechanisms of these diseases

remain largely unknown.

Clinical and serological features of acute sensory ataxic neuropathy with
antiganglioside antibodies. Ricard Rojas-Garcia MD PhD, Luis Querol MD, Eduard
Gallardo PhD, Noemi De Luna Salva PhD, Candido Juarez PhD, Mercedes Garces MD,
Eva Fages MD, Carlos Casasnovas MD, Isabel llla MD PhD. J Peripher Nerv Syst. 2012

Jun;17(2):158-68

GBS is a post-infectious acute neuropathy in which antibodies against gangliosides
play an important role. There are various phenotypes of GBS, including sensory-
motor, ataxic, sensory-ataxic and loco-regional variants. Each variant has been
associated to different antiganglioside antibody patterns. Miller-Fisher syndrome
(MFS) is a GBS variant characterized by ataxia, arreflexia and ophtalmoparesis. It
associates with antiganglioside antibodies bearing the NeuNAcNeuNAcGal epitope,

such as GQ1lb and GT1a. In ataxic GBS patients present with ataxia and negative



Romberg sign and there is no apparent ophtalmoparesis. It is also associated to GQ1lb
antibodies. On the other hand, a pure sensory form of GBS associated to GD1b
antibodies known as acute sensory-ataxic neuropathy (ASAN) can also present with
ataxia of peripheral origin. Distinguishing ASAN, MFS and ataxic GBS can be difficult
from a clinical perspective. Moreover, demyelinating features, a diagnostic criteria in
sensory GBS, are usually absent in ASAN and the inclusion of this form in the GBS
spectrum is controversial. We designed a study to describe the clinical and
immunological features of ASAN. All patients from a database including sera sent for
routine antiganglioside-antibody testing and fulfilling ASAN criteria were collected
and their epidemiological, clinical and electrophysiological features analyzed. Of 12
patients fulfilling criteria for ASAN, 7 had antibodies against gangliosides bearing
disialosyl epitopes (GQ1b, GD2, GD3, GD1b). All ASAN patients with positive disialosyl
antibodies presented with gait unsteadiness and sensory symptoms and reported an
upper respiratory tract infection before disease onset. Five of the 7 patients
presented eyelid ptosis. All patients had a good recovery with IVIg treatment or

spontaneously.

CONCLUSION: Considering these features we concluded that ASAN is, in fact, a GBS

variant, and constitutes a specific phenotype different from ataxic GBS or MFS.

Antibodies to contactin-1 in chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy.
Luis Querol MD, Gisela Nogales-Gadea PhD, Ricard Rojas-Garcia MD PhD, Eugenia
Martinez-Hernandez MD, Jordi Diaz-Manera MD, Xavier Suarez-Calvet MSc, Miquel
Navas, Josefa Araque RPN, Eduard Gallardo PhD and Isabel llla MD PhD. Ann Neurol.

2013 Mar;73(3):370-80

CIDP is a chronic inflammatory neuropathy in which antibodies are thought to play an

important role. Antibodies against myelin proteins had been described using ELISA



and western-blot assays, but results were not reproduced in cell-based assays
preserving protein conformation and none proved useful as biomarker. Recently,
studies on sural nerve biopsies of CIDP patients have shown disorganization of node
of Ranvier and the search of autoantibodies focused on proteins of the node of
Ranvier. We used an unbiased approach with neuron immunocytochemistry,
immunoprecipitation and confirmation of relevant antigens with transfected cells to
find autoantibodies that could be useful in everyday practice. Starting with 46 well-
characterized CIDP patients we found 7 patients reacting against neurons. Two
patients precipitated contactin-1 (CNTN1) and one CNTN1 and contactin-associated
protein-1 (CASPR1). Reactivity was confirmed with immunocytochemistry,
inmmunohistochemistry and absorption studies. None of the 104 controls tested
positive. All three patients shared old age, aggressive onset, motor predominance,
prominent axonal degeneration at onset and poor response to IVIg. These features

identify a subgroup of CIDP with homogeneous phenotype.

CONCLUSION: Anti-CNTN1 antibodies are the first biomarker identified in CIDP with

diagnostic, prognostic and therapeutic implications.

GENERAL CONCLUSION: These results strengthen the idea that autoimmune
neuropathies are a very heterogeneous group of diseases in which autoantibody
discovery and the definition of clinical-immunological correlations can have

diagnostic, prognostic and therapeutic implications

1.2. RESUMEN EN CASTELLANO
La descripcion de correlaciones clinico-inmunoldgicas en las enfermedades
autoinmunes es importante para caracterizar distintos fenotipos dentro de una
enfermedad, establecer grupos diagndsticos y prondsticos y para escoger las terapias

en funcién del perfil inmunolégico de cada paciente.



Las neuropatias inflamatorias constituyen un grupo de enfermedades raras del
sistema nervioso periférico de probable etiologia autoinmune. Este grupo incluye
neuropatias agudas como el sindrome de Guillain-Barré (SGB) y neuropatias crénicas
como la Poliradiculoneuropatia Inflamatoria Desmielinizante Crdnica (CIDP). En todas
ellas ha sido propuesto un papel prominente de los autoanticuerpos en su patogenia.
Sin embargo, las reactividades antigénicas y los mecanismos patogénicos de estas
enfermedades son desconocidos en su mayor parte.

Clinical and serological features of acute sensory ataxic neuropathy with
antiganglioside antibodies. Ricard Rojas-Garcia MD PhD, Luis Querol MD, Eduard
Gallardo PhD, Noemi De Luna Salva PhD, Candido Juarez PhD, Mercedes Garces MD,
Eva Fages MD, Carlos Casasnovas MD, Isabel llla MD PhD. J Peripher Nerv Syst. 2012
Jun;17(2):158-68

El SGB es una neuropatia aguda post-infecciosa en la que los anticuerpos
antigangliésido juegan un papel importante. Existen diversos fenotipos dentro del
SGB, incluyendo variantes sensitivo-motoras, ataxicas, sensitivas y variantes loco-
regionales. Cada variante ha sido asociada a diferentes patrones de reactividad
antigangliésido. El sindrome de Miller-Fisher (SMF) es una variante de SGB
caracterizada por la presencia de ataxia, arreflexia y oftalmoparesia. Se asocia con la
presencia de anticuerpos dirigidos contra ganglidsidos que contienen el epitopo Neu
NAcNeuNAcGal, como GQ1lb y GT1a. En el SGB ataxico los pacientes presentan ataxia
con signo de Romberg negativo y sin oftalmoparesia aparente. También se asocia a
anticuerpos contra GQ1lb. Por otro lado una forma sensitiva pura de SGB asociada a
anticuerpos contra GD1b y conocida como neuropatia aguda sensitivo-ataxica (ASAN)
puede presentarse también con ataxia de origen periférico. Distinguir el ASAN del
SMF o el SGB atéaxico puede ser dificil desde el punto de vista clinico. Ademas, la

presencia de desmielinizacién, un criterio diagndstico en el SGB sensitivo, es rara en



ASAN vy, por tanto, es controvertida su inclusion como variante de SGB. Considerando
lo anterior, disefiamos un estudio para describir las caracteristicas clinica e
inmunoldgicas del ASAN. Todos los pacientes incluidos en una base de datos
conteniendo los resultados de test rutinarios de anticuerpos antigangliésido y que
cumplian criterios de ASAN fueron analizados en cuanto a sus caracteristicas
epidemioldgicas, clinicas, electrofisioldgicas y de reactividad anti-gangliésido. De los
12 pacientes que cumplian criterios en primer lugar, siete presentaban anticuerpos
contra gangliésidos con epitopo disialosil (GQlb, GD1b, GD2, GD3). Todos los
pacientes con anticuerpos contra disialosil comenzaron con sintomas sensitivos e
inestabilidad de la marcha y manifestaban haber presentado una infeccidn de vias
respiratorias altas en los dias previos. Cinco de los 7 pacientes presentaron ptosis
palpebral. Todos ellos tuvieron un buen prondstico, bien tras tratamiento con IVIg o
bien espontaneamente.

CONCLUSION: Teniendo en cuenta lo anterior concluimos que el ASAN es, de hecho,

una variante del SGB y que constituye un sindrome diferente al SMF o el SGB ataxico.

Antibodies to contactin-1 in chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy.
Luis Querol MD, Gisela Nogales-Gadea PhD, Ricard Rojas-Garcia MD PhD, Eugenia
Martinez-Hernandez MD, Jordi Diaz-Manera MD, Xavier Suarez-Calvet MSc, Miquel
Navas, Josefa Araque RPN, Eduard Gallardo PhD and Isabel llla MD PhD. Ann Neurol.
2013 Mar;73(3):370-80

La CIDP es una neuropatia crénica autoinmune en la que se ha propuesto un papel
importante en su patogenia de los autoanticuerpos. En estudios previos habian sido
descritos anticuerpos contra proteinas de la mielina mediante ELISA o western-blot,
pero los resultados no se reprodujeron usando ensayos basados en células que

mantuvieran la conformacidn de la proteina sin desnaturalizar y ninguno de esos



autoanticuerpos se demostrd Util como biomarcador. Mas recientemente el
descubrimiento en biopsias del nervio sural de pacientes con CIDP de que la
estructura del nodo de Ranvier esta desorganizada ha llevado a buscar antigenos
candidatos en el nodo de Ranvier y estructuras relacionadas. Nosotros, usando una
aproximacion no sesgada, disefiamos un estudio que utilizaba técnicas de
inmunocitoquimica en neuronas, inmunoprecipitacién y confirmacién de antigenos en
células transfectadas para tratar de encontrar autoanticuerpos que pudieran servir de
biomarcadores en la practica clinica diaria.

De 46 pacientes con una CIDP bien caracterizada, encontramos 7 que reaccionaban
contra neuronas. Dos de estos pacientes precipitaron la proteina contactin-1 (CNTN1)
y otro precipité CNTN1 y contactin-associated protein-1 (CASPR1). La reactividad
contra dichas proteinas fue confirmada con inmunocitoquimica, inmunohistoquimica
y experimentos de absorcion. Ninguno de los 104 controles fue positivo. Los tres
pacientes que reaccionaban contra CNTN1 compartian un fenotipo especifico que
incluia avanzada edad, inicio agresivo, predominio motor, degeneracion axonal
marcada de inicio y respuesta pobre a las IVIg. Estas caracteristicas clinicas definen un
subgrupo de CIDP con fenotipo homogéneo.

CONCLUSION: Por tanto, los anticuerpos contra CNTN1 son el primer biomarcador
con utilidad clinica identificado en CIDP.

CONCLUSION GENERAL: En resumen, estos resultados refuerzan la nocién de que las
neuropatias autoinmunes constituyen un grupo muy heterogéneo de enfermedades
en las que la descripcion de autoanticuerpos y sus correlatos clinicos puede tener

importantes implicaciones diagndsticas, prondsticas y terapéuticas.



2. INTRODUCCION
2.1. El nervio periférico
El sistema nervioso periférico (SNP) esta formado por las raices nerviosas, los nervios,
la unidn neuromuscular y los musculos. Los nervios son las estructuras nerviosas
encargadas de recoger o transmitir el impulso nervioso a los miembros u 6rganos
periféricos. Las estructuras que lo forman son los pares craneales, las raices nerviosas,
los ganglios raquideos dorsales, los ganglios vegetativos y los nervios periféricos. Los
nervios periféricos son estructuras cordonales que contienen fibras nerviosas
formadas por los axones de neuronas motoras somaticas, motoras vegetativas o
sensitivas y células de Schwann. Por esta razén los nervios pueden clasificarse como
motores (eferentes), sensitivos (aferentes) o mixtos. La mayoria de los troncos
nerviosos principales son mixtos y contienen fibras motoras, sensitivas y vegetativas.
2.1.1. Estructura
Las fibras nerviosas que conforman los nervios periféricos estan constituidas por
grupos de axones de grosor variable en funcién del tipo de fibra, recubiertas de
células de Schwann y protegidas por tejido conectivo circundante, que separa las
distintas fibras nerviosas (endoneuro), las agrupa en fasciculos (perineuro) y las

aisla de los tejidos circundantes (epineuro; Figura 1).
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Figura 1. Estructura macroscdpica del nervio periférico. Imagen adaptada de Texto y Atlas de
Anatomia Prometheus, volumen 3. Version: http://www.med.ufro.cl/
Las caracteristicas funcionales del axdn de una fibra nerviosa determinan su
morfologia y la de la célula de Schwann que le da soporte. Las fibras nerviosas
pueden estar mielinizadas (fibras mielinizadas) o no (fibras amielinizadas) y se
clasifican, dependiendo de sus caracteristicas funcionales, en varios subgrupos
(Figura 2). Las fibras de mayor grosor (A y B) estan recubiertas de una cubierta

de mielina compacta cuyo grosor depende del didmetro del axén que recubren.
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Figura 2. Clasificacion de los tipos de fibras nerviosas y descripcién de sus caracteristicas

fisioldgicas

Entre las fibras mielinizadas de mayor grosor se encuentran las motoras

voluntarias y proprioceptivas musculares. Los axones de las fibras amielinicas,

que son los de menor diametro, se encargan de la transmisién de dolor y

temperatura y de funciones vegetativas. En las fibras nerviosas amielinicas una

célula de Schwann engloba en su citoplasma varios axones de pequefio calibre,

dandoles soporte. En las fibras mielinizadas, cada célula de Schwann se encarga

de envolver un segmento de aproximadamente 100um de longitud de un axon.

Entre dos células de Schwann mielinizantes contiguas persiste un pequeno

segmento de axon expuesto de 1-2um llamado nodo de Ranvier (NdR). El espacio

entre dos nodos de Ranvier, ocupado por una célula de Schwann recibe el

nombre de espacio internodal (Figura 3).
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Figura 3. Estructura de la fibra mielinizada y esquema de la conduccidn saltatoria a través de los
nodos de Ranvier. Cortesia de Encyclopedia Britannica, Inc

2.1.2. El nodo de Ranvier: Estructura, dominios funcionales e importancia en la

conduccion nerviosa

El proceso de mielinizacién se produce de forma similar en el sistema nervioso
central y periférico, aunque cada uno cuenta con particularidades especificas(1).
Mientras en el sistema nervioso central la célula encargada de la formacién de la
vaina de mielina es el oligodendrocito, en el SNP esta funcién la lleva a cabo la
célula de Schwann(2). El oligodendrocito es capaz de mielinizar varios axones
simultdaneamente, mientras la célula de Schwann mieliniza un Unico axon. La
mielinizacion en el SNP es el proceso por el cual dobles capas de membrana
plasmatica se enrollan en torno al axén para crear una vaina aislante cuyo
cometido principal es hacer mas eficiente la conduccién nerviosa. Sin embargo,
la vaina de mielina no sélo aisla a los axones de los axones contiguos y del
espacio extracelular, sino que también proporciona soporte tréfico al axén y es

clave en el proceso de regeneracién del axén tras una lesidn nerviosa(2).



En el proceso de mielinizaciéon la unién axo-glial determina la aparicion de
dominios de membrana especificos con caracteristicas funcionales
diferenciadas. Aparecen asi dominios contiguos pero con estructura moleculary
funciones especificas como son la zona internodal, el yuxtaparanodo, el
paranodo y el NdR(Figura 4) (3). La aparicidon de estos dominios especificos,
separados mediante uniones estrechas entre la membrana de la célula de
Schwann y el axdn, restringe la difusion de moléculas de membrana del axon a
otros dominios funcionales. La integridad de dicha separacion en dominios
funcionales y moleculares es fundamental para el correcto desarrollo del nervio

periférico y para la propagacion saltatoria del impulso nervioso(1, 4).
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Figura 4. Estructura del nodo de Ranvier en el SNC (izquierda de la imagen) y en el SNP (derecha
de la imagen), en la que se ve la presencia de vellosidades de las células de Schwann el nodo
periférico de las que carece la fibra mielinica en el SNC. Obtained from Veterinary
NeuroHistology Atlas, College of Veterinary Medicine, University of Minnesota.
http://vanat.cvm.umn.edu/neurHistAtls/pages/glial5.html

Los mecanismos detallados por los cuales se produce la mielinizacion periférica y
la organizacion en diferentes dominios regionales son desconocidos, pero

algunas de las moléculas implicadas en las uniones entre axén y célula de



Schwann, de éstas a la matriz extracelular y al citoesqueleto y los canales
responsables de la conduccion saltatoria han sido descritas parcialmente(4). En
el proceso de mielinizacion la célula de Schwann inmadura extiende dos
procesos siguiendo el trayecto del axén. Los extremos de dichos procesos
definiran la presencia de un NdR. La célula de Schwann extiende su membrana
lateralmente y se enrolla de forma espiral alrededor del axén. En este proceso
tiene un papel clave la matriz extracelular que, en el caso del nervio periférico,
recibe el nombre de membrana basal(1).

Los NdR son los espacios comprendidos entre dos células de Schwann que se
encuentren formando la vaina de mielina a lo largo de un mismo axén vy en los
gue se encuentra un segmento de axdn desprovisto de recubrimiento mielinico.
Los NdR se distribuyen de forma regular a lo largo de una fibra nerviosa y son los
responsables de la conduccion saltatoria del impulso nervioso. Los NdR son ricos
en canales de sodio dependientes de voltaje (principalmente Nav1.6). Los
canales de sodio son fundamentales para la propagacion del impulso nervioso y
su ausencia determina una reduccién dramatica de la velocidad de conduccién
en el nervio(5).

La localizacién especifica de los canales de sodio depende de diversas moléculas
de adhesion celular (CAMs) y de citoesqueleto que ayudan a mantener la

conformacion del NdR (Figura 5).
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Figura 5. Estructura del nodo de Ranvier y regiones adyacentes en el que se muestra la presencia

de 3 dominios funcionales diferenciados: nodo, paranodo y yuxtaparanodo, con una

composicion molecular especifica que determina su funcion. Imagen extraida de Ogawa y cols(6)
Entre ellas se encuentran la neurofascin-186 (NF186), la NrCAM, la BIV-spectrin
y la ankyrin-G(7-9). Los canales de sodio se agrupan gracias a la ankyrin-G y la
BIV-spectrin(10). A su vez, la ankyrin-G se une a la NF186 que se encarga de
coordinar el agrupamiento de los canales de sodio y su localizacién en el
NdR(11, 12). Otras CAMs como la gliomedina (GMD se expresan en
prolongaciones de membrana de las células de Schwann proyectadas hacia la
zona nodal llamadas microvellosidades(13). La GMD se une a NrCAM y NF186,
de tal forma que el complejo ankyrin-G- BIV-spectrin-canales de sodio-NF186
gueda agrupado y anclado, por un lado al citoesqueleto del axdn y por el otro a
la célula de Schwann, asegurando su estructura(14). Esto sugiere que,
probablemente, la célula de Schwann es la responsable del agrupamiento de los
canales de sodio y del mantenimiento de la estructura del NdR.
El paranodo es la zona contigua al NdR en la que la célula de Schwann forma
bucles de membrana que se anclan al axén formando septos. Estas uniones axo-

gliales impiden la difusion de las moléculas del NdR al yuxtaparanodo, anclan la



célula de Schwann al axén y son fundamentales en el proceso de
mielinizacién(15). En el establecimiento de las uniones axo-gliales en el
paranodo juega un papel fundamental el complejo formado por contactin-1
(CNTN1) y contactin-associated protein-1 (CASPR1). Ambas son proteinas de
membrana que forman dimeros y cuya expresidon requiere de la presencia de
ambas en la membrana(16, 17). El complejo CNTN1/CASPR1 presente en el
axolema se une a la isoforma 155 de la neurofascina (NF155), expresada en los
bucles paranodales de la célula de Schwann(18). NF155 surge mediante un
proceso de splicing alternativo del mRNA del gen NFASC, que codifica también
para la proteina NF186 del NdR. La unién entre NF155 y el complejo
CNTN1/CASPR1 asegura la separacién entre los canales de potasio del
yuxtaparanodo y los de sodio del NdR(19). A su vez, el complejo
NF155/CNTN1/CASPR1 esta anclado al citoesqueleto gracias a la proteina 4.1B y
a diversas isoformas de spectrin que garantizan la estabilidad de las uniones
axo-gliales y la separacion de los diversos dominios funcionales de la membrana
axonal(20). Los ratones mutantes para NF155, CNTN1 y CASPR1 comparten un
fenotipo en el que, ademas de afectacion central (predominantemente
cerebelosa), presentan una afectacidn nerviosa periférica caracterizada
electrofisiolégicamente por amplitudes y velocidades reducidas de los
potenciales motores, caracteristicas que pueden encontrarse en algunas
neuropatias hereditarias y adquiridas(16-18, 21-23). A excepcién de pequefias
variaciones patoldgicas los 3 mutantes muestran una separacion de la
membrana de la célula de Schwann y el axolema visible por microscopia
electrénica asi como la localizacion aberrante de los canales de potasio del

yuxtaparanodo en el paranodo.



La regidn yuxtaparanodal es la regidn contigua al paranodo. Constituye un
dominio axonal diferente caracterizado por la alta densidad de canales de
potasio dependientes de voltaje (especialmente los subtipos Kv1.1y Kv1.2)y
cuya funcién mas evidente es la repolarizacion del axon(24). Las CAMs también
tienen un papel clave en el mantenimiento de la estructura del yuxtaparanodo
(Figura 5). En este caso las proteinas fundamentales son contactin-2 (TAG-1) y
contactin-associated protein 2 (CASPR2) que, de la misma manera que en el
paranodo, forman un complejo dimérico estable(25, 26). La ausencia de CASPR2
conlleva la distribucién de los canales de potasio a lo largo de toda la regidn
internodal

El internodo o region internodal es la zona comprendida entre dos
yuxtaparanodos y abarca el 99% de un segmento mielinizado de nervio. El
grosor de la capa de mielina en la regidn internodal esta determinado por el
didmetro del axdon que envuelve, aunque los mecanismos moleculares que
determinan el grosor de la envuelta mielinica permanecen desconocidos(27).
Diversas proteinas de esta regién son tambien fundamentales en el
mantenimiento de la vaina de mielina, como la myelin associated glycoprotein
(MAG), Par-3 o las proteinas nectin-like (Necl)(28, 29).

La organizacion de la fibra mielinizada en dominios funcionales tiene como
cometido fundamental aumentar la eficiencia de la conduccién nerviosa. El
impulso nervioso en una fibra mielinizada se inicia en el soma de la neurona o en
los terminales periféricos (en el caso de las neuronas sensitivas) y el potencial
de accidn se transmite de forma saltatoria a través de los NdR gracias a
corrientes de sodio hacia el interior del axdn generadas por los canales de sodio
situados en el NdR. Los canales de potasio Kv1 localizados en el yuxtaparanodo

son los responsables de la hiperpolarizacién del axén tras un potencial de accidn



que impide la propagacion del potencial hacia atras y de la vuelta de la
membrana axonal al potencial de reposo. La estrecha unién axo-glial tiene como
funcién fundamental separar fisicamente los canales de sodio Nav1 de los Kvly
preservar asi la especializacién funcional(27). La ausencia de alguna de las
proteinas encargadas de la union axo-glial o de agrupar los Nav1 en el nodo de
Ranvier o los Kv1 en el yuxtaparanodo, provoca la incorrecta localizacién de
dichos canales. La difusion de los canales de K+ hacia el internodo debida a la
ausencia de CASPR2 o TAG-1 determina hiperexcitabilidad en la fibra
nerviosa(30). Sin embargo, la difusidn de los canales de Na+ hacia el paranodo
secundaria a la ausencia de las proteinas paranodales conlleva una profunda
alteracion de la conduccion saltatoria evidente en los modelos animales(31).

En resumen, la especializacion de los dominios de membrana axonales del NdR y
estructuras relacionadas, tiene implicaciones funcionales criticas para la correcta
propagacion del impulso nervioso y, por tanto, su alteracion puede conllevar la

aparicion de enfermedades neuroldgicas.

2.1.3. Inmunologia en el sistema nervioso periférico
El SNP esta aislado del sistema inmune sistémico por la barrera hemato-nerviosa
(BHN), que impide la difusién directa de células y moléculas solubles del sistema
inmune hacia las fibras nerviosas. La integridad de la BHN es fundamental para el
mantenimiento de la homeostasis inmune en el SNP y su ruptura es clave en el
desarrollo de diversas neuropatias inmunomediadas(32). La presencia de la BHN
implica que el SNP sea considerado un sistema inmuno-privilegiado, aunque el
aislamiento que determina es menor que el de su homdéloga en el sistema nervioso

central, la barrera hematoencefdlica. Las raices nerviosas, el ganglio raquideo dorsal



(GRD) y la unién neuromuscular son las Unicas regiones en las que la BHN no esta
presentey, a priori, las dreas mas expuestas a moléculas y células circundantes.

A pesar de que el SNP sea inmuno-privilegiado, tiene un complejo sistema de
vigilancia inmune, que incluye células T, B y, especialmente, células presentadoras de
antigenos (CPAs) como los macrofagos(33). Ademas, las propias células de Schwann
tienen la capacidad de activarse ante la presencia de dafio en la fibra nerviosa y son
capaces de presentar antigenos(34). El conocimiento de la accién del sistema inmune
en el SNP estd fundamentalmente basado en el estudio de modelos animales
mientras que el conocimiento de los mecanismos especificos en humanos, tanto en
salud como en enfermedad, es muy limitado. El modelo animal mds utilizado es la
neuritis alérgica experimental (EAN), en la que se consigue la aparicién de una
neuropatia inflamatoria monofasica tras la inoculacién de mielina completa, proteinas
de la mielina (P2, PO, PMP22) o péptidos derivados de éstas proteinas(35).

Las enfermedades inflamatorias o autoinmunes del nervio periférico se caracterizan
por la presencia de infiltrados inflamatorios, depdsito de inmunoglobulinas y
complemento en la superficie de las fibras nerviosas, desmielinizacién y daio axonal
en grado variable dependiendo de la enfermedad. La mayor parte de estos cambios
se asemejan a los encontrados en la EAN, aunque no pueden considerarse
estrictamente homdlogos(33).

2.1.3.1. Inmunidad celular en el nervio periférico

La caracteristica inmunopatolégica fundamental en la EAN y en varias
neuropatias autoinmunes como el Sindrome de Guillain-Barre (SGB) o la
poliradiculoneuropatia inflamatoria desmielinizante crénica (CIDP) es la
presencia de infiltrados inflamatorios perivenulares en el nervio periférico(36). La
ruptura de la barrera hemato-nerviosa y entrada de las células inflamatorias en

el nervio periférico ha sido estudiada en la EAN. Algunas de las citocinas,



moléculas de adhesidon y metaloproteasas necesarias para que este proceso se
lleve a cabo estan aumentadas en el suero o LCR de pacientes con neuropatias
inflamatorias y el papel de las células T activadas como iniciadoras de la
respuesta inmune en el nervio esta bien documentada en modelos animales(37).
Tras el encuentro de las células T con el antigeno presentado por las CPAs las
células T comienzan su expansién clonal. En la CIDP, por ejemplo, se ha
demostrado la expansién de poblaciones mono u oligoclonales de linfocitos T
CD8+ mediante la secuenciacién de sus receptores de célula T (TCR)(38). Estos
hallazgos sugieren que las células CD8+ con reactividades antigénicas restringidas
proliferan activamente en la CIDP en respuesta a un antigeno cuya naturaleza es
desconocida.

El antigeno es presentado a las células T gracias al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) de clase | (reconocido por las CD8+) y de clase Il
(reconocido por las CD4+). La expresion del MHC-II esta restringida a las CPAs
(linfocitos B, monocitos y macréfagos, células dendriticas), mientras el MHC-I se
expresa en todas las células del organismo salvo escasas excepciones. Algunos
haplotipos de MHC-II se han asociado al desarrollo de SGB(39, 40). Una vez
activadas las células T secretan citocinas proinflamatorias (IL2, IFN-y, TNF-a) que
contribuyen a propagar la respuesta inmune. En varias neuropatias autoimunes
la activacidn de células T circulantes estd incrementada(41). Aunque el antigeno
responsable de esta activacidn, en general, se desconoce, algunos estudios han
demostrado que la adicidn a cultivos de células T de pacientes con SGB del
gangliésido GM1 (antigeno bien caracterizado en el SGB) determina un aumento
de la secrecién de IFN-y(42). Ademas, los niveles de células productoras de IFN-y
es superior que en controles, sugiriendo un papel fundamental de linfocitos T

CD4+ en estas neuropatias.



Las células T no sélo tienen un papel en la generacién de una respuesta
inflamatoria en el nervio periférico, sino también en su terminacién. Las células T
reguladoras (Tregs) se caracterizan por los marcadores de superficie CD4+CD25+
y la presencia del factor de transcripcion FoxP3 y por la secrecidn, entre otras, de
interleucina-10 (IL10)(43). La ausencia de Tregs determina un aumento de
fendmenos autoinmunes(44) y su déficit o funcién defectuosa se ha descrito en
varias enfermedades autoinmunes(45). Tanto los niveles de Tregs como su
funcién estdn alteradas en la CIDP y el GBS, lo que podria contribuir al desarrollo
de ambas enfermedades(41, 46-50).

2.1.3.2. Inmunidad humoral en el nervio periférico

2.1.3.2.1. Anticuerpos
En las neuropatias autoinmunes, especialmente en el SGB, se acepta
con caracter general como factor inicial en su patogenia la presencia
de una respuesta humoral especifica dirigida contra glucolipidos de
membrana. La presencia de anticuerpos contra diversos ganglidsidos
o contra glucolipidos relacionados se ha reportado tanto en el SGB
como en la CIDP, la neuropatia motora multifocal (NMM) y las
neuropatias atdxicas crénicas(51). A su vez se ha demostrado la
presencia de anticuerpos contra epitopos glicosilados de la proteina
MAG de la mielina en pacientes con neuropatia asociada a
gammapatia monoclonal(52). El ejemplo paradigmatico del papel de
la inmunidad humoral en el nervio periférico es el SGB, enfermedad
postinfecciosa en la que se ha demostrado que existe una reactividad
cruzada de anticuerpos dirigidos contra antigenos de
microorganismos patdgenos (como Campilobacter, Haemophilus o

citomegalovirus) y gangliésidos presentes en las fibras nerviosas



como GM1(53). En el caso del Campilobacter, la generacién de una
respuesta humoral contra el lipooligosacarido de la membrana del
Campilobacter, por un mecanismo de mimica molecular, deriva hacia
una respuesta contra el gangliésido GM1, presente en los axones de
fibras mielinizadas. El proceso por el cual se generan dichos
autoanticuerpos o las reactividades antigénicas especificas no estan
tan claras en otros subtipos de SGB o en la CIDP. Independientemente
del mecanismo que lleve a la generacién de autoanticuerpos contra el
nervio periférico, su presencia puede determinar dafo en las células
diana gracias a mecanismos diversos: internalizacién del antigeno
diana, fijacion de complemento y lisis celular o unién a receptores de
inmunoglobulinas (FcR) de los monocitos que determine la activacion
de éstos y la fagocitosis de la célula diana.

La patogenicidad de los anticuerpos detectados en neuropatias
inmunomediadas es controvertida. En el caso de algunos anticuerpos
antigangliésido (GQ1lb o GD1b) se ha demostrado que son capaces de
alterar la transmisién neuromuscular o dafar las neuronas del ganglio
raquideo dorsal(54, 55). Sin embargo, la patogenicidad de muchos de
los antigenos descritos tanto para el SGB como para otras neuropatias
(proteinas de la mielina, otros gangliésidos, complejos de
gangliosidos) es controvertida. En cualquier caso,
independientemente de su potencial patogénico, la descripcion de
distintas reactividades antigénicas en las neuropatias
inmunomediadas ha contribuido a la descripcién de fenotipos

especificos asociados a cada reactividad y, por tanto, ha ayudado en



el proceso diagndstico o en el establecimiento del prondstico de cada

fenotipo especifico(51).

2.1.3.2.2. El papel de los anticuerpos como biomarcadores
El estudio del papel de los anticuerpos en las enfermedades
autoinmunes vy, particularmente, el descubrimiento de su antigeno
diana, tiene implicaciones fundamentales en el conocimiento de la
patogenia de la enfermedad pero, ademas, tiene utilidad directa en la
practica clinica diaria. Los autoanticuerpos reactivos contra antigenos
especificos de enfermedad tienen una utilidad en la practica clinica
triple. Por un lado facilitan el diagndstico de la enfermedad,
distinguiéndola de otras enfermedades similares o de patogenia
diferente, lo cual puede tener, a su vez, implicaciones directas en el
tratamiento o en el prondstico para el paciente. Por otro lado, en
algunos casos, los titulos de autoanticuerpo correlacionan con la
gravedad de la enfermedad, de tal forma que las variaciones de los
titulos pueden ser monitorizadas y ajustar los tratamientos en funcion
no solo de parametros clinicos o de sintomas subjetivos sino también
de los titulos de anticuerpo. Finalmente, las caracteristicas del
autoanticuerpo detectado o de su antigeno diana pueden
proporcionar pistas sobre su patogenia e, incluso, guiar las estrategias
terapedticas. Por ejemplo, el mecanismo que conduce a la produccion
de un autoanticuerpo IgM, IgE, IgA o IgG estda marcado por la
naturaleza inicial de la respuesta inmune, por las caracteristicas del
tejido en el que se produce la sensibilizacion, por la localizacién y

naturaleza quimica del antigeno, etc. De la misma forma el ataque



contra nacidos nucleicos, proteinas, lipidos o glucidos, depende de
mecanismos inmunes diferentes, por lo que del analisis de las
caracteristicas del antigeno también pueden obtenerse conclusiones
utiles al respecto de la patogenia de la enfermedad vy, por tanto,
pueden guiar la seleccién de terapias inmunosupresoras o de
desensibilizacién.

Los autoanticuerpos altamente especificos de una enfermedad suelen
ser, en la mayor parte de los casos, patogénicos a su vez. El bloqueo
del antigeno diana o la destruccion de la célula en la que reside
determinan el fenotipo de la enfermedad en estos casos. Sin
embargo, en multitud de enfermedades se han descrito
autoanticuerpos sin potencial patogénico que, sin embargo, se
asocian de manera relativamente especifica a una enfermedad y, por
tanto, pueden ser utilizados para su diagndstico. Por esta razoén,
aunque la descripcion de asociaciones clinico-inmunoldgicas no tenga
implicaciones directas en el conocimiento ultimo de la patogenia de la
enfermedad, su descubrimiento puede tener implicaciones directas
en el manejo de los pacientes con enfermedades autoinmunes.

Las enfermedades neuromusculares han sido pioneras en la
descripcién de autoanticuerpos especificos que han cambiado
drasticamente la forma en que se diagnostican o tratan. El hallazgo en
los afios 70 de la presencia de anticuerpos contra el receptor de
acetilcolina (AChR) en mas del 80% de los pacientes con miastenia
gravis (MG) fue crucial para avanzar en el conocimiento de la
enfermedad, pero ademas ayudo a distinguir aquellas miastenias de

origen autoinmune de las de origen congénito, asi como a guiar la



seleccidn de tratamientos (recambio plasmatico, inmunoglobulinas,
esteroides)(56). Estudios posteriores determinaron los epitopos,
contra los que iba dirigido el anticuerpo, sus isotipos (IgG1 e 1gG3), el
papel del timo y, por tanto, de las células T CD4+ en su patogenia, etc.
Aun asi, el 15% de los pacientes en los que se sospechaba una MG
autoinmune no tenian autoanticuerpo conocido hasta que fue
descubierto un subgrupo de pacientes que reaccionaban contra la
proteina Muscle specific-kinase (MusK)(57). El descubrimiento de
dicho autoanticuerpo hizo evidente algo que hasta entonces habia
pasado desapercibido: que existia un subgrupo de pacientes dentro
de la MG autoinmune, con peor prondstico, peor respuesta a
tratamiento esteroideo y una distribucion de los sintomas diferente.
Ademas los anticuerpos patogénicos eran del isotipo 1gG4 lo que
presume un origen patogénico diferente(58). Finalmente, de forma
paradigmatica, la descripcion de estos subgrupos ha llevado a
descubrir que el tratamiento con terapias anti-CD20 (contra células B)
puede cambiar dramaticamente el prondstico de estas enfermedades
dependiendo de cual es su autoanticuerpo(59).

Las neuropatias inmunomediadas, que serdan descritas mas adelante,
también son ejemplo paradigmatico de cémo la descripcién de
reactividades antigénicas puede ayudar definitivamente en la practica
clinica diaria.

2.1.3.3. Funciones inmunes de las células de Schwann

Como ha sido mencionado previamente, el papel fundamental de las
células de Schwann es proteger y dar soporte trofico al axon y formar la

capa aislante de mielina para mejorar la eficiencia de la transmisidon del



impulso nervioso. Sin embargo las células de Schwann, ademas, tienen un
papel clave en los mecanismos inmunes encargados de proteger al nervio
periférico. Las células de Schwann son capaces de reconocer y presentar
antigenos y de modular la respuesta inmune que esta teniendo lugar en el
nervio periférico(60).

Durante el curso de una respuesta inmune contra un microorganismo o de
un autoantigeno dos sistemas juegan papeles sucesivos. El reconocimiento
inicial del antigeno y el desencadenamiento de una respuesta inmune
comienza con la inmunidad innata, cuya respuesta es esencialmente
idéntica cada vez que el mismo antigeno es reconocido y cuya mision
principal es detectar patrones moleculares asociados a patégenos. Las
células principales (aunque no exclusivas) de esta respuesta inicial son los
granulocitos, los monocitos y células dendriticas y los linfocitos natural
killer. Tras la respuesta innata, tiene lugar una respuesta inmune
adaptativa. Esta segunda respuesta es altamente especifica para cada
antigeno y viene determinada fundamentalmente por el procesamiento del
antigeno por algunas de las células de la inmunidad innata (monocitos y
células dendriticas mayoritariamente) y su presentacion a las células de la
inmunidad adquirida (particularmente las células T). Existen multiples
receptores y moléculas encargadas de detectar patrones moleculares
asociados a patégenos, aunque los mas conocidos son los “toll-like
receptors” (TLRs)(61). Los TLRs reconocen patrones moleculares que se
asocian a organismos patdgenos y son los encargados de iniciar la

respuesta inmune (Figura 6).



Figura 6. Vias de sefializacion de los Toll-like receptors.Obtained from Adserotec
http://www.abdserotec.com/toll-like-receptor-minireview-tlr.html

También son capaces de detectar algunas moléculas endégenas, lo cual
hace que también hayan sido descritos como claves en las respuestas
contra antigenos enddgenos y, por tanto, en la aparicidn de
autoinmunidad(62). Existen hasta 11 TLRs diferentes, situados en la
superficie de la membrana o en vesiculas del citoplasma, cada uno de los
cuales reconoce patrones moleculares diferentes. Por ejemplo, el TLR4
reconoce el lipopolisacarido (LPS) de la pared de las bacterias gram
negativas, el TLR3 reconoce RNA de doble cadena o el TLR9 reconoce DNA
no metilado, etc.

Los TLRs los expresan habitualmente las células presentadoras de
antigenos. Sin embargo, ante condiciones inflamatorias, las células de
Schwann son capaces de expresar algunos TLRs en su superficie,

especialmente TLR3, TLR4 y TLR7 y, por tanto, de reconocer antigenos(63).



De hecho, las células de Schwann secretan factores de crecimiento,
guimiocinas e inhibidores de proteasas tras la estimulacion de TLR4
mediante LPS o de TR2 y TLR3(60). Asimismo se ha demostrado la presencia
en las células de Schwann de grandes cantidades del factor de transcripcién
Nf-kB, que es crucial en las cascadas pro-inflamatorias tras la estimulacion
de los TLRs(64, 65).

Ademas de responder activamente ante la estimulacién de TLRs, las células
de Schwann son capaces de sobreexpresar moléculas de MHC-l y Il en
ambientes pro-inflamatorios y, por tanto, de presentar antigenos(34).
Ademas la expresion de moléculas de MHC-II por parte de las células de
Schwann también ha sido demostrada en las biopsias de pacientes con
SGB. La presencia de moléculas co-estimuladoras en la superficie de la
célula de Schwann refuerza su probable papel como CPA en el nervio
inflamado(66).

Por otro lado las células de Schwann son capaces de secretar varias
citocinas ante determinadas condiciones. Entre ellas estan las citocinas
proinflamatorias IL-1, IL-6 y TNF-a(67, 68) y la citocina reguladora TGF-
B(69). Ademas las células de Schwann expresan constitutivamente
receptores de TNF-a. Otros moduladores de la respuesta inmune como el
6xido nitroso, los leucotrienos, las prostaglandinas y los tromboxanos
también pueden ser secretados por las células de Schwann(70, 71).
Finalmente, las células de Schwann también parecen jugar un papel en la
finalizacion de la respuesta inmune localmente. En ambiente pro-
inflamatorio las células de Schwann expresan en su superficie el ligando de

Fas (FaslL), cuya interaccidn con el receptor Fas en la superficie de las



células T determina la apoptosis de éstas, contribuyendo asi a la
terminacion de la respuesta inmune(72, 73).
En resumen, las células de Schwann no sdélo son imprescindibles para dar
soporte trofico al axdn y mejorar la transmisidn del impulso nervioso, sino
gue son claves tanto en la generacién como en la terminacién de respuesta
inmunes en el nervio periférico.
2.2. Neuropatias autoinmunes
2.2.1. Introduccion
Las neuropatias inflamatorias o autoinmunes son un grupo heterogéneo de
neuropatias adquiridas, agudas o crénicas, cuya caracteristica en comun es la
respuesta a terapias inmunomoduladoras o inmunosupresoras. Generalmente se
clasifican como neuropatias autoinmunes el SGB y sus variantes, la CIDP, la MMN
y la neuropatia asociada a paraproteinemia(74). Dentro de ellas diversas se han
descrito variantes y subgrupos especificos que se detallaran mas adelante.
Ocasionalmente se incluyen en este grupo las neuropatias vasculiticas y las
paraneopldsicas que, dada su frecuente asociaciéon con enfermedades sistémicas
y sus particularidades patogénicas, no suelen considerarse dentro del mismo
grupo que las neuropatias autoinmunes primarias. En definitiva, las neuropatias
autoinmunes constituyen un grupo muy heterogéneo de enfermedades con
particularidades clinicas y patoldgicas (Tabla 1).
2.2.2. Caracteristicas clinicas de las neuropatias autoinmunes

2.2.2.1. Sindrome de Guillain-Barré y variantes

El SGB ha sido clasicamente definido por la presencia de una debilidad
ascendente, simétrica, de curso subagudo (alcanza el nadir dentro del
primer mes de inicio) y con arreflexia que acontece tras una infeccion en el

mes precedente (generalmente de vias respiratorias altas o



gastroenteritis), aunque también puede suceder en el contexto de
vacunacion reciente o de neoplasias(75). Los criterios diagndsticos clasicos
recogen este cuadro clinico que corresponderia con el SGB tipico(76).
Aunque caracteristicamente se define al SGB como un cuadro motor, la
presencia de hipoestesia con patrdn polineuropatico en guante y calcetin

es una caracteristica casi constante en el SGB tipico.

Tabla 1. CLASIFICACION DE LAS NEUROPATIAS INFLAMATORIAS (modificado de Meyer zu
Horste)(35)

Antigenos descritos
Sindrome de Guillain-Barrré y
variantes

Polineuropatia aguda inflamatoria desmielinizante (AIDP)

Neuropatia aguda axonal motora (AMAN) GM1, GD1a
Neuropatia aguda axonal sensitivo-motora (AMSAN) GM1, GD1a
SGB sensitivo GD1b
Neuropatia sensitivo-ataxica aguda (ASAN) Disialosil
Sindrome de Miller-Fisher NeuNAcNeuNAcGal
SGB atdxico GQlb
Variantes locoregionales
Pardlisis faringo-cérvico-braquial GTla

Pandisautonomia aguda

Poliradiculopatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP)

CIDP tipica PO, PMP22, P2,
CIDP atipica LM1
CIDP sensitiva pura CAMs (Contactin-1,
CIDP motora pura Neurofascin 155,
CIDP ataxica pura NrCAM, gliomedin,
Variante distal (DADS) neurofascin 186)

Asimétrica (variante Lewis Sumner)

Neuropatia Motora Multifocal (NMM)
NMM con bloqueos de la conduccion
NMM sin bloqueos de la conduccion GM11gM
Polineuropatia asociada a gammapatia monoclonal de significado
incierto IgM (MGUSP)
MGUSP asociada a anticuerpos anti-MAG MAG
MGUSP con gammapatia monoclonal IgM sin anti-MAG



Sin embargo el espectro clinico actual de neuropatias inflamatorias agudas
o subagudas postinfecciosas abarca fenotipos clinicos diversos que incluyen
variantes motoras o sensitivas puras, variantes con afectacién de pares
craneales anadida o exclusiva, variantes locales como la paralisis faringo-
cérvico-braquial y variantes ataxicas con o sin oftalmoparesia como el
sindrome de Miller-Fisher o la neuropatia atdxica aguda(77). Las
clasificacidn de las variantes del SGB atendiendo a criterios
electrofisioldgicos es la mas utilizada, aunque también se han propuesto
clasificaciones atendiendo a criterios patoldgicos. Independientemente de
la clasificacién que se tenga en cuenta la forma tipica de SGB presenta
caracteristicas electroneurograficas que sugieren una patologia
desmielinizante de nervio periférico o raiz nerviosa. Sin embargo, un
porcentaje significativo de pacientes presenta patologia predominante o
exclusiva axonal e, incluso las formas clasicas, pueden presentar
degeneracidn axonal secundaria a la desmielinizacién con el tiempo. En
cualquier caso, en el momento actual, se asume que el SGB es un conjunto
de sindromes formando un espectro clinico continuo y con caracteristicas
clinicas y electrofisioldgicas que pueden solaparse(78).

A pesar de ser relativamente infrecuente, con una incidencia de alrededor
de 1/100.000 hab/afio (entre 0.89 y 1.89 en paises occidentales) el SGB es
la neuropatia autoinmune mds frecuente y una causa importante de
paralisis aguda y, por tanto, de discapacidad en todos los grupos de
edad(79-83). Su incidencia es estable con la excepcion de pequenias
epidemias puntuales(84) y es discretamente mas frecuente en hombres

que en mujeres (Odds Ratio en torno a 1.5)(78, 81, 82, 85). Puede ocurrir



en cualquier grupo de edad, si bien la frecuencia aumenta un 20% por cada
década de incremento de edad. En 2/3 de los pacientes la clinica esta
precedida por una infeccion respiratoria de vias altas o por diarrea(77).
Aungue se ha descrito la asociacion del SGB con multitud de agentes
patdgenos y vacunas, los mas frecuentemente detectados son el
Campilobacter jejuni (en hasta el 30% de pacientes) y el citomegalovirus
(que aparece en el 10% de SGB)(51). Aun asi las probabilidades de
desarrollar un SGB tras la infeccién por Campylobacter o citomegalovirus
son relativamente bajas (alrededor de 1/1000 de pacientes infectados por
dichos patdgenos desarrollan posteriormente un SGB)(84, 86, 87). Ademas
de los patégenos convencionales las vacunas son la segunda causa mas
frecuente de SGB y las responsables de que hayan sido reportadas
pequefias epidemias de SGB tras campafias masivas de vacunacién. Se han
descrito SGB tras la administracion de vacunas diversas, aunque, debido a
su uso masivo, las epidemias mejor caracterizadas de SGB fueron
secundarias a vacunaciones contra el virus de la gripe(88).

En el SGB la localizacion o caracteristicas de los sintomas pueden ser muy
variables, aunque en la forma tipica, predominan una debilidad subaguda
de miembros relativamente simétrica que puede progresar rapidamente y
afectar musculatura craneal, bulbar y respiratoria, parestesias e hipoestesia
en guante y calcetin y arreflexia. Sin embargo existen diversas variantes con
particularidades clinicas y electrofisioldgicas que se detallan mas adelante.
En el 70% de los casos de SGB existe afectacion del facial y hasta el 25% de
los pacientes requieren asistencia ventilatoria. El nadir se alcanza entre la
primera y tercera semanas del comienzo y hasta 2/3 de los pacientes son

incapaces de caminar sin ayuda en el momento mds grave de la



enfermedad(78). Es relativamente frecuente la aparicion de disautonomia
durante el curso de la enfermedad que puede manifestarse como
inestabilidad hemodinamica, alteraciones del ritmo cardiaco, alteraciones
de la motilidad intestina o sindrome de secrecién inadecuada de hormona
antidiurética(89). El 5% de los pacientes con SGB fallecen por
complicaciones derivadas de la enfermedad y, aunque el prondstico se
considera bueno en la mayor parte de los supervivientes, hasta un 20% de
los pacientes requieren de asistencia a los 6 meses(80). El pronéstico del
SGB puede ser predicho con relativa exactitud y de forma sencilla gracias a
la escala EGOS, en la que la edad, presencia o no de diarrea y la puntuacion
en la escala de gravedad del SGB determinan con gran precisién las
probabilidades de caminar de forma independiente a los 6 meses(90).

El diagndstico de la enfermedad se realiza en base a las caracteristicas
clinicas, la evolucidn y la ausencia de enfermedades concomitantes asi
como diversos factores que apoyan el diagndstico y entre los que se
encuentran los estudios neurofisiolégicos(76). El estudio neurofisioldgico es
crucial, no sélo para ayudar al diagndstico de la presencia de una
polineuropatia, sino para ayudar a clasificar el SGB dentro de las variedades
axonales o desmielinizantes. Los diferentes subtipos de patrén
electrofisioldgico se describen al describir las diferentes variantes
clinicas(78). Aunque no es especifico del SGB, la presencia de disociacién
albumino-citolégica en el liquido cefalorraquideo (LCR) también apoya el
diagndstico y forma parte de los criterios de diagndsticos de SGB.

En el SGB se ha descrito la presencia de anticuerpos antiganglidsido que,
mas alla del papel en su patogenia, pueden ayudar en el diagndstico de la

enfermedad(51). El patrén de reactividad, de nuevo, varia segun el subtipo



de SGB del que se trate. Por otro lado, las pruebas complementarias
rutinarias (biogquimica, hemograma, autoinmunidad, etc) han de estar
encaminados a descartar la presencia de una polineuropatia aguda
secundaria a otra patologia. Algunas caracteristicas clinicas o hallazgos en
las pruebas complementarias atipicos deben levantar sospechas y hacer
pensar en diagndsticos alternativos(77).
El tratamiento del SGB es exactamente el mismo para todas las variantes
clinicas y, fundamentalmente, consiste en inmunoglobulinas endovenosas
(IVIg) o recambio plasmatico(91, 92). Ambos han demostrado una eficacia
similar aunque las necesidades logisticas y las potenciales complicaciones
gue determina el recambio plasmatico han hecho que predomine el uso de
IVlg sobre la plasmaféresis. La respuesta a las inmunoglobulinas en
pacientes con SGB parece estar determinada por los niveles conseguidos en
plasma de ahi que se haya propuesto que, ante la ausencia de mejoria
alguna al mes o ante la ausencia de niveles de IgG total en sangre
inadecuados, pueda ser util un curso de IVIg adicional(93). Los corticoides,
tanto orales como endovenosos, no han demostrado efectividad en el SGB
en ensayos clinicos aleatorizados, aunque existen series de casos,
especialmente en pacientes con afectacidn radicular prominente (valorada
por resonancia magnética con contraste) e inexcitabilidad precoz del nervio
periférico en los que la adicidn de un curso de metilprednisolona en bolus
podria ser efectiva(94, 95).
2.2.2.1.1. Poliradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria aguda
(AIDP)
La AIDP es la forma de SGB mas frecuente en los paises occidentales

(Europa y América del Norte). Es la variante generalmente asimilada



con el SGB clasico a partir de la cual se elaboraron los criterios
diagndsticos. Consiste, como ya ha sido mencionado, en una
debilidad rapidamente progresiva, con alteraciones sensitivas distales
con predominio de las modalidades sensoriales dependientes de fibra
gruesa y arreflexia. La gravedad es variable pero en mas de la mitad
de los casos, compromete seriamente la autonomia del paciente en el
momento algido(77).

La variante AIDP se caracteriza electrofisiolégicamente por la
presencia de rasgos desmielinizantes en los estudios neurograficos.
Entre ellos destacan la presencia de latencias distales alargadas,
velocidades de conduccién reducidas, bloqueos de la conduccion o
dispersion del potencial motor y aumento de latencia o desapariciéon
de las respuestas F en ausencia de caidas de amplitud generalizadas y
denervacién (Tabla 1). Todas estas caracteristicas (y esto sucede en
cualquiera de las variantes del SGB) pueden no estar presentes al
inicio de la enfermedad y, por tanto, ante un estudio
electrofisioldgico precoz normal es conveniente repetirlo mas
adelante(76).

La forma AIDP, a diferencia de las formas axonales no ha sido
asociada a un patrdn de anticuerpos antigangliésido concreto vy,
aunque se ha descrito la presencia de anticuerpos contra proteinas de
la mielina, dichos anticuerpos son relativamente inespecificos y no se

utilizan en la prdctica clinica diaria como biomarcadores(51).



Tabla 2. Criterios electrodiagnosticos de desmielinizacion en nervios periféricos en el
sindrome de Guillain-Barré.

Asbury A.K. y Cornblath D.R., Ann. Neurol 1990;27(suppl.)S:21-24. Adaptada por cortesia de
Ricardo Rojas

reduccion de las velocidades de conduccién en 2 6 mds nervios motores

< del 80% del LIN si la amplitud es > del 80% del LIN
< del 70% del LIN si la amplitud es < del 80% del LIN

blogueo de la conduccién o dispersion temporal en 1 6 mas nervios motores

criterios de bloqueo de la conduccion:

aumento del 15% en la duracion del pico negativo del potencial de accion

entre estimulo proximal y distal,

disminucién de mas del 20% en el area de la amplitud entre el estimulo proximal y distal
criterios de dispersion temporal:

cambio mayor del 15% en la duracion del potencial de accion entre el estimulo proximal y distal,
disminucién de mas del 20% en el area de la amplitud entre el estimulo proximal y distal

latencias distales alargadas en 2 6 mas nervios
>125% del LSN si la amplitud es >80% del LIN
>150% del LSN si la amplitud es <80% del LIN

ausencia de ondas F o alargamiento de las latencias minimas en 2 6 mas nervios motores
>120% del LSN si la amplitud es >80% del LIN
>150% del LSN si la amplitud es <80% del LIN

La naturaleza desmielinizante de la variante AIDP determina una
respuesta mejor a las terapias inmunomoduladoras que las variantes
axonales y su prondstico funcional a largo plazo, una vez superadas
las fases iniciales en las que se presentan con mayor frecuencia las
complicaciones, es mejor que el de las variantes axonales.

2.2.2.1.2. Formas axonales: Neuropatia axonal motora aguda (AMAN) y
neuropatia axonal sensitivo-motora aguda (AMSAN)
La variante AMAN del SGB es la mas frecuente en los paises asidticos
y algunos latinoamericanos, aunque en nuestro medio supone

aproximadamente un 10% del total de SGB. Se asocia de forma



caracteristica a la diarrea como infeccién precedentey,
especificamente, a infeccidon por Campylobacter jejuni. Clinicamente
se caracteriza por la presencia de sintomas muy predominantemente
motores y por la presencia de hallazgos electrofisioldgicos
compatibles con dafo axonal, manifiesto tanto por la caida de las
amplitudes de los potenciales motores en las conducciones nerviosas
como por la presencia de signos de denervacién en el EMG de aguja
en ausencia de hallazgos que sugieran desmielinizacién y, por tanto,
que el daifo axonal, pudiera ser secundario(78).

La presencia de anticuerpos antigangliésido GM1 se asocia
fuertemente a este subtipo de SGB, aunque también es frecuente la
presencia de anti-GD1a(96-98). A pesar de que algunos estudios
proponen que en un seguimiento de 3 afios el prondstico tiende a
equipararse al de las variantes AIDP, en general, el prondstico
funcional a largo plazo de las variantes motoras del SGB es
claramente peor que las desmielinizantes(99).

La variante AMSAN del SGB presenta un patrén epidemioldgico y
clinico similar al de la variante motora pura. Esta variante se
caracteriza por la presencia de sintomas sensitivos mas prominentes y
caracteristicas axonales en la electrofisiologia, en ausencia de rasgos
desmielinizantes y que afectan tanto a las fibras motoras como a las
sensitivas. Los anticuerpos antigangliésido asociados a la variante
AMSAN son, al igual que la variante AMAN, GM1 y GD1a de forma
predominante y su prondstico también es peor que el de la forma
desmielinizante cldsica(100).

2.2.2.1.3. Formas sensitivas puras y atdxicas



Aunque menos frecuentes que las variantes sensitivo-motoras o las
predominantemente motoras, se acepta la existencia de formas de
SGB sensitivas puras y ataxicas. Dentro de ellas la mas frecuente es el
Sindrome de Miller-Fisher (SMF), descrito en 1956 y caracterizado por
la presencia de la triada clasica oftalmoparesia, ataxia 'y
arreflexia(101). La identificaciéon del SMF como variante del SGB vino
determinada por su instauracion rapida tras un cuadro infeccioso
precedente, la evolucién monofasica, la presencia de disociacién
albumino-citoldgica y la respuesta a terapias inmunomoduladoras.
Dentro del SMF, a su vez, pueden encontrarse formas parciales con
ataxia sin oftalmoparesia u oftalmoparesia aislada y formas con
solapamiento variable con las formas clasicas de SGB, con afectacion
de miembros o de pares craneales(102). Una variante de SMF en la
que existe afectacion central, generalmente en forma de alteracién
del nivel de consciencia o alteracién de vias largas, es la encefalitis de
Bickerstaff(103). Comparte la triada cldsica con el SMF pero
presentan ademas lesiones de aspecto inflamatorio en el tronco del
encéfalo que son las responsables de la clinica central de los
pacientes. EI SMF (y sus variantes menores) se caracterizan por
presentar con una frecuencia superior al 90% anticuerpos de la clase
IgG contra los ganglidsidos GQ1b en la que es la correlacidn clinico-
inmunoldgica mas sélida en las neuropatias inmunomediadas(103).
En la mayor parte de los casos esta reactividad se acompana de
reactividad cruzada contra el gangliosido GT1a, que comparte con el
anterior un epitopo determinado por reactividad contra epitopo

terminal comun en ambos gangliésidos constituido por dos residuos



de acido sidlico unidos a un residuo galactosa (NeuNAcNeuNAcGal;

Figura 7).

NeuNAcNeuMNAcGal

Figura 7. Estructura de los gangliésidos GQlb y GT1a que contienen el epitopo comun
NeuNAcNeuNAcGal. Cortesia Ricardo Rojas / René Robles.

Por otro lado la descripcién de las primeras series de casos con
formas sensitivas puras de SGB es mucho mas reciente y su nimero
mucho menos frecuente. No es hasta 2001 que una serie bien
caracterizada de pacientes con un cuadro polineuropatico subagudo,
precedido de antecedente infeccioso y con disociacién albumino-
citoldgica fue orientado como una variante de SGB(104). La evidencia
disponible sobre la existencia de una variante sensitiva de SGB se
resumen en publicaciones de casos aislados o pequefias series(104,
105), alguno de los cuales se presentaba, ademas de con el trastorno
sensitivo, con ataxia y signo de Romberg positivo y que recibe
diversas denominaciones, siendo la mds aceptada la de neuropatia
sensitivo-ataxica aguda (ASAN)(104-107). La presencia de Romberg
positivo sugiere que la ataxia en la ASAN, a diferencia de en el SMF o
en el SGB ataxico descrito por Richter(108), en el que el signo de
Romberg es negativo, es de origen periférico, mientras en el SGB

ataxico parece de origen cerebeloso(109, 110). Sin embargo, la



clasificacidn de las neuropatias ataxicas como entidades diferentes en
funcién de la presencia o no de semiologia que oriente al origen
central o periférico de la ataxia es controvertida y esta en discusion si
la ASAN pertenece también al espectro clinico del SGB de forma
diferente al SGB ataxico o si ambos son la misma entidad clinica(107).
La presencia de antecedente infeccioso y de disociacidn albumino-
citoldgica sugiere que la ASAN es también una variante de SGB pero el
patrén de reactividad antiganglidsido, como demostraremos mas
adelante, ayuda a decantarse por que ASAN y SGB atdxico son, en
realidad, entidades diferenciadas dentro de la amplia heterogeneidad
clinica del SGB.

2.2.2.1.4. Variantes loco-regionales
Ademas de las formas frustrés de SMF o SGB en las que sélo una
parte de los sintomas caracteristicos es evidente, se han descrito
variantes de SGB regionales de las cuales la mas caracteristica es la
descrita por Ropper y caracterizada por la presencia de paralisis
orofaringea, de la musculatura cervical y braquial proximal (sin que
haya afectacion a otros niveles como en el SGb clasico) y que recibe el
nombre de pardlisis farigo-cérvico-braquial(111-113). Esta variante de
SGB también presenta rasgos desmielinizantes en la neurografia y
disociacion albumino-citoldgica y se asocia de forma caracteristica a
la presencia de anticuerpos contra el gangliésido GT1a. Aunque en el
SMF o en la encefalitis de Bickerstaff puede existir reactividad contra
GT1a, ésta parece secundaria a una reactividad cruzada con GQ1b,
como demuestran los experimentos de inhibicidn. Sin embargo, la

presencia de GT1a aislada parece asociarse de forma especifica con la



variante faringo-cérvico-braquial en un nuevo ejemplo de correlacién

clinico-inmunoldgica especifica.

2.2.2.2. Neuropatias autoinmunes crénicas
2.2.2.2.1. Poliradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (y
variantes)

La CIDP es una enfermedad poco frecuente, con una prevalencia
reportada entre 0.8 y 8 pacientes por 100.000 habitantes. A pesar de
ello es la neuropatia inflamatoria crénica mas frecuente(114). Aunque
desde los afos 50 se conoce la existencia de una neuropatia
desmielinizante que responde a inmunosupresores, no es hasta los
afios 70 cuando se caracteriza la enfermedad de manera mas
detallada(115, 116). Aunque es una enfermedad tratable con relativo
éxito en la mayoria de los pacientes, hasta el 50% de los pacientes
presenta una discapacidad significativa (117). De la misma manera
que en el SGB, en la CIDP se identifican varios patrones clinicos(118).
Uno de ellos, mas frecuente y en el que se basan los criterios
diagndsticos es considerado el patrén tipico o clasico y que consiste
en la existencia de debilidad de predominio proximal en miembros,
alteraciones sensitivas distales con patrén polineuropatico y
arreflexia y que se instaura, de forma simétrica, en un periodo
superior a los 2 meses. Sin embargo, mas alla de las formas clasicas,
gue suponen aproximadamente el 75% de todas las CIDP(119),
existen variantes clinicas que incluyen formas motoras, sensitivas o
atdxicas puras, formas asimétricas o focales (como la variante Lewis-
Sumner)(120), formas con afectacion predominante distal (variante

DADS)(121) o con afectacion del SNC. Ademas, incluso dentro de las



variantes tipicas, pueden observarse pacientes con evolucion
recurrente-remitente o escalonada y pacientes con una evolucién
lentamente progresiva, también pacientes que tienen una
gammapatia monoclonal IgG o IgA asociada (en torno al 10%) y
pacientes sin ella y pacientes con afectacion de pares craneales o sin
ella(118). Finalmente, aunque la respuesta al tratamiento
inmunomodulador es buena en la mayoria de los casos, existen
pacientes que no responden a corticoides o 1VIg, que son los dos
tratamientos estandar(122-125).

El diagndstico de la CIDP se realiza en base a unos criterios clinicos
relativamente amplios y en la existencia de criterios
electrofisioldgicos de desmielinizacidon(118), aunque la presencia de
degeneracién axonal puede ser evidente en algunos pacientes desde
el inicio y en otros aparece secundariamente a la desmielinizacion
sostenida tras afos de evolucion de la enfermedad. Ademas de la
electrofisiologia, la presencia de disociacién albumino-citoldgica,
como en el SGB, es otro criterio de apoyo al diagndstico de la CIDP. La
amplitud en los criterios diagndsticos y la posibilidad de incluir como
CIDP probable o posible a aquellos pacientes que cumplan sélo parte
de los criterios diagndsticos, determina una amplia variabilidad
fenotipica en el grupo de pacientes con CIDP(118).

Los corticoides tanto orales en régimen estandar a 1mg/kg/d como en
pulsos en dosis altas, las IVIg y la plasmaféresis son los 3 tratamientos
gue han demostrado su efectividad en el tratamiento de la CIDP a
corto y medio plazo(118, 123-129). Ademas, se utilizan, bien como

tratamientos ahorradores de corticoides o IVIg o como



inmunosupresores de base, varios inmunosupresores cldsicos
(ciclosporina, metotrexate, micofenolato de mofetilo) aunque la
evidencia es escasa en favor de su uso(130). También se han
demostrado eficaces en series de casos el rituximab(131-133) y la
ciclofosfamida(134, 135), aunque se reservan para aquellos pacientes
qgue no responden a las terapias convencionales por sus efectos
adversos potencialmente graves.
A pesar de que la CIDP puede determinar una discapacidad
significativa en hasta la mitad de los pacientes a largo plazo también
es conocido que un porcentaje en torno al 30% de pacientes remite
completamente a largo plazo o no presenta nuevos brotes de la
enfermedad. Esto ha sido descrito tanto en series retrospectivas de
casos(136, 137) como en un ensayo clinico aleatorizado con 1VIg en el
que, a pesar de no administrarse nuevas infusiones de IVlg mas alla
de 24 semanas, hasta un 40% de pacientes se mantuvieron en
remision clinica(127).

2.2.2.2.2. Polineuropatia asociada a gammapatia monoclonal igM
El hallazgo de una gammapatia monoclonal en los pacientes con
polineuropatia es relativamente frecuente. Hasta el 10% de pacientes
con una polineuropatia de origen incierto tienen una gammapatia
monoclonal(138). Sin embargo no todos los pacientes con
gammapatia monoclonal desarrollan una polineuropatia (este
porcentaje ha sido estimado entre un 5 y un 28%)(139). Aunque la
gammapatia monoclonal mas frecuente es la IgG, la que con mayor
frecuencia se asocia a polineuropatia es la IgM. Hasta el 50% de los

pacientes con una gammapatia monoclonal IgM desarrollardn una



polineuropatia en el curso de su gammapatia(52, 140). Aunque la
presencia de gammapatia monoclonal de cualquier subclase puede
asociarse al desarrollo de una neoplasia de células de linaje B
(mieloma multiple, leucemias o linfomas de células B, etc) en la
mayor parte de los casos no se acompafian de neoplasia asociada y
reciben el nombre de gammapatia monoclonal de significado incierto
(MGUS en sus siglas en inglés). A pesar de ello, las MGUS presentan
un riesgo anual de transformacién neopldsica de hasta el 1%(141).
Aunque la presencia de gammapatia monoclonal IgG o IgA puede
asociarse a una polineuropatia desmielinizante, esta polineuropatia,
tanto desde el punto de vista fenotipico como de respuesta a
tratamiento, forma parte del espectro de la CIDP(142). La presencia
de gammapatia IgG o IgA no es criterio de exclusidn en el diagndstico
de la CIDP. Sin embargo las gammapatias monoclonales IgM, de las
cuales hasta el 50% presentan reactividad contra la proteina asociada
a la mielina (MAG), presentan unas caracteristicas clinicas y de
respuesta al tratamiento que las diferencian de la CIDP y se clasifican,
a todos los efectos, como una entidad diferenciada(141).

La polineuropatia asociada a gammapatia monoclonal IgM (MGUS-P)
presenta un fenotipo similar a la variante DADS de la CIDP, con una
evolucidn lenta, simétrica, con afectacion motora distal pero
predominio sensitivo marcado, especialmente con afectacion de la
sensibilidad propioceptiva, ataxia y, muy frecuentemente, temblor de
accion. Existen, al igual que en los grupos precedentes, otros
fenotipos de polineuropatias asociadas a gammapatia monoclonal

IgM. Asi, el CANOMAD, una polineuropatia con caracteristicas



similares al SMF (oftalmoparesia, ataxia y arreflexia), presenta
gammapatia moncolonal IgM cuya reactividad esta dirigida contra
epitopos disialosil (anti-GD1b y GQ1b IgM)(143). El sindrome POEMS
(polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, gammapatia
monoclonal y afectacidn cutanea) también asocia una gammapatia
monoclonal IgM a una polineuropatia de predominio sensitivo con
caracteristicas desmielinizantes prominentes y degeneracidn axonal
secundaria(144).

En el diagndstico de MGUS-P es fundamental la determinacion de
anticuerpos anti-MAG. La presencia de titulos elevados de anti-MAG
mediante la técnica de inmunofijacién en el contexto de una
polineuropatia desmielinizante de predominio distal y sensitivo es
definitiva(141). La mayor parte de los pacientes, igual que en el SGB y
la CIDP, presentan ademas disocacién albumino-citoldgica en el LCR,
aunque si la sospecha es alta y los anti-MAG resultan positivos no
suele ser necesaria su realizacidn. Aparte del diagndstico de la
polineuropatia es fundamental en el momento de la deteccién de
ésta, realizar un despistaje de la presencia de neoplasia asociada. Asi,
aparte de la determinacién de los niveles de inmunoglobulinas en
sangre, es necesaria la realizacidon de, hemograma y VSG, proteinuria
de Bence-Jones, funcion renal, serie dsea vy, si fuera necesario,
aspirado de médula 6sea(141).

No existe un tratamiento que se haya demostrado efectivo de forma
evidente en la MGUS-P. En pacientes sin discapacidad significativa, en
general, se recomienda no utilizar terapia inmunomoduladora o

inmunosupresora. Aunque la evidencia es insuficiente, en caso de



rapido deterioro neurolégico, se recomienda la utilizacion de 1VIg o
plasmaféresis(145). El rituximab parece ser efectivo en algunos
pacientes, aunque el beneficio obtenido a medio plazo es discretoy,
en general, no se recomienda su uso de forma generalizada(146-151).
2.2.2.2.3. Neuropatia motora multifocal
La NMM fue caracterizada como entidad diferenciada en los afios 80,
gracias a la descripcidn de un subgrupo de pacientes con un sindrome
de segunda neurona motora, lentamente progresivo y en los que
existian bloqueos de la conduccién en el estudio neurografico de los
nervios motores(152, 153). Mas adelante se describié la respuesta a
inmunosupresores de este subgrupo de pacientes y, por tanto, su
probable naturaleza autoinmune(154).
La NMM es una enfermedad poco frecuente, con una prevalencia
aproximada de 0.5-2/100.000hab, con predominio en varones
respecto a mujeres (2.6:1) y que aparece entre la 32 y 62 décadas de
la vida en el 80% de los pacientes(153). Se caracteriza por la presencia
de debilidad de aparicién lenta y progresiva, asimétrica, con
afectacién predominante en miembros superiores y con atrofia y
fasciculaciones con distribucidon anatémica de nervio periférico y sin
sintomas sensitivos (o éstos son minimos). Entre los criterios de
exclusién para el diagndstico de NMM se encuentran el hallazgo de
sintomas o signos de primera neurona motora, la afectacién bulbar
marcada, la presencia de debilidad difusa evidente en las primeras
semanas y la afectacién sensitiva evidente, todas ellas caracteristicas
gue orientan a la presencia de otras enfermedades diferentes a la

NMM(155).



La caracteristica diagndstica clave de estos pacientes es la presencia
de bloqueos de la conduccidn en la neurografia motora fuera de los
sitios habituales de compresion(155). Sin embargo, aunque la
presencia de bloqueos de la conduccidn en la neurografia motora
orienta definitivamente el diagndstico, existe un subgrupo de
pacientes, con bloqueos parciales o sin bloqueos de la conduccidn
evidentes y que, sin embargo, presentan algunas caracteristicas
sugestivas de desmielinizacion focal (dispersidon temporal del
potencial, enlentecimiento de las velocidades de conduccidn...) y
responden al tratamiento con inmunoglobulinas endovenosas y que,
por esta razén, son incluidos bajo la categoria diagndstica de NMM
sin bloqueos de la conduccion(156, 157). La presencia de signos de
denervacion difusa que exceden el territorio de los nervios en los que
se encuentran bloqueos de la conduccidn, es casi universal en los
pacientes con NMM. Por esta razdn, especialmente en aquellos
pacientes en los que los bloqueos de la conduccidn no son evidentes,
el diagndstico diferencial incluye a la esclerosis lateral amiotréfica o la
atrofia muscular progresiva, enfermedades para las que, a diferencia
de la NMM, no existe tratamiento y cuyo prondstico es mucho
peor(152). En hasta el 50% de los pacientes con NMM pueden
detectarse anticuerpos anti-GM1 de la subclase IgM(153), lo que,
especialmente en los casos en los que la presencia de bloqueos de Ia
conduccién no sea evidente, puede ayudar en el diagndstico. A
diferencia del resto de neuropatias desmielinizantes la presencia de
disociacion albumino-citoldgica no es una caracteristica frecuente en

los pacientes de NMM(155).



En el tratamiento de la NMM el pilar fundamental son las 1VIg, cuya
efectividad ha quedado demostrada tanto en series de casos como en
ensayos aleatorizados(158). Se ha publicado que la ciclofosfamida
podria ser efectiva, aunque sus potenciales efectos secundarios la
relegan a tratamiento de rescate en caso de que las IVIg no sean
efectivas (155). El recambio plasmatico no ha demostrado eficacia en
la NMM vy, de forma interesante, se ha reportado en varios estudios
que el tratamiento con esteroides no sélo no es eficaz sino que en
algunos pacientes puede llegar a ser deletéreo(159, 160).
A pesar de que el tratamiento con IVIg se mantiene eficaz durante
todo el curso de la enfermedad, la duracién de la enfermedad es un
factor clave en la respuesta. A mayor duracion de la enfermedad
menor es el efecto que determinan las IVIlg, probablemente por
aparicion de dafo axonal sobre el cual las IVIg no tienen efecto
alguno(161). Independientemente de la efectividad de las IVIg en la
NMM a corto y medio plazo el deterioro progresivo de la destreza
manual y de las habilidades motoras es una caracteristica constante
en los pacientes con NMM de varios afos de evolucidn, por lo que, a
largo plazo, la NMM puede determinar una discapacidad
significativa(162).
2.2.3. Inmunopatogenia del SGB y la CIDP

La inmunopatogenia de las neuropatias autoinmunes es relativamente

desconocida. Aunque existen descripciones patoldgicas centradas en estudios

con biopsias de nervio sural de pacientes, la mayor parte de los conocimientos

acerca del papel de los diferentes subtipos celulares inmunes en las neuropatias

inmunomediadas se basan en extrapolaciones de los estudios en el modelo



animal neuritis alérgica experimental (EAN). El dificil acceso al tejido implicado
(nervios y raices) y la progresiva sustitucion de la biopsia de nervio sural por
métodos no invasivos para el diagndstico han hecho que el conocimiento de las
alteraciones del nervio en estas enfermedades sea relativamente escaso.

2.2.3.1. Inmunopatogenia del SGB

2.2.3.1.1. Histopatologia
La mayor parte de estudios de la patologia del SGB son estudios
clasicos en los que el analisis fundamental es descriptivo. Haymaker y
Kernohan realizaron una descripcién de la patologia del SGB
partiendo de necropsias de 50 pacientes con la enfermedad. La
primera conclusion del estudio es que la patologia es mas prominente
cuanto mas proximal es el segmento analizado y, especialmente, en la
porcidn radicular donde la raiz motora y sensitiva se unen(163). El
hallazgo fundamental se referia a la presencia de edema,
desmielinizacidn y dafio axonal y la presencia de células inflamatorias
fue interpretada como un signo de reparacion. Krucke describié una
serie de 9 necropsias con SGB en la que propuso que el edemayy el
infiltrado celular formaban parte en realidad de la patogenia de la
enfermedad y propuso que el SGB es, en realidad, una neuropatia
inflamatoria(164). Un trabajo seminal llevado a cabo por Asbury y
colaboradores describid la presencia de un infiltrado mononuclear
precoz en todos los pacientes estudiados, la posibilidad de que se
afecte cualquier segmento del nervio periférico, de la raiz a las ramas
terminales, la coincidencia de la desmielinizacion segmentaria y dafio
axonal con las zonas en las que se encontraban los infiltrados

inflamatorios y la ausencia de diferencias entre los casos lentamente



progresivos (lo que posteriormente fueron clasificados como CIDP) y
los casos agudos (SGB propiamente dicho)(165). El hallazgo mas
consistente en la biopsia del nervio sural de pacientes con SGB es la
presencia de desmielinizacién segmentaria que ocurre en relacion a
infiltrados inflamatorios. A diferencia de las series basadas en
autopsias la presencia de infiltrados inflamatorios no es tan
prominente en el nervio sural y sélo es visible en aproximadamente el
40% de los pacientes, segun Prineas y Oh(164, 166). El hallazgo mas
especifico de las neuropatias inflamatorias es la presencia de
infiltrados inflamatorios en el espacio endoneural, lo cual constituye
la base para discriminar entre las neuropatias inflamatorias
desmielinizantes de las neuropatias vasculiticas. Los infiltrados
inflamatorios consisten tanto en células de la estirpe monocitica
como en linfocitos y células plasmaticas y generalmente se localizan
en espacios perivenulares. Aungue el hallazgo primario y mas
frecuente es la desmielinizacidn en hasta el 80% de los pacientes
presentan signos de degeneracidn axonal, especialmente en aquellas
zonas en los que la desmielinizacién es mds prominente, motivo por
el cual se asume que el dafio axonal es secundario(166-168).

Existe discusion al respecto de los hallazgos patoldgicos en las
variantes motoras exclusivas del SGB. Aunque algunos autores
proponen un modelo de dafio causado por anticuerpos GM1, existe
controversia respecto a la capacidad de los anticuerpos de
determinar el dafio axonal por si mismos(169-172). Desde el punto de
vista patoldgico y concordando con los estudios necrdpsicos iniciales

en los que se describia la presencia de edema perineural como



hallazgo mas prominente con mayor afectacién de los segmentos
proximales, cabe destacar la vision de Berciano y colaboradores. Los
autores proponen que la presencia de inflamacion y edema
prominentes en la raiz motora que son los que, secundariamente,
determinarian un aumento de presion endoneural y dafio isquémico
en el axdn con degeneracién walleriana secundaria a nivel distal(173,
174).
Mas recientemente, utilizando estudios de inervacion cutanea ha sido
descrita una disminucién importante de la densidad de fibras intra-
epidérmicas (incluso en variantes motoras puras del SGB) que,
ademas, correlaciona con la presencia de dolor en la anamnesis(175).
Usando una aproximacidon similar Ruts y colaboradores ademas de
confirmar una reduccion en la densidad de fibras epidérmicas en los
pacientes con SGB, han descrito la presencia de dafio mielinico y
axonal acompanados de infiltrados inflamatorios en las fibras
intradérmicas mielinizadas(176).

2.2.3.1.2. Autoanticuerpos y mimica molecular
Los infiltrados inflamatorios en el SGB estan predominantemente
compuestos de macréfagos y células T, tanto CD4 como CD8(33). Sin
embargo la caracteristica patogénica mas especifica del SGB,
especialmente en las variantes motoras de la enfermedad, es la
presencia de anticuerpos antiganglidsido(51). La practicamente
invariable presencia de un antecedente infeccioso o vacunal que
precede en poco tiempo al desarrollo de la neuropatia sugeria una
relacidn causal entre el antecedente infeccioso y la patogenia

autoinmune, hipdtesis que, tras el descubrimiento de los anticuerpos



antigangliésidos es ampliamente aceptada(53). El agente infeccioso
asociado con SGB y mejor caracterizado es el Campylobacter, aunque
otros patégenos como Mycoplasma, Haemophilus o el
citomegalovirus también se asocian de forma caracteristica al
desarrollo de SGB(78). De la misma forma, algunas vacunas también
han sido descritas como precipitantes de SGB. Esta relacion directa
con un antecedente infeccioso ha llevado a proponer la teoria de la
mimica molecular entre antigenos del agente infeccioso y el nervio
periférico como mecanismo patogénico en el SGB. Esta teoria ha sido
demostrada por Yuki y colaboradores en las variantes AMAN del
SGB(96). Una infeccion por Campylobacter determinaria la aparicion
de anticuerpos contra el lipooligosacarido (LOS) de la pared celular de
la bacteria. Este LOS es estructuralmente idéntico a algunos epitopos
del gangliésido GM1 y del GD1a presentes en el nervio y union

neuromuscular (Figura 8).
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Figura 8. Fendmeno de mimica molecular por el cual la presencia de una estructura de
lipooligosacarido de membrana bacteriana en Campylobacter similar a los gangliosidos GM1,
GD1la o0 GQlb, puede determinar reaccidn cruzada por anticuerpos contra el nervio periférico.
Cortesia Ricardo Rojas/René Robles.

De hecho la presencia de cepas de Campylobacter con enzimas (cst-ll)
capaces de transferir residuos de acido sialico (presentes en GM1y
GD1a) al LOS de la pared bacteriana se ha relacionado con un
aumento de las probabilidades de desarrollar SGB(177). Un estudio
reciente sugiere que la sialilacion influye de forma determinante en el

reconocimiento del LOS por el receptor “toll-like” 4 (TLR4) de la



inmunidad innata. Estos receptores, que reconocen patrones
moleculares asociados a patdgenos, son la primera linea de defensa
ante la invasién por un patégeno y, por tanto, son claves en la
iniciacion y mantenimiento de una respuesta inmune. El hecho de
que el TLR4 determine una respuesta proliferativa en las células B
mas acentuada con las cepas de Campylobacter que poseen cst-II
sugiere que probablemente la aparicidon de autoinmunidad en esas
cepas no estaria sélo relacionada con la mimica molecular entre el
LOS y los ganglidsidos, sino también con el nivel de sefial co-
estimuladora que proporcionen los receptores de la inmunidad
innata(178). De hecho, el SGB se asocia a la presencia de
polimorfismos en el TLR4, lo que apoyaria la idea de que la mimica
molecular no es el Unico factor determinante(179). La prueba mas
directa es la descripcion por llla y colaboradores de un SGB axonal
motor en 7 pacientes tras la inyeccion de gangliésidos
parenterales(180). La ausencia de anticuerpos antigangliésido y de
neuropatia en otros individuos tratados con el mismo preparado de
ganglidésidos parenterales sugieren por tanto que, ademas de los
factores extrinsecos, son necesarios para el desarrollo de SGB
factores de susceptibilidad individual entre los que podrian
encontrarse estos polimorfismos en la inmunidad innata.
Independientemente del proceso que lleve a la generacién de
anticuerpos antigangliésido en primer lugar, parece claro que tienen
potencial patogénico(51). Se ha propuesto que los autoanticuerpos y
el depdsito de complemento sobre las células de Schwann son el

primer elemento visible en el SGB(171, 181, 182). Los infiltrados



celulares no aparecerian hasta una semana después, probablemente
para fagocitar los elementos celulares dafiados por la activacién del
complemento. Esto podria explicar por qué, a pesar de que los
infiltrados celulares son una caracteristica frecuente en el SGB, no
aparecen de forma universal a pesar de la presencia de sintomas
evidentes. Aunque todas las variantes de SGB presentan antecedente
infeccioso, un patrén de evolucién temporal predecible y unos
hallazgos en el LCR similares entre todos los subgrupos, los
mecanismos patogénicos y los antigenos diana son diferentes para las
distintas variantes del SGB.

La determinacion de anticuerpos antiganglidsido ayuda a confirmar la
naturaleza autoinmune de la neuropatia estudiada pero, sobre todo,
permite, dependiendo del patron de reactividad, establecer
asociaciones clinico inmunoldgicas. Por qué la reactividad ante
determinados gangliésidos sucede en un tipo de neuropatias con
mayor frecuencia que en otras depende esencialmente de dos cosas.
En primer lugar, como veiamos previamente, del agente infeccioso
precipitante de la neuropatia. Y en segundo lugar de la localizacién o
abundancia relativa de cada gangliésido en los diferentes elementos
del sistema nervioso periférico. Asi, por ejemplo, es conocida la
presencia abundante de GM1, asociado generalmente a variantes
motoras de neuropatias autoinmunes, en las raices anteriores y no
tanto en las raices dorsales(183). Los anticuerpos contra GQ1b se
asocian a SMF, en el que la oftalmoparesia y la ataxia son
prominentes, y GQ1lb se encuentra de forma mas abundante en los

nervios motores oculares(184). Aunque la reactividad antiganglidsido



puede ir dirigida contra un Unico gangliésido, en multitud de
ocasiones, la reactividad es poliespecifica debido a la presencia de

epitopos idénticos en ganglidsidos diferentes (Figura 9).
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Figura 9. Estructura de los gangliésidos. Extraida de Willison y Yuki(51).

Por ejemplo, GD1b, GQlb, GT1b, GD2 y GM3 comparten un epitopo
disialosil (Figura 10). Los pacientes con variantes sensitivo-ataxicas,
como describiremos mds adelante, se asocian a la presencia de
anticuerpos dirigidos contra el epitopo disialosil, lo que determina
que puedan tener reactividad, en mayor o menor medida, contra

cualquiera de los gangliésidos expuestos. Esta asociacion se explica



por la abundante presencia de ganglidsidos con epitopo disialosil en

el ganglio raquideo dorsal y raices posteriores(185).
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Figura 10. Gangliosidos que poseen epitopos disialosil en su estructura. Cortesia Ricardo Rojas /

René Robles
En multitud de ocasiones los cuadros no son puros completamente y
a la presencia de anticuerpos de una reactividad concreta se pueden
unir otras reactividades. Por ejemplo, la presencia de reactividad
aislada contra el epitopo NeuNAc(alpha2-3)Gal fue descrita en un
paciente con afectacidon bulbar aislada(186). Posteriormente,
revisando los pacientes con dicha reactividad, independientemente
de la presencia de otras reactividades u otros sintomas, se descubrié
su asociacion a la paralisis de la musculatura bulbar(187). Esto pone
de relieve que, a pesar de que el SGB se manifiesta como un espectro
de sindromes variados, la presencia de reactividades antiganglidsido
concretas se asocia a fenotipos clinicos especificos, solos o en
combinacion con otros. Mas recientemente ha sido descrita la
presencia de anticuerpos contra complejos de ganglidsidos(188). Se
trata de anticuerpos cuya reactividad no es detectada cuando se
ensayan, mediante ELISA o cromatografia de capa fina, gangliésidos
aislados pero que sin embargo aparecen cuando se realizan ELISAs de
ganglidsidos en combinacién. El fundamento tedrico de estos
experimentos radica en que, de la misma manera que epitopos

idénticos presentes en diferentes ganglidsidos determinan



reactividades cruzadas, la presencia de combinaciones de
ganglidsidos podria hacer aparecer epitopos relevantes no presentes
si los ganglidsidos se testan individualmente. Todavia existe relativa
controversia al respecto pero la determinacidon de la reactividad
contra complejos antiganglidsido ha contribuido a aumentar el
porcentaje de pacientes en quienes se detecta positividad de
anticuerpos contra glicolipidos(188).

Sorprendentemente, a pesar de que la AIDP es la variante mas
frecuente en el medio occidental, las variantes cuya patogenia es mds
conocida son las axonales (particularmente AMAN) y el SMF. Aunque
los mecanismos exactos que llevan al daiio del nervio gracias a los
anticuerpos antigangliésido son desconocidos, el mecanismo mas
estudiado y considerado principal es la unién de complemento. En el
AMAN los autoanticuerpos contra el gangliésido GM1 se unen al
axolema (en lugar de a la célula de Schwann) en la region del nodo de
Ranvier y alli determinan la unién y activacién del complemento,
aunque la patogenicidad de dicho mecanismo estd en
entredicho(169-172). La desintegracion de la membrana a nivel del
nodo de Ranvier determinaria la separacién de las células de Schwann
y el axdén en la regidn paranodal y, por tanto, un aumento del espacio
nodal al que seguiria la degeneracion axonal, sin que sea necesaria la
presencia de infiltrados inflamatorios para determinar la destruccion
de la fibra nerviosa en estos subtipos. Sea o0 no gracias a un
mecanismo mediado por complemento, parece que los anticuerpos
anti-GM1 pueden contribuir en la desorganizacion de las estructuras

del nodo de Ranvier y, secundariamente, al bloqueo de la conduccién



nerviosa, aunque los mecanismos precisos que llevan a esto no se
conocen con precision. Los anticuerpos antiGQ1b presentes, entre
otros, en el SMF determinan dafno y bloqueo funcional de la unién
neuromuscular (que es su sitio de uniéon mejor estudiado). Asi es
conocido que los anticuerpos contra GQlb determinan una liberacion
masiva de acetilcolina en el terminal motor determinando el bloqueo
de la conduccidn a este nivel(54). Este efecto parece enteramente
determinado por la unién del complemento como demuestra que la
patogenicidad de anti-GQ1lb desaparezca cuando se administra, en
modelos animales, farmacos inhibidores del complemento como
eculizumab (anticuerpo monoclonal contra C5)(189). El modelo
clasico de patogenicidad de los anticuerpos antiganglidsido es el
desarrollado por Kusunoki y colaboradores(55, 190). Como se ha
explicado previamente las reactividades contra GD1b se asocian a
neuropatias sensitivo ataxicas, tanto crénicas como agudas. Los
autores hipotetizaron que la inmunizacién de un modelo de conejo
con gangliésidos GD1b determinaria la aparicién de un sindrome
sensitivo-ataxico en los animales. Hasta el 50% de los animales
inmunizados desarrollaron anticuerpos de la clase IgM e IgG y
alteraciones sensitivas y ataxia. En los estudios patoldgicos las
alteraciones principales fueron observadas en las raices posteriores y
en el ganglio raquideo dorsal, donde era evidente la pérdida axonal y
de somas neuronales, a pesar de no existir infiltrados
inflamatorios(55, 190). Desde entonces modelos similares han sido

desarrollados para otros gangliésidos, corroborando la correlacion de



las diferentes reactividades antigangliésido con fenotipos especificos

de neuropatia(Figura 11) (191, 192).

Figura 11. Modelo animal de SGB, variante AMAN, mediante la inmunizacién contra GM1. (A)
Muestra tetraparesia flaccida en el conejo inmunizado. (B) Muestra depdsitos de 1gG en la raiz
anterior. (C) Muestra reduccidn en el nimero de fibras mielinicas gruesas con degeneracion
axonal walleriana en algunas de ellas. Extraida de Willison y Yuki(51).

En resumen, aunque la inmunidad celular juega, probablemente, un

papel importante en el SGB, los datos clinicos y experimentales

disponibles actualmente, sugieren un predominio evidente de



alteraciones humorales en el SGB y variantes, de ahi la importancia de
su estudio y del establecimiento de correlaciones clinico-
inmunoldgicas atendiendo a las reactividades de anticuerpos

antigangliésido.

2.2.3.2. Inmunopatogenia de la CIDP

2.2.3.2.1. Histopatologia
De la misma forma que en el SGB, el hallazgo fundamental en los estudios
patoldgicos en la CIDP es la presencia de desmielinizacion segmentaria. La
existencia de imagenes en “bulbo de cebolla” en la microscopia electrénica,
caracteristica de patologias en las que existe un proceso activo de
desmielinizacidn-remielinizacidn, distingue la patologia del SGB y de la CIDP
que, por otro lado, comparten la mayoria de caracteristicas
patologicas(115, 116, 164).
Los infiltrados inflamatorios en la CIDP son menos prominentes que en el
SGB. Los infiltrados, acompafiados o no de edema endoneural o
subperineural, son mas evidentes a nivel subepineural que endoneural.
Dependiendo de las series la frecuencia de infiltrados de células
mononucleares en las biopsias de nervio sural varia entre el 11 y el
65%(115, 164). Igual que en el SGB la presencia de degeneracidén axonal es
una caracteristica relativamente frecuente, afectando hasta el 25% de los
pacientes(115). En los casos analizados mediante autopsia la caracteristica
mas prominente fue la presencia de infiltrados inflamatorios,
especialmente en los segmentos proximales de los nervios y en las raices,
aunque el nimero de casos descritos es relativamente pequefio y la

muestra sesgada hacia aquellos de mayor gravedad(164).



Aungue no se utilizan en la evaluacidén rutinaria de las biopsias de nervio
sural con criterios diagndsticos, también ha sido descrita la presencia de
depdsitos de inmunoglobulinas y complemento en la superficie de los
nervios de pacientes con neuropatias autoinmunes y, en particular, de la
CIDP(193).

Estudios recientes tanto en biopsias de nervio sural como en biopsias de
piel han puesto de manifiesto la existencia de alteraciones en la regién del
nodo de Ranvier en las fibras mielinizadas. Cifuentes-Diaz y colaboradores
describieron la desestructuracién del patrén de tincidn
inmunohistoquimico de diversas proteinas del nodo de Ranvier
(fundamentalmente CASPR1/paranodin) que aparecian diseminadas a lo
largo de todo el espacio internodal, en lugar de estar localizadas de forma
exclusiva en el paranodo(194). Estas alteraciones no estaban presentes en
neuropatias axonales idiopaticas hasta el punto de que los autores
proponen que las alteraciones en el patron de tincion de
CASPR1/paranodin pueden tener utilidad en el diagnédstico de la CIDP.
Hallazgos similares han sido descritos por el grupo de Sommer, en este
caso, en biopsias de piel de pacientes con CIDP. Todos los pacientes (n=5)
que cumplian criterios de CIDP definida presentaban alteraciones en la
region nodal en las fibras mielinizadas. Todos los pacientes presentaban, de
forma significativa, dispersion del patrén de tincién de CASPR1 y el 80% de
ellos mostraban elongacidon del espacio nodal o alteracidn en el patréon de
tinicdn de neurofascina. Estos hallazgos, sin embargo, no estaban
presentes en controles sanos o, incluso, en pacientes con neuropatias
hereditarias como el Charcot-Marie-Tooth (CMT) o la

adrenomieloneuropatia(195). Saporta y colaboradores, en un trabajo



dirigido al estudio de las anomalias de las fibras mielinizadas en la biopsia
de piel de pacientes con CMT encontraron en el grupo de CIDP usado como
control, hallazgos similares a los reportados por el grupo de Sommer,
aunque, en lugar de analizar la longitud y patrén de alteracion del espacio
nodal y paranodal, estudiaron la longitud del espacio internodal. El espacio
internodal, es decir, el espacio ocupado por la célula de Schwann
meielinizante, como es de esperar atendiendo a los resultados de
Cifuentes-Diaz y Sommer, se encontraba reducido (probablemente en favor
de un espacio nodal mas amplio o disperso, aunque esto no era el motivo
de estudio del estudio de Saporta)(196).
Estos hallazgos ponen de relieve la importancia del nodo de Ranvier y
estructuras relacionadas en la patogenia de la CIDP y apoyan que la
respuesta inmune pueda estar dirigida contra proteinas localizadas en
dichas estructuras(197).

2.2.3.2.2. Inmunidad celular
En la patogenia de la CIDP tanto la inmunidad celular como la inmunidad
humoral juegan un papel fundamental(198). La existencia de infiltrados
inflamatorios en la biopsia de nervio sural entre los que predominan los
monocitos pero en los que también se encuentran linfocitos T CD4+ y CD8+
apoya esta idea. Estos linfocitos CD4+ o CD8+ se encuentran en
proporciones variables en las biopsias de nervio sural de pacientes con
CIDP y, en general, su receptor de célula T (TCR) es del tipo a(199-202).
Localmente los linfocitos activados secretan metaloproteasas que permiten
el avance disgregando la matriz extracelular(203). Citocinas
proinflamatorias y definitorias de la activacidn de linfocitos T como el IFN-y

moléculas de la cascada inflamatoria de los interferones se encuentran



aumentadas en la CIDP(204). Ademas de haber sido descrita la presencia
de células T infiltrando el drgano diana (nervio o raiz), se han descrito
niveles elevados de células T activadas circulantes en sangre periféricay un
imbalance hacia fenotipos de linfocitos T CD4+ subtipo Thly Th17 tanto en
sangre como en LCR de pacientes con CIDP en brote(205). Ademas las
células T tienen niveles mas elevados en superficie de moléculas de
adhesién y receptores de quimiocinas lo que, junto al aumento de
moléculas de adhesidn y selectinas en las células endoteliales permite la
entrada de los linfocitos al nervio periférico(204). Por otro lado, tanto los
linfocitos T que infiltran los nervios periféricos en la CIDP como los
encontrados en sangre periférica muestran un patron oligoclonal cuando
se analiza su TCR de superficie, sugiriendo que las subpoblaciones de CD8+
han proliferado tras el encuentro de un nimero restringido de
antigenos(38, 206). Entre estos antigenos, podrian encontrarse antigenos
de la mielina ya que la incubaciéon de células mononucleares con antigenos
como la proteina PMP22 de la mielina determina un aumento de la
secrecidon de IFN-y(207). De forma interesante, la clonalidad restringida de
estos linfocitos parece desaparecer tras el tratamiento de los pacientes con
IVIg(206). Ademas del importante papel que cumplen las células T
efectoras o activadas en la patogenia de la CIDP también se han descrito
alteraciones en la funcién de las células T reguladoras en los pacientes con
CIDP(46, 47) lo cual podria contribuir a incrementar la aparicién de clones
de células B autoreactivas(208).

Los monocitos/macréfagos también juegan un papel crucial en la patogenia
de la CIDP. Aungue son las células mas frecuentes en los infiltrados

inflamatorios en los pacientes con CIDP e inicialmente eran considerados



Unicamente un marcador de regeneracion, su funcidn no se limita al
remodelado tras una lesion(199). Contribuyen de forma fundamental a la
presentacion de antigenos y a la secrecién de citocinas pro-inflamatorias
como la IL1B o la IL6, cuyos niveles estdn aumentados en el endoneuro de
los nervios surales biopsiados a pacientes con CIDP(209). Sin embargo,
aunque en una proporcion significativa de pacientes con CIDP se
encuentran infiltrados inflamatorios, estos hallazgos no son universales, lo
gue apunta a la posibilidad de que existan distintas variantes patogénicas
dentro de la CIDP en las que el peso de la inmunidad celular o humoral

difieran. La Figura 12 resume los hallazgos en la inmunopatogenia de la

CIDP

Figura 12. Representacion esquematica de la patogenia de la CIDP. La sensibilizacion contra un
antigeno de la periferia y la consiguiente activacién de las células inflamatorias determina,
mediante mecanismos de mimica molecular la generacidn de anticuerpos y respuestas de células
T contra el nervio periférico. Extraida de Dalakas(210).



2.2.3.2.3. Inmunidad humoral

La respuesta de la CIDP al tratamiento con IVIg y recambio plasmatico ha
sido considerada clasicamente un indicio de que la inmunidad humoral
juega un papel prominente en la patogenia de la CIDP(198). Algunos datos
experimentales apoyan definitivamente estos indicios: la existencia de
depdsitos de inmunoglobulinas y complemento en la superficie de las fibras
nerviosas en las biopsias de nervio sural de pacientes con CIDP(193), los
niveles disminuidos de receptores de la porcién Fc de las inmunoglobulinas
con funcién inhibidora (FcyRIIB) en las células B naive y la asociacién de
polimorfismos en dichos receptores con la CIDP(211), asi como la aparicion
de desmielinizacién en nervios de rata a los que se transfiere pasivamente
IgG procedente de pacientes con CIDP(212). No existen estudios respecto al
fenotipo y funcién de las células B en la CIDP pero la busqueda de
potenciales autoanticuerpos ha sido uno de los temas de investigacion
principales en la CIDP. Aunque se han descrito antigenos variados, la
descripcién de autoanticuerpos, dada la naturaleza desmielinizante de la
enfermedad, se ha centrado en proteinas de la mielina(207, 213-216). Mas
recientemente, el hallazgo de alteraciones en los nodos de Ranvier en las
biopsias de nervio(194) y la descripcidén de polimorfismos en TAG-1(217),
una proteina yuxtaparanodal, asociados a la respuesta a las IVIg en |la CIDP
han dirigido la atencidn al nodo de Ranvier y estructuras adyacentes como
dianas de la respuesta inmune humoral.
2.2.3.2.3.1. Anticuerpos contra la mielina y gangliésidos en CIDP

La descripcion de autoanticuerpos en la CIDP corre paralela al

descubrimiento del potencial neuritogénico de algunas proteinas y

péptidos de la mielina(218). El hecho de que tanto la fraccidon



mielinica de extractos proteicos de nervio como proteinas aisladas de
la mielina como la P2, la PMP22 o la PO, fueran capaces de
determinar la aparicion de EAN en modelos animales de inmunizacion
activa, fue clave a la hora de estudiar dichas proteinas como posibles
dianas reconocidas por autoanticuerpos tanto en el SGB como en la
CIDP(219, 220). Las primeras descripciones de autoanticuerpos en la
CIDP datan de principios de los afos 80. A pesar de que la proteina P2
habia sido descrita como agente neuritogénico en los modelos
animales Zweiman y colaboradores descartaron la existencia de
anticuerpos contra dicha proteina en humanos(221). En la misma
época Vedeler, usando la técnica de hemaglutinacidon mixta, describio
la presencia de anticuerpos contra la mielina en pacientes con SGB y
CIDP(222). Mas adelante, van Doorn y colaboradores utilizaron la
misma técnica para describir la presencia de anticuerpos dirigidos
contra el nervio periférico en hasta el 50% de los pacientes con CIDP,
aunque dichos anticuerpos estaban presentes también en una
proporcién significativa de pacientes con SGB y de controles(223).

El descubrimiento de que la proteina PMP22 también era
neuritogénica en modelos animales hizo que fuera estudiada como
potencial autoantigeno en neuropatias inmunomediadas. Asi, en el
afio 2000 el grupo de Hugues describid la presencia de anticuerpos
contra PMP22 en alrededor del 30% de pacientes con CIDP(214). Casi
simultdaneamente y usando técnicas similares el grupo de Steck
reportd una frecuencia de anticuerpos anti-PMP22 del 50% en
pacientes con CIDP, pero que estaban presentes también en otras

patologias, tanto autoinmunes como hereditarias(215).



Una de las proteinas, también neuritogénica, en la que mas atencién
se ha puesto es la proteina PO de la mielina(224). Existen casos
aislados reportados de pacientes con neuropatias autoinmunes
crénicas que reaccionan contra una banda en torno a los 40 KDa en
experimentos con western-blotting, que fue identificada como la
proteina PO de la mielina(225). Los estudios de Yan y colaboradores,
demostrando que la transferencia pasiva de IgG procedente de
pacientes con CIDP determinaba desmielinizacidon en nervios ciaticos
de rata, evaluada tanto patoldgica como electrofisiolégicamente y la
posterior descripcidn de la proteina PO como diana de dicha
respuesta, fueron claves para considerar a la proteina PO como un
antigeno clave en la CIDP(212, 213). Sin embargo dichos estudios no
fueron reproducidos por otros grupos. Se ha de sefialar que la mayor
parte de los primeros estudios buscando reactividades antigénicas en
la CIDP estaban basados en técnicas en las que los antigenos no
mantenian su estructura terciaria como western-blot o ELISA. En un
trabajo de Kwa y colaboradores se estudio la existencia de
anticuerpos contra PO, PMP22 y conexina-32 en pacientes con CIDP
usando un sistema de expresién de proteina en células de mamifero
(CHOK-1) en el que la conformacion terciaria de las proteinas
expresadas en membrana se asemeja mas a su situacion en el nervio
periférico, sin que, en este caso, se observara reactividad alguna en
los pacientes con CIDP(216). El mismo grupo, utilizando
inmunocitoquimica sobre células de Schwann descubrid la presencia
de autoanticuerpos en un 30% de pacientes con CIDP, aunque no

pudieron llegar a identificar el antigeno diana especifico reconocido



por los anticuerpos de dichos pacientes(226). Estudios mas recientes
usando péptidos de las proteinas PO, P2 y PMP22 no lograron
encontrar evidencia de anticuerpos contra dichas proteinas en
CIDP(207, 227), motivo por el cual su uso como potenciales
biomarcadores de la enfermedad no ha prosperado.
De la misma forma que en el SGB el estudio de antigenos
glucolipidicos en la CIDP ha sido otro tema importante de
investigacion. El grupo de van Schaik describid la presencia de
anticuerpos anti-GM1 en el 20% de pacientes con CIDP(228) y el
grupo de Yuki describid la presencia de anticuerpos contra SGPG de la
clase IgM en un pequefio porcentaje de pacientes con CIDP(229), sin
embargo estas reactividades no han sido confirmadas
posteriormente. Actualmente se acepta que, en general, los pacientes
con CIDP tipica carecen de reactividad contra gangliosidos clasicos
como los descritos en el SGB. Fredman y colaboradores describieron
la presencia de anticuerpos contra LM1 y sulfatidos en mas del 60%
de pacientes con CIDP(230), aunque la tasa de positividad era de
alrededor del 20% en controles sanos. Kuwahara y colaboradores han
confirmado la presencia de anticuerpos contra LM1 en un pequefio
subgrupo de pacientes con CIDP, asi como las caracteristicas clinicas
asociadas a dicha reactividad(231, 232). La presencia de estos
anticuerpos en pacientes con SGB en proporciones similares a la CIDP
dificulta su uso como biomarcadores en la practica clinica habitual.
2.2.3.2.3.2. Anticuerpos contra antigenos neuronales y del nodo de

Ranvier



La presencia de autoanticuerpos dirigidos contra antigenos
neuronales fue otro de los temas fundamentales en la investigacion
en las neuropatias autoinmunes. A principios de los afios 90 el grupo
de Connolly y Pestronk describieron la presencia de anticuerpos
contra B-tubulin en un subrgrupo de pacientes con CIDP(233). Mas
adelante, el mismo grupo publicé la asociacién de dichos anticuerpos
con un fenotipo lentamente progresivo de la CIDP(234). Sin embargo,
3 estudios posteriores llevados a cabo por grupos diferentes y usando
técnicas diversas, desmintieron la relevancia de los anticuerpos
contra B-tubulin en la CIDP(235-237).

El hallazgo en las biopsias de nervio sural de pacientes con CIDP de
que la region nodal y adyacentes de las fibras mielinizadas se
encuentran alteradas(194, 195) ha puesto de relieve la importancia
de dichas estructuras en su patogenia y ha determinado que la
busgueda reciente de autoanticuerpos se centre en proteinas de
dicha zona(197). Casi simultdneamente Lonigro y Devaux describieron
que la desmielinizacidn en la EAN comienza con la disrupcion de
proteinas del paranodo (neurofascin y gliomedin) y por tanto
reforzaron la relevancia de estas areas en las neuropatias
inflamatorias(238). Mathey y colaboradores describieron la presencia
de anticuerpos contra neurofascin en un procentaje significativo de
pacientes con neuropatias inflamatorias(239) y, mas adelante, Pruss y
colaboradores corroboraron estos hallazgos, primero en el SGB y
posteriomente en la CIDP también(240, 241). Durante la preparacién
del segundo manuscrito de esta tesis Devaux y colaboradores

describieron la presencia, tanto en SGB como en CIDP, de



anticuerpos contra el nodo de Ranvier y estructuras adyacentes en
inmunohistoquimica de preparaciones de nervio “teased” y cuyas
dianas antigénicas eran proteinas del nodo de Ranvier como
gliomedin, NrCAM, neurofascin y contactin-1, aunque las frecuencias
de positividad en los controles eran relativamente altas y un
porcentaje significativo de dichos pacientes presentaban
autoanticuerpos de isotipo IgM(242).

En definitiva, tras un periodo inicial en el que la bisqueda de
autoanticuerpos estuvo centrada en proteinas de la mielina, el
estudio de las alteraciones alrededor del nodo de Ranvier ha
posibilitado la deteccidn de autoanticuerpos con reactividades
potencialmente relevantes desde el punto de vista patogénico como

desde el punto de vista clinico.



3. HIPOTESIS

3.1. HIPOTESIS GENERAL
Los pacientes con neuropatias inflamatorias tienen autoanticuerpos frente a
antigenos de superficie del axon o la mielina.
Las reactividades antigénicas son multiples y frente a moléculas tan diversas como los
gangliésidos o proteinas neurales.
En los pacientes con neuropatias inflamatorias el hallazgo de autoanticuerpos
especificos define subgrupos con caracteristicas clinicas y patogénicas similares. Los
autoanticuerpos, por tanto, pueden ser utilizados como biomarcadores con utilidad
diagndstica, prondstica y/o terapéutica.

3.2. HIPOTESIS ESPECIFICAS

3.2.1.REACTIVIDADES ANTIGENICAS EN NEUROPATIA SENSITIVO- ATAXICA AGUDA

Los pacientes con neuropatia ataxica aguda comparten caracteristicas clinicas y
una reactividad concreta de anticuerpos antiganglidsido que difiere de otros
subtipos de sindrome de Guillain-Barre.

3.2.2.AUTOANTICUERPQOS EN CIDP

En la patogenia de la CIDP participan autoanticuerpos especificos mielinicos y

axonales. Su descripcidn definirad subgrupos clinicos.



4. OBIJETIVOS
4.1. OBJETIVO GENERAL
Describir la presencia de autoanticuerpos con utilidad diagndstica o prondstica en las
neuropatias inflamatorias
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1.REACTIVIDADES ANTIGENICAS EN NEUROPATIA SENSITIVO- ATAXICA AGUDA

Describir las reactividades antiganglidsido asociadas a la neuropatia ataxica
aguda utilizando métodos de ELISA y cromatografia en capa fina frente a una
bateria de gangliésidos conocidos.

Correlacionar el fenotipo clinico asociado a dichas reactividades y las diferencias
con otras neuropatias ataxicas u otras variantes del SGB.

4.2.2. AUTOANTICUERPOS EN CIDP

Investigar la presencia de autoanticuerpos especificos de CIDP mediante un
método no sesgado de busqueda de antigenos en neuronas hipocampales.
Detectar los antigenos diana y describir su frecuencia y las caracteristicas clinicas

asociadas.



5. RESULTADOS
5.1. ARTICULO I: Clinical and serological features of acute sensory ataxic neuropathy
with antiganglioside antibodies. Ricard Rojas-Garcia MD PhD, Luis Querol MD,
Eduard Gallardo PhD, Noemi De Luna Salva PhD, Candido Juarez PhD, Mercedes
Garces MD, Eva Fages MD, Carlos Casasnovas MD, Isabel llla MD PhD. J Peripher Nerv
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Abstract There is as yet no consensus for considering pure acute sensory ataxic
neuropathy (ASAN) as a variant of Guillain-Barré syndrome (GBS). Reactivity against
gangliosides sharing disialosyl epitopes has been reported in these patients. The aim of
this study was to determine the spectrum of reactivity against gangliosides in ASAN and to
define the clinical pattern. From our database we identified patients with suspicion of ASAN.
We defined ASAN as the presence of ataxia of peripheral origin with loss of proprioception,
and areflexia, absence of ophthalmoplegia and no or minimal muscle weakness. Patients
who met these criteria were retrospectively reviewed for their spectrum of reactivity
against gangliosides and clinical features. We identified 12 patients fulfilling pre-defined
criteria for ASAN. Reactivity against gangliosides containing disialosyl epitopes was present
in seven patients. Concomitant reactivity against other gangliosides was present in 6/7
patients. All patients presented good prognosis and an antecedent illness was present
in nine. Our results support the previously described clinico-immunological association
between ASAN and disialosyl specificity, and widen the spectrum of reactivity against
gangliosides. The acute presentation with a monophasic course, and good prognosis in all
cases, together with transient immunoglobulin G antiganglioside antibodies and infectious
antecedent in 7/12 patients support the inclusion of ASAN as a GBS variant.

Key words: acute sensory ataxic neuropathy, antiganglioside antibodies, disialosyl, Guillain-
Barré syndrome

Introduction

Serological patterns of reactivity against ganglio-
sides have been described in several acute periph-
eral neuropathies and are related to specific clinical
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syndromes (Willison and Yuki, 2002). Antiganglioside
antibodies have been implicated as potential
pathogenic agents in these acquired neuropathies.
Guillain-Barré syndrome (GBS) is diagnosed based
on clinical features, particularly motor weakness and
decreased or absent muscle stretch reflexes. Objec-
tive sensory loss is usually minimal. Diagnostic criteria
for a pure sensory equivalent to classic GBS were pro-
posed in 1981 (Asbury, 1981). These included a rapid
onset with widespread and symmetrical distribution,



Rojas-Garcia et al.

a monophasic course, cerebrospinal fluid (CSF) albu-
minocytological dissociation, and nerve conduction
features consistent with a demyelinating process in
the peripheral nervous system.

The sensory variant of GBS was well defined
in a series of patients with an acute pure sensory
neuropathy fulfilling the proposed criteria for it (Oh
etal., 2007). The clinical picture is characterized by
acute, monophasic, sensory neuropathy accompanied
by reduced muscle stretch reflexes, CSF albuminocy-
tological dissociation and nerve conduction features
of demyelination. Only single case reports and small
series meeting these criteria have been barely reported
(Simmons and Tivakaran, 1996; Oh etal., 2001; Lee
and Lee, 2006). Sensory loss is a common feature,
however, only some patients presented with ataxia
and a Romberg sign (Miralles et al., 1992; Oh et al.,
2001).

In 1988, Dawson and colleagues described a
patient who presented with sensory loss and ataxia,
with total areflexia, and CSF protein elevation.
Pathological studies showed a demyelinating lesion
and a close relationship to GBS was suggested
(Dawson et al., 1988). However, there is no consensus
concerning the inclusion of a pure acute sensory ataxic
neuropathy (ASAN) as a variant of GBS. Patients who
present with pure sensory ataxia and areflexia and
fulfill the proposed diagnostic criteria of a sensory
variant of GBS are rare. Only single cases or short
series of patients have been reported (Dawson et al.,
1988, Miralles etal, 1992, Oh etal, 2001; Lee
and Lee, 2006). However, their clinical picture is
highly stereotyped and characterized by pure sensory
symptoms accompanied by reduced or absent muscle
stretch reflexes, ataxia and a positive Romberg sign, in
the absence of muscle weakness. Electrophysiological
studies may show either normal motor nerve
conduction (Lee and Lee, 2006) or features consistent
with the presence of a demyelinating neuropathy
(Miralles et al., 1992, Oh et al., 2001).

Willison et al. were the first to describe the pres-
ence of antiganglioside antibodies in a patient who
presented with an acute self-limiting pure sensory
ataxia and areflexia, without ophthalmoplegia or weak-
ness (Willison etal., 1994). Since then only a few
patients with ASAN with antibodies to GD1b alone or
in combination with other disialosyl-containing ganglio-
sides have been reported (Willison et al., 1994, Pan
etal., 2001; Serrano-Munuera et al., 2001, Notturno
et al.,, 2008). In two cases, antibodies were monospe-
cific against GD1b (Pan et al., 2001, Notturno et al.,
2008), although GD3 was not tested, and in the other
cases anti-GD1b antibodies cross-reacted with GD3,
GQ1b or GT1a (Willison et al., 1994, Notturno et al.,
2008).
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A clinical picture characterized by acute onset of
ataxia of cerebellar type with negative Romberg sign,
and without major limb weakness or ophthalmoplegia
or severe loss of proprioceptive sense was first
described by Richter (1962). Because of the presence
of distal paresthesia, areflexia, and raised CSF protein
levels, the clinical picture was proposed as a variant
of GBS. The clinical picture is now widely recognized
as ataxic GBS. These patients may have high titers
of anti-GQ1b antibodies during the acute phase of the
iliness (Mori et al., 1999; Yuki et al., 2000b).

Defining the clinical features and serological
pattern of reactivity against gangliosides in ASAN
may help to recognize the existence of a clinico-
immunological association and to give support to
consider this entity as a GBS variant and clarify the
nosological relationship between patients who present
with acute ataxia either of cerebellar origin or peripheral
origin and presumed immuno-mediated pathogene-
sis. To assess this possible correlation, we selected
from our database cases fulfilling diagnostic criteria for
ASAN and we reviewed the clinical data and pattern of
reactivity against gangliosides.

Patients and Methods
Patient selection

We selected patients from our database with sus-
pected diagnosis of ASAN whose sera were referred
to our laboratory for serum antiganglioside antibody
testing. This database has over 3,000 consecutive
sera remitted to our laboratory from general hospitals
in Spain. Patients from January 2005 to December
2010 were included. We defined ASAN by the acute
onset of a clinical picture consistent with a pure sen-
sory ataxic syndrome characterized by ataxia with
diminished or absent reflexes, and loss of propri-
oception. Patients with ophthalmoplegia or marked
muscle weakness were excluded to ensure a homo-
geneous clinical picture of ASAN. Medical records of
patients selected from the database were retrospec-
tively reviewed to exclude those patients who did
not fulfill our pre-defined diagnostic criteria. Patients
without detailed clinical information were excluded
from this study. Patients with alternative diagnosis
were also excluded. The clinical features and the spec-
trum of reactivity against gangliosides according to
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and thin-
layer chromatography (TLC) immunodetection of those
patients who met our criteria were retrospectively
reviewed.

This study was approved by the institutional ethics
committee (Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital de la Santa Cruz y San Pablo).
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ELISA and TLC immunodetection

Serum samples from all patients were analyzed
for immunoglobulin M (IgM) and immunoglobulin G
(IgG) antibodies to GM1, GM2, GM3, asialo-GM1,
GD1a, GD1b, GD3, GT1b, GT1a, and GQ1b by standard
ELISA, as previously described (Willison et al., 1999).
TLC immuno-overlay was performed as described
(O’Hanlon et al., 2000). All samples were obtained
and analyzed during the acute phase of the illness.
Anti-GT1a antibodies were analyzed in sera from 2006
onward.

When serum reactivity against gangliosides was
found, and serum sample from the acute phase
was available, we performed inhibition studies in
order to determine whether the disialosyl epitope
recognized by the antibodies was terminal or internal.
A competitive inhibition assay followed by ELISA was
made as previously described (O’Hanlon et al., 2000).
The sera were tested by ELISA, looking for reactivity
against GD1b (with internal disialosyl group), GD3
(with terminal disialosyl group), and GQ1b (with both).
Sera were incubated with GD1b, GD3, GM1, and
phosphate buffered saline (PBS) before performing
ELISA.

Results
Selection of patients

From our database with more than 3,000 serum
samples, we detected 16 cases that were remitted for
serological characterization with a clinical diagnosis of
acute sensory ataxia. After reviewing medical records,
2 of these 16 patients were excluded from this study
because of alternative diagnosis during follow-up.
The final diagnosis was metronidazol toxicity in one
patient and anti-Hu paraneoplastic neuronopathy in the
other. Both patients were negative for antiganglioside
antibodies. Two more patients were excluded because
no clinical information was available from their medical
records or referral neurologists. Isolated reactivity of
the 1gG class against GD1b, by ELISA, was detected
in one patient, whereas the other was negative for
the antiganglioside antibodies tested. Sufficient clinical
information was retrieved from the remaining 12
cases and all cases fulfilled the proposed diagnostic
criteria.

Clinical features of patients
without antiganglioside antibodies

Only five patients with no antiganglioside antibod-
ies had sufficient clinical data for inclusion in this study
and this information is summarized in Table 1. Three
of the five patients were men. Median age at onset of
symptoms was 62 years, with a range of 18-74 years.
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Pharyngitis developed 7 days before the onset
of neurologic symptoms in patient 10, and diarrhea
developed 3 weeks before the onset in patient 9.
No other antecedent event was present in any
of the other three patients. Distal paresthesia and
gait unsteadiness were the initial symptoms in
all cases. In all patients, neurological examination
showed ataxia and areflexia and upper and lower limb
coordination was severely affected. Propioception and
vibratory sensation was impaired in all patients except
patient 3. Ptosis was not present in any of the five
patients. External ocular movements were unaffected.
Patients 9 and 10 displayed mild limb distal muscle
weakness.

Four patients (patients 8-11) were treated with
intravenous immunoglobulins (IVIg). Three of them had
an early and good response and recovered completely.
The remaining patient also responded favorably but
mild ataxia persisted for 9 months. Patient 12 did not
receive any treatment and recovered spontaneously
without any residual disability.

Clinical features of patients with antiganglioside
antibodies in ASAN

Seven patients with antiganglioside antibodies had
sufficient clinical data for inclusion in this study and
this information is summarized in Table 1. Four of
the seven patients were men. Median age at onset
of symptoms was 59 years, with a range of 23-73
years.

All patients developed a respiratory tract infection
at some time in the 3 weeks before the onset of neuro-
logic symptoms. Distal paresthesia, gait unsteadiness,
and tingling in hands and feet were the initial symp-
toms in all cases. Gait unsteadiness increased rapidly
and caused walking difficulties (range 2-5 days). In
one patient (patient 2), symptoms were accompanied
by dysphagia from the onset. In all patients, neuro-
logical examination showed that upper and lower limb
coordination was severely affected. Tendon reflexes
were absent and impaired joint position sense was
widespread. Vibratory sensation was impaired in five
patients (2—-4, 6 and 7). Romberg sign was present
in all patients. Five patients showed drooping of the
eyelids. External ocular movements were unaffected.
No patients complained of diplopia. Some degree
of bulbar dysfunction was present during the acute
phase in two of the seven patients, and reactivity
against NeuNAc(a2-3)Gal epitope was present in both.
Patients 4 and 6 were initially oriented as GBS based
on mild limb muscle weakness (Table 1). We included
these patients because sensory impairment and ataxia
were the predominant neurological features, and mus-
cle weakness was minimal. Patient 5 presented with
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Table 1. Clinical data.

CSF Protein
Levels (Normal
Age at Antecedent Initial Other <0.450 g/l);
Onset, Clinical Events, Time Neurological Neurological Cerebrospinal Residual
Patient  Sex Diagnosis Before Onset ~ Symptoms Signs Fluid Cell Count Treatment Disability
Patients with positive antiganglioside antibodies
1 23, Female ASAN Flu-like, Paresthesia, Ptosis 0.280 g/I; None None
1 week gait acellular
unsteadiness
2 35, Male ASAN Flu-like, Paresthesia, Ptosis 0.495 g/l; IVig Mild
Bulbar 1 week gait Dysarthria, acellular ataxia
palsy unsteadiness, dysphonia
dysphagia Vocal cord
paralysis
3 68, Male ASAN Flu-like, Paresthesia, Ptosis 0.540 g/I; IVlg None
1 week gait acellular
unsteadiness
4 72, Male ASAN/ Flu-like, Paresthesia, Ptosis, 0.600 g/I; 5 IVIg None
GBS 2 weeks gait Dysphonia, nasal  cells
unsteadiness  voice
Mild proximal
(MRC 4/5) and
distal (MRC 4+/5)
lower limb
muscle weakness
5 54, Male ASAN Flu-like Paresthesia, Later mild distal 0.390 g/I; 4 IVIg None
2 weeks gait (wrist flexion and  cells
unsteadiness  extension MRC
4/5, ankle
dorsiflexion MRC
4+/5) and
proximal (MRC
4/5) limb muscle
weakness
6 59, Male ASAN/ Flu-like Paresthesia, Ptosis ND IVig None
GBS 3 weeks gait Respiratory
unsteadiness  failure, IMV
Mild proximal
lower limb
muscle weakness
(MRC 5-/5)
Difficulties to
stand up from the
sitting position
7 73, Male ASAN Flu-like Paresthesia, 0.450 g/I; IVIg None
3 weeks gait acellular
unsteadiness
Patients with negative antiganglioside antibodies
8 74, Male ASAN None Paresthesia 0.108 g/I; IVig None
acellular
9 70, Female ASAN Diarrhea, Paresthesia Distal muscle 0.370 g/I; 1 cell 1VIg None
3 weeks weakness in
lower limbs
10 18, Female ASAN Pharyngitis, Paresthesia, Mild distal 0.550 g/I; 1 cell IVIg None
1 week gait weakness 4/5
unsteadiness
11 62, Male ASAN None Paresthesia, Traumatic IVIg Mild
gait ataxia
unsteadiness
12 57, Male ASAN None Gait ND None None

unsteadiness

Flu-like refers to a respiratory tract infection.
ASAN, acute sensory ataxic neuropathy; CSF, cerebrospinal fluid; GBS, Guillain-Barré syndrome; IVlg, intravenous immunoglobulin; IMV,
invasive mechanical ventilation; ND, not done.
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Table 2. Serological data.
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Gangliosides Recognized

Clinical Gangliosides Recognized by by Thin-Layer
Patient Diagnosis ELISA Chromatography Specificity Ig Class
1 ASAN GD1b GD1b, GD3, GQ1b Disialosyl IgG
GM3 GM3
2 ASAN GQ1b, GD3, GT1a, GT1b Not done Disialosyl IgG
GM3, GD1a NeuNAcGal
3 ASAN GD1b, GQ1b, GD3, GT1a, GT1b GD1b, GD3, GQ1b, GT1a, GT1b Disialosyl IgG
GM3 GM3
4 ASAN/GBS GD1b, GD3, GQ1b, GT1b, GT1a GD1b, GD3, GQ1b, GT1b, GT1a Disialosyl IgG
GM3, GD1a GM3, GD1a NeuNAcGal
5 ASAN GD1b GD1b, GT1a Disialosyl IgG
GM1 (asialo-GM1) (GalGalNAc)
6* ASAN/GBS GD3, GQ1b, GT1b GD3, GQ1b, GT1a, GT1b Disialosyl IgG
GM3
7* ASAN GD1b, GQ1b, GD3, GT1b Not done Disialosyl IgG
GM1, GD1a

In bold gangliosides containing terminal or internal disialosyl epitopes.

ASAN, acute sensory ataxic neuropathy; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; GBS, Guillain-Barré syndrome.

*GT1a was not tested by ELISA during the acute phase of the illness.

a pure sensory syndrome. He later developed mild
muscle weakness but recovered completely.

Six patients (patients 2-7) were treated with
intravenous immunoglobulins. Five of them had a good
response and recovered completely. The patient that
was not treated also responded favorably but mild
ataxia persisted for 9 months. Patient 1 did not receive
any treatment and recovered spontaneously without
any residual disability.

Pattern of reactivity against gangliosides

No antiganglioside reactivity was detected in the
sera of 5 of the 12 patients included in this study.
The remaining seven cases showed IgG antiganglio-
side reactivity against one or more of the gangliosides
tested. All seven patients displayed reactivity against
gangliosides sharing the disialosyl terminal epitope.
In five of the seven, the sera recognized three or
more of the five disialosyl-containing gangliosides
tested (GD1b, GD3, GT1b, GT1a, and GQ1b) by ELISA
(Table 2). In case 1, the sera recognized only one
of these gangliosides, GD1b. However, TLC showed
reactivity against GD3 and GQ1b gangliosides, which
was not detected by ELISA, in addition to reactivity
against GD1b. In case b, isolated reactivity against
GD1b was detected by ELISA. However, TLC showed
reactivity against GT1a and GM1 gangliosides, which
was not detected by ELISA, and confirmed reactivity
against GD1b.

Isolated reactivity against disialylated gangliosides,
by ELISA, was present in two cases (patients 5 and
6). In the remaining five cases, the sera also reacted
with gangliosides that do not bear disialosyl groups.
The most frequent additional reactivity was against

(A)

GM3-
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GDMa—
GTila—

GO1b-

Figure 1. The left panel (A) shows resorcinol sprayed
ganglioside standards. The right panel is a representative
Thin Layer Chromatography (TLC) overlay of gangliosides
immunostained with sera from patient 4 (B). TLC confirmed
reactivity against GD1b, GD3, GQ1b, GT1a, GT1b, GD1a and
GM3 that were also detected by ELISA. The whole results
suggest a reactivity against NeuNAc(a2-3)Gal in addition to
reactivity against disialosyl epitope. aGM1 is asialo-GM1.

GM3 in patients 1-4. In two of them, cases 2 and
4, that have been reported elsewhere (Rojas-Garcia
etal.,, 2010), ELISA identified simultaneous reactivity
against GM3, GT1b, and GD1a gangliosides, suggest-
ing binding specificity for terminal NeuNAc(e2-3)Gal
cross-reactivity (Fig. 1). In patient 6, TLC immunode-
tection confirmed the results obtained by ELISA and
additional reactivity against GM3 was detected (Fig. 2).
In case 7, ELISA demonstrated IgG reactivity against
GM1 and GD1a in addition to antibodies against gan-
gliosides with disialosyl epitope.

Antiganglioside antibodies were of the IgG class in
all patients. All samples were collected and analyzed
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Figure 2. The left panel (A) shows resorcinol sprayed
ganglioside standards. The right panel is a representative
thin layer chromatography (TLC) overlay of gangliosides
immunostained with sera from patients 3 (B) and 6 (C) at
1:100 dilution showed the spectrum of ganglioside reactivity.
In B, TLC confirmed the reactivity against GM3 and against
disialosyl epitope, shared by GD1b, GD3, GQ1lb, GT1b
(arrowheads) and GT1a. In case C, TLC confirmed reactivity
against GD3, GT1b (arrowheads) and GQ1b that were also
detected by ELISA and revealed additional reactivity against
GM3 and GT1a gangliosides.

during the acute phase of the illness. A serum sam-
ple was also collected after clinical recovery in five of
seven patients (cases 1-5) (Table 3) and ELISA was
negative for all tested antiganglioside antibodies in all
five cases.

Serum samples obtained during the acute phase
were available from patients 3 to 4. Inhibition studies
showed reactivity against the three gangliosides used
(GDS, GD1b, and GQ1b), which was not inhibited after
incubation with GM1 and PBS, but reactivity against
the three disialylated gangliosides was inhibited after
incubation with either GD1b or GD3. Data obtained

Table 3. Serial antiganglioside antibody titers.
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from these two sera suggest that a single antibody
recognizes the disialosyl groups both terminal and
internal.

Electrophysiological studies in patients
with antiganglioside antibodies

Conduction studies were available for five of
the seven patients with antiganglioside antibodies.
Sensory and motor nerve conduction studies were
normal in three of them (patients 1, 2 and
7). Tibial H-reflex was absent during the acute
phase in patient 1 and reappeared after 3 months.
Sensory nerve conduction studies showed reduced
sensory nerve action potential (SNAP) amplitudes in
patient 3, whereas motor nerve conduction studies
showed normal values. SNAP were absent in patient
6 along with reduced compound muscle action
potential amplitudes, slightly prolonged distal motor
latencies (DML), and reduced conduction velocities in
motor conduction studies. Electrophysiological studies
showed partial restoration of SNAP amplitudes after
1 month (Tables 4 and 5).

Detailed conduction studies were not available
from patients 4 to b.

Electrophysiological studies in patients without
antiganglioside antibodies

Electrophysiological studies were not available
from patient 11. Sensory nerve conduction studies
were normal in patients 9 and 10, showed reduced
SNAP amplitudes in patient 8 and no SNAPs were
obtained in patient 12. Motor nerve conduction
studies showed normal values in the four patients,
except by a slightly prolonged DML in patient 9
(Tables 4 and b5).

Gangliosides Recognized by ELISA and Sequential Titers

Patient DAO Ig Class GM1 GM2 GM3 GD1a GT1b GD1b GD3 GQ1b GT1a
IgG
1 3 — — 2000 — — 12,500 — — —
30 — — 900 — — 1800 — — —
410 — — — — — — — — —
2 4 — — 1400 4000 2400 — 9000 10,000 2000
95 — — — — — — — — —
3 5 — — 5000 — 2500 12,500 10,000 6000 7000
120 — — — — — — — — —
4 7 — — 2000 820 2300 600 2050 2300 3500
55 — — — — — — — — —
5 1 — — — — — 9500 — — —
96 — — — — — — — — —
6 7 — — - — 1200 - 1150 2400 ND
7 6 13,000 — — 2300 15,000 2200 15,000 2300 ND
IgM
1800 — — — — 1500 — — ND

DAO, days after onset; ND, not done.
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Table 4. Electrophysiological studies, sensory conduction studies.

Sensory Conduction Studies

Amplitude, uV (Days After Normal Conduction Velocity, m/s Normal

Patient Number/Nerve Onset) Values Values Values Values
Patient 1 (5) (150)

Radial, left 21 ND >14 63 ND >51

Sural, right/left ND/27 35/34 >5 53 50/61 >38
Patient 2 (10) (120) (330)

Median, right/left 2118 8.2 9.4/7.3 >16 36.1/33.3 37.9 >44

Radial, right 12 9.6 >14 55.9 41.8 >51

Sural, right/left 5.5/5.5 >5 36.5/33.9 45.1/47.5 >38
Patient 3 (8)

Radial 1.2 >14 60.6 >51

Peroneal 2.7 >6 43.8 >39

Sural 2.8 >b 44.6 >38
Patient 6 (13) (68)

Median, left NR 9.7 >16 NA 34.1 >44

Ulnar, right NR 5.1 >15 NA 40 >15

Sural, right and left NR NR/1.8 >5 NA NA/40.7 >38
Patient 7 (5) (14)

Median, right 19 18 >16 54.8 47.2 >44

Ulnar, left 12.5 7.5 >15 42.3 38.8 >15

Sural, right/left 9.6/9.7 7.3/7.8 >5 39.5/38 41.2/47.2 >38
Patient 8 (7)

Radial, right 7 >14 52.1 >51

Sural, right/left 4.5/4.2 >5 50.9/54.5 >38
Patient 9 (6)

Radial, right 16.3 >14 64.7 >51

Superficial peroneal, left 23.8 >6 65 >39

Sural, right/left 46.2/46 >5 50.5/56.7 >38
Patient 10 (10)

Sural, right/left 7.7/6.6 >5 49.7/53.3 >38
Patient 12 (8)

Ulnar, right/left NR >15 NA >15

Radial, right/left NR >14 NA >51

Sural, right/left NR >5 NA >38

NA, not applicable; ND, not done; NR, no response.

Discussion

We report the whole pattern of reactivity against
gangliosides in a series of patients sharing a highly
homogeneous clinical picture, characterized by ataxia,
Romberg’s sign, areflexia, and proprioceptive sensory
impairment, consistent with the peripheral origin of
the ataxia. Although electrophysiological studies did
not demonstrate a demyelinating process, the acute
onset and rapidly progressive clinical presentation,
the monophasic course recovery, and the infectious
antecedent strongly suggest an immuno-mediated
pathogenesis and support the inclusion of this
syndrome as a variant of GBS.

Previous data have established an association
between ASAN and reactivity against gangliosides
restricted to those with disialosyl groups. This
reactivity has been related to a well-defined clinical
picture of acute (Yuki etal, 1992; Willison etal.,

1994; Pan et al., 2001; Serrano-Munuera et al., 2001;

Notturno et al., 2008, Rojas-Garcia et al., 2008b) and
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chronic sensory ataxic neuropathy (llyas et al., 1985,
Daune et al., 1992; Brindel et al., 1994, Willison et al.,
2001, Rojas-Garcia etal.,, 2010). Our present data
widen the spectrum of reactivity in ASAN. In addition to
antidisialosyl antibodies, we frequently found reactivity
against gangliosides, such as GD1a and GM3, that
lack disialosyl epitopes and share a NeuNAc(a2-3)Gal
terminal epitope. This terminal epitope is present in
GT1b, which also contains a disialosyl group (Rojas-
Garcia et al., 2006, 2008b; 2010). Reactivity against
GM3 but not against GD1a was detected in two
other patients, suggesting a partial cross-reactivity
against the epitope NeuNAc(alfa2-3)Gal. This spectrum
of reactivity has been reported in a patient with
acute relapsing sensory ataxic neuropathy (Rojas-
Garcia et al., 2008b), acute sensory ataxic neuropathy
(Rojas-Garcia et al., 2010), and chronic sensory ataxic
neuropathy with antidisialosyl antibodies (Willison
etal., 2001, Rojas-Garcia et al., 2010). All these data
suggest that in some cases ataxia could be related
to a wider spectrum of reactivity and not limited to
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Table 5. Electrophysiological studies, motor conduction studies.

Motor conduction studies

Distal Motor Latency, Amplitude, mV Conduction Velocity, m/s

Patient Number/ ms (Days After Onset) Normal (Days After Normal (Days After Onset) Normal
Nerve Values Values Onset) Values Values Values Values
Patient 1 (5)

Median, left 3.0 <3.9 125 >6 66 >50

Peroneal, right/left 3.8/4.3 <5 11.5/11.6 >2 54/51 >42
Patient 2 (10) (120)

Median, right/left 3.6/3.9 3.7/ND <3.9 7.8/9 10.7/ND >6 49.4/48.3 54.2/ND >50

Ulnar, right 2.4 <3.3 85 >5 58.5 >48

Peroneal, right/left 3.7/3.2 3.35/ND <5 6.8/7.8 14/ND >2 47.1/49.3 45.7/ND >42
Patient 3 (8)

Ulnar, right 3.2 <3.3 121 >5 52.9 >48

Peroneal, right 3.8 <5 2.9 >2 47.7 >42

Tibial, left 41 <6 9.7 >3 46.7 >38
Patient 6 (13) (68)

Median, right 4.85 4.35 <3.9 6.5 11.2 >6 48.9 51 >50

Ulnar, right/left 3.8/3.7 2.7/ND <3.3 3.5/2.2 4/ND >5 46.9/44.4 57.1/ND >48

Peroneal, left 3.95 4.8 <b 1.8 1.9 >2 44.7 44 >42
Patient 7 (5) (14)

Median, right 33 <3.9 8.1 >6 51.1 >50

Ulnar, right 2.95 <3.3 75 >5 59.5 >48

Peroneal, left 4.75 5.45 <5 5.9 4.0 >2 43.2 37 >42
Patient 8 (7)

Ulnar, right 2.4 <3.3 1 >5 65 >48

Peroneal, right/left 4/4.1 <b 5.9/5.8 >2 52.1/53.9 >42
Patient 9 (6)

Median, left 5 <3.9 7 >6 50.6 >50

Peroneal, right 3.8 <5 4.2 >2 56 >42
Patient 10 (10)

Median, right 2.85 <3.9 22 >6 68 >50

Peroneal, right/left 4.9/3.8 <5 5.8/9 >2 49.9/42 >42
Patient 12 (8)

Median, left 3.8 <3.9 11.7 >6 52.8 >50

Ulnar, left 3.15 <3.3 10.2 >5 63 >48

Peroneal, left and right 3.8/4.5 <5 8.8/8.6 >2 41.5/43.6 >42

NR, No response; ND, not done; NA not applicable.

GD1b or other disialylated structures. Data obtained
from inhibition studies suggest that a single antibody
recognizes the disialosyl groups both terminal and
internal. However, no strong conclusions can be drawn
from only two sera analyzed.

The central or peripheral nerve origin for ataxia
in GBS and its variants is an issue of considerable
debate. Some case series have reported patients who
have ataxia as the dominant clinical feature but no limb
weakness or proprioceptive impairment. The terms
ataxic GBS, sensory ataxic GBS, and pure sensory
GBS are used indistinctly when ataxia is the main
clinical feature. Furthermore, the nosology of ataxic
syndromes is blurred by the presence of reactivity
against GQ1b alone or in cross-reactivity with GT1a,
or GD1b and other gangliosides containing disialosyl
groups (Kusunoki et al., 1999, Mori et al., 1999; Yuki
et al., 2000a; 2000Db).

A clinical picture characterized by cerebellar-type
ataxia without major limb weakness, ophthalmoplegia,

or severe loss of proprioceptive sense was first
described by Richter (1962) and was proposed as a vari-
ant of GBS. Occasional similar patients displaying high
titers of anti-GQ1b antibodies during the acute phase
of the iliness have been reported (Mori et al., 1999).
Two studies have described patients with a clinical
picture characterized by the presence of acute ataxia
and areflexia but without ophthalmoplegia or signifi-
cant sensory loss. The patients did not have significant
limb weakness and clinical features were consistent
with the ataxic form of GBS (Kusunoki et al., 1999, Yuki
etal., 2000b). These patients had anti-GQ1b antibod-
ies, which cross-reacted with GT1a, and did not react
with GD1b. These patients, therefore, had specificities
that were indistinguishable from those in the patients
with Miller-Fisher syndrome (MFS). A clinically and
immunologically continuous spectrum including acute
ataxia, MFS, and ataxic GBS has been proposed.

Data supporting a peripheral origin of the ataxia in
GBS focus on reactivity against GD1b and disialylated
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structures. Reactivity against GD1b has been related
to sensory ataxia in a few acute (Willison et al., 1994;
Pan et al., 2001, Serrano-Munuera et al., 2001, Not-
turno et al., 2008), acute relapsing (Yuki et al., 1992,
Rojas-Garcia et al., 2008b), and chronic cases (llyas
etal., 1985, Daune etal.,, 1992; Brindel et al., 1994,
Willison et al., 2001). This clinico-immunological asso-
ciation is supported by the presence of GD1b in the
dorsal root ganglia neurons (Kusunoki et al., 1993) and
by induction of experimental sensory ataxic neuropa-
thy in rabbits sensitized with GD1b (Kusunoki et al.,
1996). Moreover, available detailed electrophysiologi-
cal data from previously reported patients with ASAN
and antiganglioside antibodies suggest the involve-
ment of sensory fibers or primary sensory neurons in
dorsal root ganglia (Willison etal., 1994, Pan et al.,
2001, Notturno etal., 2008). This conclusion was
drawn because electrophysiological studies showed
absence or markedly diminished amplitude of SNAPs.
However, the complete and quite rapid, clinical and
electrophysiological recovery is incompatible with pri-
mary sensory neuron or axonal damage (Pan etal.,
2001, Notturno etal., 2008). An immuno-mediated
demyelinating lesion or reversible conduction block
was proposed as a pathophysiological mechanism of
these neuropathies (Notturno et al., 2008). However,
the most frequent electrophysiological pattern in our
patients was normal sensory and motor conduction
studies pointing to pre-ganglionar dorsal roots as the
site of the lesion (Chin et al., 2004, Sinnreich et al.,
2004, Notturno et al., 2008). Sensory nerve conduc-
tion studies may be normal in a very small number
of patients, presenting with pure or pre-dominant
sensory ataxia. A demyelinating lesion of proximal
segments in dorsal nerve roots has been suggested
as the cause in these cases (Cros, 1992; Citak et al.,
1993, Chin et al., 2004, Rojas-Garcia et al., 2008a). In
one series of patients who were clinically characterized
by chronic sensory ataxia and normal sensory nerve
conduction studies, the authors suggested localized
demyelinating involvement of sensory roots proximal
to the dorsal root ganglia (Sinnreich etal., 2004).
This is supported by enlargement of lumbar nerve
roots with enhancement after contrast administration
revealed by magnetic resonance imaging (MRI) in three
patients of the series (Sinnreich et al., 2004). Further-
more, gadolinium enhancement of the posterior roots
was reported in an ASAN patient suggesting poste-
rior roots as the site of the pathologic process (Wada
etal., 1997). Similar to the patients reported by Sin-
nreich et al., the electrophysiological pattern of absent
H-reflex and normal SNAP, in the presence of sensory
ataxia in one of our patients, suggests the proximal
segments of sensory roots as the site of the lesion.
This is reinforced by the reappearance of H-reflex after
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clinical improvement in our patient. Moreover, H-reflex
was absent also in patients 9 and 10 along with normal
sensory conduction studies, however, no subsequent
studies were available from these patients. Similarly,
bilateral absence of tibial H-reflexes was the major find-
ing on initial examination in two patients with ASAN
reported by Pan et al. (2001).

A recent study reported the findings of antigan-
glioside antibodies testing in patients with acute ataxia
without ophthalmoplegia (/to etal, 2011). Patients
were divided into two different groups depending on
the presence or absence of Romberg’s sign. Almost
one-third of them presented with a positive Romberg'’s
sign and sensory disturbance. Clinical features of these
two groups were remarkably similar with respect to
rate of preceding infections, sensory symptoms, are-
flexia, and CSF albuminocytological dissociation. The
only difference between the two groups was the sig-
nificantly higher frequency of anti-GQ1b antibodies in
patients with acute ataxia and negative Romberg sign
than in patients with positive Romberg sign. How-
ever, this latest group frequently presented reactivity
against GD1b alone or in combination with GQ1b. The
authors concluded that ataxic GBS and ASAN form a
continuous spectrum of diseases with a common etio-
logical basis; nevertheless only these two gangliosides
were tested in this study. Our study, however, sug-
gests that a wider spectrum of reactivity can be found
in patients with ASAN with positive Romberg'’s sign.
This condition may be related to a wider spectrum
of reactivity against gangliosides. The antiganglioside
antibodies profile then may be a good tool to clarify
the nosology of patients presenting with acute ataxia.
We suggest using the term ASAN only in patients with
acute ataxia and areflexia with Romberg’s sign and
sensory disturbance.

Conclusions of the study can be conditioned by lim-
ited availability and accuracy of the clinical data, derived
from the retrospective nature of this study. Further-
more, we collect samples from all over Spain but we
cannot guarantee a complete ascertainment of all inci-
dent cases in the catchment area. Then, the results of
this study could be only considered as descriptive and
no statistical inference of frequencies can be made. No
firm conclusions can be performed when patients with
or without antiganglioside antibodies are compared.

In conclusion, our study gives support to the
previously suggested association of reactivity against
gangliosides sharing disialosyl groups and a clinical
presentation characterized by ataxia of peripheral origin
in patients presenting with acute ataxia. Our data
widen the spectrum of reactivity against gangliosides.
The constant antecedent of flu-like illness, acute
presentation with a monophasic course, and complete
or nearly complete recovery and the association with
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transient 1gG antiganglioside antibodies supports the
inclusion of ASAN as a GBS variant.
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ORIGINAL ARTICLE

Antibodies to Contactin-1 in Chronic
Inflammatory Demyelinating
Polyneuropathy
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Objective: Chronic inflammatory demyelinating polyradiculoneuropathy (CIDP) is a frequent autoimmune neuropathy
with a heterogeneous clinical spectrum. Clinical and experimental evidence suggests that autoantibodies may be
involved in its pathogenesis, but the target antigens are unknown. Axoglial junction proteins have been proposed as
candidate antigens. We examined the reactivity of CIDP patients’ sera against neuronal antigens and used
immunoprecipitation for antigen unraveling.
Methods: Primary cultures of hippocampal neurons were used to select patients’ sera that showed robust reactivity
with the cell surface of neurons. The identity of the antigens was established by immunoprecipitation and mass
spectrometry, and subsequently confirmed with cell-based assays, immunohistochemistry with teased rat sciatic
nerve, and immunoabsorption experiments.
Results: Four of 46 sera from patients with CIDP reacted strongly against hippocampal neurons (8.6%) and
paranodal structures on peripheral nerve. Two patients’ sera precipitated contactin-1 (CNTN1), and 1 precipitated
both CNTN1 and contactin-associated protein 1 (CASPR1). Reactivity against CNTN1 was confirmed in 2 cases,
whereas the third reacted only when CNTN1 and CASPR1 were cotransfected. No other CIDP patient or any of the
104 controls with other neurological diseases tested positive. All 3 patients shared common clinical features,
including advanced age, predominantly motor involvement, aggressive symptom onset, early axonal involvement,
and poor response to intravenous immunoglobulin.
Interpretation: Antibodies against the CNTN1/CASPR1 complex occur in a subset of patients with CIDP who share
common clinical features. The finding of this biomarker may help to explain the symptoms of these patients and the
heterogeneous response to therapy in CIDP.

ANN NEUROL 2013;73:370-380

hronic inflammatory demyelinating polyradiculo- variable presence of monoclonal gammopathy.” The

neuropathy (CIDP) is the most frequent chronic
inflammatory neuropathy. It causes predominantly proxi-
mal limb weakness, distal sensory disturbances, and are-
flexia.! The pathophysiology of this disorder remains
largely unknown, although immune-mediated mecha-
nisms have been postulated.2 Diagnosis relies on clinical
and electrophysiological criteria, but the term CIDP
includes a remarkably heterogeneous group of pheno-
types with different clinical courses, atypical variants, and

discovery of biomarkers could help to define subgroups
with common clinical features, pathogenic mechanisms,
or response to therapy.®

Several immune mechanisms have been implicated
in CIDP involving both cellular and humoral immunity.”
The response to intravenous immunoglobulin (IVIg) and
plasma exchange (PEx) support a role for humoral factors
and, among them, autoantibodies.” Further evidence is
provided by the presence of immunoglobulin G (IgG)
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and complement deposition in sural nerve biopsies.® In
addition, passive transfer of patients’ IgG to rat sciatic
nerve results in demyelination.” Finally, levels of the im-
munoglobulin Fc gamma receptor IIB are decreased in
naive B cells of CIDP patients, and polymorphisms in its
promoter are associated with CIDP® Considering the
demyelinating nature of CIDD, myelin antigens have been
the most extensively studied. Antibodies against Schwann
cells in culture’ and several myelin proteins, including

10-14 10,14-16
2, and

myelin protein zero, myelin protein
myelin protein 22,""'®!” have been described.

Recently, attention has been directed to axoglial
junction proteins as candidate antigens for CIDP'® and
other inflammatory neuropathies, such as the Guillain—
Barré syndrome (GBS).'” A recent study concluded that
gliomedin, neurofascin (NF186), NrCAM, and contactin-
1 (CNTNI) are target antigens for GBS and CIDP?° Sev-
eral findings support the importance of axoglial junction
in the pathogenesis of CIDP. Among them, there is patho-
logical evidence that protein expression and distribution
are disrupted at the node of Ranvier.”' Also, polymor-
phisms in TAG-1, a protein mediating axoglial junctions,
have been associated with IVIg response in CIDP.**

CNTN1  and

(CASPR1) are essential for central and peripheral nerv-

contactin-associated  protein-1
ous system myelination. These axonal proteins are
expressed always as a complex that enables the formation
of septate-like axoglial junctions in the paranodal loops
of myelinated fibers.”>** Their absence determines potas-
sium channel disorganization, myelin detachment at the
paranode, and a decrease in nerve conduction velocities
in electrophysiological studies in knockout mice.*>*’

We designed a study to investigate the presence of auto-
antibodies against axonal antigens in sera of a large series of
CIDP patients using hippocampal neurons, which express
proteins of the axoglial junction,” to identify relevant target
antigens. We found that a subset of CIDP patients have anti-
bodies against conformational epitopes of CNTNI and the
CASPR1/CNTNI complex, but not against CASPRI. Fur-
thermore, we correlated the clinical features and response to
therapy with the presence of these new autoantibodies.

Patients and Methods

Patients

Sera from 46 patients followed in our clinics and fulfilling Euro-
pean Federation of Neurological Societies/Peripheral Nerve Society
task force diagnostic criteria for CIDP were included in the study.®
Control samples included 14 healthy controls and 90 with other
neurological diseases, including 48 patients with GBS, 23 patients
with motor neuron disease, 10 patients with Miller—Fisher syn-
drome, 8 patients with chronic ataxic neuropathy, and 1 patient
with neuromyotonia with positive anti-CASPR2 antibodies.
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All patients gave informed consent to participate. The
study was approved by the institutional ethics committee of
Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

Hippocampal Neurons Immunocytochemistry
and Immunoprecipitation

Rat hippocampal neurons were cultured as previously described.””*®
Neurons were grown for 18 to 21 days in 35mm culture plates with
coverslips to perform immunocytochemistry (ICC) or in 100mm
plates to perform immunoprecipitation (IP) assays.

Culture plates with coverslips were incubated with serum
of CIDP patients or healthy controls diluted 1:500 in 1% bo-
vine serum albumin (BSA) for 1 hour at 37°C and fixed with
2% paraformaldehyde. Secondary goat antihuman IgG Alexa
Fluor 488 antibody at 1:1,000 in 1% BSA was incubated for 1
hour at room temperature (RT). Coverslips were mounted with
Vectashield with 4',6-diamidino-2-phenylindole (Vector Labora-
tories, Burlingame, CA).

Each IP experiment required 5 to 7 100mm plates. Se-
rum diluted at 1:100 in culture medium was added to the plates,
incubated for 1 hour at 37°C, and washed in cold phosphate-
buffered saline (PBS). Plates were incubated with cold lysis buffer
(1% triton X-100 in distilled H,O, 150mM NaCl, ImM ethyle-
nediaminetetraacetic acid, 100mM Tris-HCI, and 0.5% deoxy-
cholate acid, pH 7.5) containing protease inhibitor mix (GE
Healthcare, Buckinghamshire, UK) in agitation for 1 hour at
4°C. Cell lysate was collected in tubes and centrifugated. Protein
A and G agarose (Invitrogen, Carlsbad, CA) were added to sam-
ple supernatants. The mix was shaken overnight at 4°C. The
sample was centrifugated, supernatant was discarded, and the pel-
let was resuspended in Laemmli buffer (BioRad Laboratories,
Hercules, CA) plus 5% f-mercaptoethanol. Samples were then
boiled for 5 minutes to separate protcin A and G beads and
spun down at 16,000 x g. Supernatant was separated in 4 to
12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis.
Colloidal blue staining was used to reveal the band pattern. Elec-
trophoresis bands specific for the CIDP patent were sent for
mass spectrophotometry analysis (Supplementary Methods).*’

Western Blot Analysis of Precipitated Proteins

A fraction of the precipitate supernatant of Patient 3 was loaded
into a 4 to 8% acrylamide gel. Gel proteins were transferred to
a nitrocellulose membrane, and immunoblot was performed
with rabbit anti-CNTN1 antibody (Abcam, Cambridge, MA)
and mouse anti-CASPR1 antibody diluted 1:1,000. Appropriate
antirabbit and antimouse DyLight secondary antibodies (Rock-
land Immunochemicals, Gilbertsville, PA) were used at 1/7,500
concentration, and band pattern was revealed with an Odyssey

Imager (LI-QOR, Lincoln, NE).

Immunocytochemistry on Cells Expressing
CNTN1, CASPR1, CNTN1/CASPR1 Complex,
and CASPR2

HEK293 cells were grown in culture dishes with coverslips for
24 hours in fetal bovine serum—supplemented Dulbecco modi-
fied Eagle medium culture medium. The pRc/CMV.F3 vector
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FIGURE 1: Sera of some chronic inflammatory demyelinating
polyradiculoneuropathy patients bind and precipitate neuronal
proteins. (A) Serum of Patient 1 reacts against hippocampal
neurons. (B) Immunoprecipitation of hippocampal neuron lysate
of Patient 1 (middle lane) and control (right lane) identifies a dis-
tinct band in Patient 1 at 100 to 150 kilodaltons (black asterisk)
in a polyacrylamide gel electrophoresis stained with colloidal
blue. The left lane shows the protein standard. (C) Western blot
demonstrates that the hippocampal neuron protein precipi-
tated with serum from Patient 3 contains both CNTN1 (arrow)
and CASPR1 (white asterisk). Rabbit anti-CNTN1 and mouse
anti-CASPR1, with appropriate antimouse and antirabbit
DyLight secondary antibodies, were used in the immunoblot.

containing F3/CNTN1 ¢DNA (courtesy of Dr Catherine Fai-
vre-Sarrailh),>® and the pReceiver-M02 containing full-length
human CASPR1 cDNA were diluted in Opti-MEM medium
and transfected with Lipofectamine 2000 (Invitrogen) at 60 to
70% cell confluence, and incubated overnight at 37°C. For
cotransfection experiments, F3/CNTN1 and CASPRI vectors
were transfected at 20:1 molar ratio. The day after transfection,
cells were fixed with 4% paraformaldehyde in PBS. For analysis of
antibodies against CASPR2, we used HEK cells expressing
CASPR2, kindly provided by Dr Dalmau.?® CASPR1 and 2 trans-
fected cells were permeabilized with Triton X-100 0.3% in PBS.
Then, cells were blocked for 1 hour with 5% normal goat serum
in PBS. Double ICC was performed using patients’ sera (1:10 to
1:40) and mouse monoclonal antibodies against CNTN1 and
CASPR1 and rabbit polyclonal anti-CASPR2 (Abcam, Cambridge,
MA) at 1:5,000, 1:10,000, and 1:1,000 respectively. Goat antihu-
man IgG Alexa Fluor 488 and goat antimouse/antirabbit IgG
Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, Eugene, OR) were used as sec-
ondary antibodies at 1:1,000 concentration. Coverslips were
mounted as described for neuronal ICC.
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Teased Nerve Fibers Inmunohistochemistry
Female Lewis rats were sacrificed and the sciatic nerves
removed. Nerve fibers were teased, transferred to slides in PBS,
dried at RT, and stored at —20°C until needed. Teased fiber
immunohistochemistry (IHC) was performed as described.?!
Sera (concentrations 1:100 to 1:1,000) from CIDP patients and
controls were incubated for 1 hour. In double IHC assays, the
same monoclonal antibodies and appropriate secondary fluores-
cent antibodies described in ICC experiments were used. Pri-
mary antibodies were incubated overnight at 4°C and secondary
antibodies for 1 hour at RT. Slides were mounted with Fluo-
prep (Biomerieux, France).

Immunoabsorption

Nontransfected and CNTN1-, CASPR1-, or CNTNI1/
CASPR1-transfected HEK293 cells were grown in 6-well plates
and fixed with 4% paraformaldehyde in PBS. Sera from CIDP
patients testing positive in ICC assays were diluted 1:40 in 5%
goat serum in PBS and incubated for 1 hour per well. Superna-
tant from both transfected and nontransfected culture plates

was collected and used for IHC and ICC experiments as

described.

Data Collection and Statistical Analysis

Medical records of patients were retrospectively reviewed to
retrieve demographic and clinical data, response to treatment,
and outcome. Electrophysiological data from patients testing
positive for antibodies were also reviewed in detail. All data
were recorded in a coded database.

Statistical analysis was performed with Prism v5.0

(GraphPad Software, La Jolla, CA).

Results

Forty-six patients fulfilling diagnostic criteria for CIDP
were included in the study. Four of 46 patients’ sera
(8.6%) reacted strongly against hippocampal neurons
(Fig 1A). Sera from these 4 patients and 1 control were
used for IP assays. The proteins precipitated with these 4
sera and 1 control sample were separated in a polyacryl-
amide gel. A protein band of 100 to 150kDa was identi-
fied in the precipitate with 3 of the patients’ sera but not
in the fourth patient or in the healthy control serum (see
Fig 1B). CNTNI1 was identified with high scores in the
band of 100 to 150KDa independently precipitated with
each of the 3 patients’ sera. CASPRI was also identified
in the precipitate of Patient 3 and confirmed by immu-
noblot (see Fig 1C and Supplementary Table 1).

The presence of antibodies against CNTNI1 or
CASPR1 was confirmed with a cell-based assay express-
ing these proteins. Sera from Patients 1 and 2 were posi-
tive for CNTNI1 IgG antibodies (Fig 2). Serum from
Patient 3 tested negative when examined with CNTN1
and CASPR1 transfected separately. However, this serum
reacted with cells coexpressing the CNTNI1/CASPR1
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FIGURE 2: Reactivity against CNTN1 was confirmed with
CNTN1-transfected HEK293 cells in Patients 1 and 2,
whereas none of the controls tested positive. (A) Patient 1
serum shows (B) strong reactivity against CNTN1 and (C)
colocalization with the reactivity of a commercial antibody.
(D) A serum from a healthy control (E) does not show reac-
tivity against CNTN1 and (F) therefore there is no colocali-
zation with the reactivity of a commercial antibody.

complex (Fig 3). All other CIDP patients, including
those with weak reactivity against neurons, and the 104
controls were negative when tested against CNTNI,
CASPR1, and CNTNI1/CASPR1 using the same cell-
based assay (p = 0.02, Fisher exact test). To further sup-
port the specificity of the reactivity, we tested all 3 posi-
tive patients’ sera against CASPR2-transfected cells, and
all 3 were negative (data not shown).

To confirm the specificity of the findings, teased-
nerve IHC, immunoabsorption, and immune competi-
tion experiments were performed. All 3 patients sera
reacted against paranodal structures and colocalized with
CNTNI1 and CASPRI in teased-nerve IHC. The reactiv-
ity of serum from Patients 1 and 2 was abrogated using
teased-nerve IHC and ICC experiments after sera had
been preabsorbed with cells expressing CNTN1 (Fig 4
and Supplementary Fig 1). However, the reactivity of se-
rum from Patient 3 was preserved after preabsorption
with cells expressing CNTN1, CASPR1, and CNTN1/
CASPR1 and with nontransfected cells. In immune com-
petition experiments, the incubation of teased-nerve
fibers with serum from Patient 1 substantially decreased
the binding of monoclonal antibodies to CNTNI, sug-
gesting a blockade of the epitopes targeted by the mono-

clonal antibody. This did not happen when monoclonal
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antibodies were used first and the patient’s serum was
used afterward (Supplementary Fig 2). No blocking
effects were seen with the other 2 positive sera and with
serum of a CIDP patent without CNTNI1/CASPR1
antibodies (data not shown).

Patients whose sera reacted against CNTNI1 or the
CNTNI1/CASPRI complex were 2 women and 1 man.
Their ages at disease onset (77, 76, and 60 years) were
higher than the average for the whole group of CIDP
patients (71 vs 51.6, p = 0.04, Mann—Whitney). Their
demographic and clinical features are described in Table

FIGURE 3: Serum from Patient 3 reacted against the
CNTN1/CASPR1 complex only when both proteins were
coexpressed. (A) Patient 3 serum (green) tests negative
against CNTN1-transfected cells and is detected with anti-
CNTN1 monoclonal antibody (red). (B) Patient 3 serum
(green) tests negative for CASPR1-transfected cells and is
detected with anti-CASPR1 monoclonal antibody (red). (C)
Positive reactivity of Patient 3 serum (green) against
CNTN1/CASPR1-cotransfected cells using anti- CNTN1 anti-
body (red) to demonstrate colocalization.
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FIGURE 4: Immunoabsorption of positive sera with CNTN1-
transfected HEK cells abrogated paranodal reactivity. (A)
Reactivity against the paranode on teased-nerve fibers was
present when Patient 2 serum was preincubated with non-
transfected HEK cells. (D) The reactivity was abolished after
preincubation of the serum with CNTN1-transfected cells.
(B, E) Anti-CNTN1 monoclonal antibody reactivity. (C, F)
Merged images.

1. All 3 patients presented with a rapidly progressive
clinical course characterized by predominant motor
weakness. Patient 1 became completely paralyzed in 12
weeks, and 1 course of IVIg was ineffective. Cyclosporine
was started because she had a history of vertebral col-
lapse. This drug and a second course of IVIg were also
ineffective, and prednisone was introduced. After 2 weeks
with steroids, she improved significantly. A year later, she
was able to walk without assistance, but she required
50mg of prednisone every other day to maintain her
walking ability. Patient 3 presented with sensory and
motor symptoms. Weakness progressed during 8 weeks
until she became wheelchair bound. Two courses of IVIg
were only partially effective, and oral prednisone was
needed to reach independent but poor ambulation.
Patient 2 was diagnosed in another center and first
seen in our unit 1 year after symptom presentation. He
presented with symmetrical, rapidly progressive weakness,
predominantly involving distal muscles in lower limbs.
Distal paresthesias, tingling, joint position impairment in
hands and feet, and gait ataxia were also present. Treat-
ment with IVIg was partially effective. Prednisone and
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azathioprine were started but only resulted in incomplete
improvement. Electrophysiological studies are detailed in
Tables 2 and 3. Motor conduction studies showed fea-
tures consistent with demyelination in all 3 patients. Dis-
tal motor latencies were prolonged, and conduction
velocities were within the range of a demyelinating neu-
ropathy in Patients 1 and 3. Distal motor latencies were
prolonged in all tested nerves in Patient 2, but slowed
motor conduction velocities and conduction block were
only present in median nerve. However, the most striking
finding, common to the 3 patients, was the presence of
deeply decreased amplitudes in compound muscle action
potentials (CMAPs) and acute denervation in electromy-
ography. Sensory nerve action potentials were absent dur-
ing the acute phase in Patients 1 and 3 and showed low
amplitudes in Patient 2.

Discussion

We report the presence of antibodies against conforma-
tional epitopes of the CNTN1/CASPR1 complex in a sub-
set of CIDP patients who had similar clinical features and
response to therapy. The identity of the target autoantigens
was determined with IP and confirmed with teased-nerve
IHC, cell-based assays, and immunoabsorption experi-
ments. The absence of similar findings in 104 controls,
including 48 GBS patients, indicates that autoantibodies
to CNTN1 or the CNTN1/CASPR1 complex may have a
pathogenic role in a subset of CIDP patients, and could be
used as a diagnostic biomarker in these patients.

The presence of pathogenic autoantibodies in
CIDP has been a matter of research for many years,
because the good responses to IVIg and PEx suggested
that humoral factors were involved.” Recently, the axo-
glial junction has been proposed as the target of the
autoimmune response.'® We focused our investigation on
this particular region of the nerve and used hippocampal
neurons to screen for the presence of sera reactivity
against neuronal antigens. Although hippocampal neu-
rons are not involved in CIDP pathogenesis, the molecu-
lar machinery involved in myelination processes and pro-
teins of the axoglial junction are common in both the
central and peripheral nervous systems.’>*> Therefore,
we used cultures of dissociated hippocampal neurons,
that result in less background than peripheral or central
nervous tissue, and have been recently used for the char-
acterization of many relevant antigens of autoimmune
encephalitis.®*

Our data indicate that antibodies to CNTNI or
CNTNI1/CASPR1 complex are likely to be relevant in
the pathogenesis of this group of CIDP patients. For
instance, cell-based assays confirmed the presence of
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antibodies to CNTN1 and the CNTN1/CASPR1 com-
plex only in sera of patients that precipitated these pro-
teins, and were negative in the rest of our large group of
CIDP patients and controls. Furthermore, teased-nerve
IHC showed that patient’s sera specifically labeled the para-
nodal region, without involving nodes or juxtaparanodes,
and colocalized with the reactivity of monoclonal antibodies
to CNTNI and CASPRI. Finally, immunoabsorption stud-
ies confirmed that the only target of the antibody response
in the nerve is CNTNI or the CNTN1/CASPR1 complex,
as reactivity against the paranodes was abolished after serum
absorption with CNTNI1. We postulate that serum from
Patient 3, which precipitated both CASPR1 and CNTN1
but did not recognize either protein separately, likely con-
tained antibodies against a conformational epitope of the
complex. This is supported by experiments showing reactiv-
ity of the serum with CNTN1/CASPR1 complex that could
not be abrogated by preadsorption with each individual pro-
tein. The low number of CNTN1/CASPRI-coexpressing
cells that we were able to obtain limited the experiments of
immunoabsorption using cells coexpressing both proteins.

Our 3 antibody-positive patients shared common
clinical features. Their age at symptom onset was signifi-
cantly higher than that of CIDP patients without
CNTNI1 antibodies. They presented with predominant
motor symptoms and a rapidly progressive course, lead-
ing to severe weakness with proximal and distal involve-
ment. Neurophysiologic studies fulfilled criteria for de-
myelination, but a marked reduction of CMAP
amplitudes and presence of axonal involvement were evi-
dent at early stages of the disease. IVIg was only partially
effective in Patients 2 and 3 and ineffective in Patient 1.
All 3 patients required prednisone, and the recovery was
not complete, likely due to axonal degeneration.

CNTNI1 and CASPRI form a complex and are
coexpressed in the nerve.””> Knockout mice for CASPR or
CNTNI show a very similar phenotype, including electro-
physiological studies showing decreased nerve conduction
velocities due to an increase in paranodal capacitance sec-
ondary to misplacement of potassium channels at the para-
node.”** Decreased conduction velocity is a frequent find-
ing in acquired inflammatory neuropathies; however, our
patients had evidence of axonal involvement since the initial
examination. The location of the antigen CNTNI in the
axon could favor the early appearance of axonal degenera-
tion. These 2 findings strongly correlate with the electro-
physiological findings in our patients and further support
the pathogenic role of the CNTN1/CASPR1 antibodies.

During the preparation of this article, Devaux and
coworkers®® described the presence of serum reactivity
against the node or paranode by teased-nerve IHC in up
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to 30% of CIDP patients and 43% of GBS patients.
Using transfected cells, they reported that some of the
patients had antibodies against neurofascin (NF186),
gliomedin, NrCAM, or CNTNI alone or in combina-
tion. These results further strengthen our findings using
a different approach. The disagreement in the presence
of CNTNI antibodies in GBS could be due to the dis-
ease in our patients having an aggressive onset; some
were initially considered as having GBS (Patients 1 and
3), but the follow-up established the diagnosis of CIDP.
However, in the CIDP cohort, 7 more patients had a
rapidly progressive course (7 of 46, 15.2%). Mean age at
onset of these patients was 45 years, significantly lower
than the CNTN1/CASPRI1-positive patients we describe.
Clinical features are heterogeneous but, in general, dis-
case was milder. Two patients had a predominantly
motor involvement and electromyographic findings sug-
gestive of acute axonal injury, but unlike ant-CNTN1/
CASPR1—positive patients, both responded well to IVIg.
The other 5 patients had demyelinating features without
prominent axonal involvement in the first electromyo-
gram (Supplementary Table 2).

Intriguingly, we found antibodies against CNTNI1
and the CNTNI1/CASPR1 complex but not against
CASPR1 alone, although its membrane expression is
always dimeric with CNTNI. In fact, in CNTNI1 mu-
tant mice, CASPR1 is retained intracellularly and is not
expressed on the surface.’® A study with sural nerve
biopsies of CIDP patients®' showed that nodal structures
are disrupted, and there was an increase and disorganiza-
tion in fluorescence signal with CASPR1 staining. The
authors suggested that those changes were specific for
CIDP and could be used as diagnostic marker. This over-
expression may, in accordance with our results, indicate
that CASPR1 is not a primary target in CIDP.

That we are able to identify a relevant antigen in
only 6.5% of patients using IP indicates the presence of
other unknown antigens in CIDP. However, the finding
of new autoantigens even in small subgroups of patients
can have important therapeutic implications. For exam-
ple, the description of anti-MuSK antibodies in a small
percentage of patients with myasthenia gravis has been
shown to be very important in designing a treatment
strategy specific for these patients.”> Studies confirming
the presence of antibodies against neurofascin, gliomedin,
and NrCAM and the definition of the clinical CIDP
subgroups associated with them are needed. Similar IP
approaches can help to determine the presence of anti-
bodies against other axoglial proteins of the myelin com-
partment. Larger studies focused on the clinical features
of patients with antibodies to CNTN1/CASPR1 complex
will help to better define the phenotype of this disorder.
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SUPPLEMENTARY TABLE 1

MASS SPECTROMETRY SCORE SUMMARY

Only proteins scoring above the cut-off threshold (50) are shown:

PATIENT 1
PROTEIN ACCESSION SCORE UNIQUE PEPTIDES SEQUENCE
(UNIPROT) COVERAGE (%)
Myosin 10 MYH10_RAT 5950.2 102 49.1
Myosin 9 MYH9_RAT 5746.6 106 48.1
Contactin 1 CNTN1_RAT 2505.5 52 50.8
Vimentin VIME_RAT 785.6 16 42.7
Keratin type Il K2C1_RAT 189.7 3 5.6
cytoskeletal 1
Myosin Ib MYO1B_RAT 106.4 3 4.0
Keratin type Il K2C5_RAT 86.9 1 2.1
cytoskeletal 5
Keratin type Il K2C10_RAT 86.4 2 4.9
cytoskeletal 10
Alpha-actinin-1 ACTN1_RAT 84.6 1 1.3
Keratin type Il K2C14_RAT 76.0 2 2.9
cytoskeletal 14
Myosin Va MYO5A_RAT 75.2 1 0.9
Drebrin DREB_RAT 68.3 1 2.8
Ubiquitin UBIQ_RAT 57.9 1 21.1
Tubulin alpha-1A TBA1A RAT 52.6 1 33




chain

PATIENT 2
PROTEIN ACCESSION SCORE UNIQUE PEPTIDES SEQUENCE
(UNIPROT) COVERAGE (%)
Myosin 10 MYH10_RAT 3197.6 49 30.3
Myosin 9 MYH9_RAT 1865.3 29 18.8
Contactin 1 CNTN1_RAT 982.9 19 24.9
Vimentin VIME_RAT 588.9 10 23.8
Myosin Va MYO5A_RAT 257.5 3 34
Drebrin DREB_RAT 89.9 2 6.2
Anionic trypsin-1 TRY1_RAT 63.2 1 8.1
Ventricular zone- MELT_RAT 53.7 1 2.3
expressed PH
domain-
containing protein
homolog 1
PATIENT 3
PROTEIN ACCESSION SCORE UNIQUE SEQUENCE
(UNIPROT) PEPTIDES COVERAGE (%)
Myosin 10 MYH10_RAT 1391.5 22 16.3
Contactin associated CNTP1_RAT 723.0 10 7.9
protein 1




Contactin 1 CNTN1_RAT 431.3 11.8
Keratin, type | K1C10_RAT 410.1 14.4
cytoskeletal 10
Keratin type Il K2C1_RAT 373.3 7.2
cytoskeletal 1
Myosin 9 MYH9_RAT 214.5 2.9
Keratin, type Il K2C6A_RAT 146.7 3.8
cytoskeletal 6A
Myosin Va MYOS5A_RAT 140.5 1.5
Vimentin VIME_RAT 117.6 5.2
Heat shock cognate HSP7C_RAT 113.5 5.6
71KDa protein
Keratin, type Il K22E_RAT 93.6 34
cytoskeletal 2
epidermal
Dihydrolipoyllysine- ODP2_RAT 77.7 2.4
residue
acetyltransferase
component of
pyruvate
dehydrogenase
complex,
mitochondrial
Serine/threonine- KPCD1_RAT 77.2 1.6

protein kinase D1




Complement C4 CO4_RAT 74.7 1 0.7
Anionic trypsin-1 TRY1_RAT 58.0 1 8.1
CONTROL
PROTEIN ACCESSION SCORE UNIQUE PEPTIDES SEQUENCE
(UNIPROT) COVERAGE (%)
Tropomyosin TPM1_RAT 1555.3 26 64.8
alpha-1 chain
Tropomyosin TPM3_RAT 1155.6 26 61.7
alpha-3 chain
Actin, cytoplasmic ACTB_RAT 1083.9 23 58.1
1
Actin, aortic ACTA_RAT 643.7 16 30.5
smooth muscle
Tropomyosin TPM4_RAT 634.6 12 28.6
alpha-4 chain
F-actin-capping CAPZB_RAT 574.6 14 47.4
protein subunit
beta
F-actin-capping CAZA2_RAT 403.4 7 36.0
protein subunit
alpha-2
Actin-related ARP2_RAT 375.8 9 22.1
protein 2
Tropomodulin-2 TMOD2_RAT 344.5 5 17.1




F-actin-capping CAZA1_RAT 331.8 31.1
protein subunit
alpha-1
60S ribosomal RL13_RAT 320.0 25.6
protein L13
Glyceraldehyde-3- G3P_RAT 301.4 18.0
phosphate
dehydrogenase
ADP/ATP ADT1_RAT 192.5 14.4
translocase 1
Actin-related ARPC2_RAT 1915 15.7
protein 2/3
complex subunit 2
Actin-related ARC1A_RAT 99.4 10
protein 2/3
complex subunit
1A
60S ribosomal RL19 RAT 90.5 13.3
protein L19
Keratin type Il K2C5_RAT 85.1 2.1
cytoskeletal 5
Keratin, type Il K2C73_RAT 79.3 2.2
cytoskeletal 73
Anionic trypsin-1 TRY1_RAT 52.6 8.1




Supplementary Methods
In-gel digestion and mass spectrometry (MS) analysis

The protein bands of interest were excised, trypsinized and analyzed on an Esquire
HCT ion trap mass spectrometer (Bruker). Data processing for protein identification
was performed using Protein Scape 3.0 (Bruker). Proteins were identified using
Mascot to search the Swiss-Prot57.4 (Rattus database). MS/MS spectra were
searched with precursor mass tolerance of 1.5 Da, fragment tolerance of 0.5 Da,
trypsin specificity with a maximum of one missed cleavage, cysteine carbamido-
methylation set as fixed modification and methionine oxidation. Positive
identification criterion was set as an individual Mascot Score for each peptide MS/MS
spectrum higher than the corresponding homology threshold score. False positive rate
for Mascot protein identification was measured by searching randomized decoy
database, and estimated to be below 4%. Mascot Score Histogram lons score is -
10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual ion scores higher than 28 indicate identity or extensive homology (p<0.05).
Protein scores are derived from ion scores as a non-probabilistic basis for ranking
protein hits. Protein scores of 100 or more were considered relevant to restrict the
analysis to proteins highly enriched in the precipitate.

The mass spectrometry protein identification analysis was performed at the
Proteomics Laboratory at Vall d'Hebron Institute of Oncology (VHIO), a member of
the ProteoRed-ISCIII network of proteomic facilities in Spain.



SUPPLEMENTARY TABLE 2

MRS at
Age at onset, sex Initial Symptoms Electrophysiological features Responseto treatment
diagnosis
IVig Other 1S (response)
Slow NCV and low amplitude
Sensory-motor. Proximal and
50, Female 3 CMAPs. Prolonged DML. Absent Excellent Prednisone (good)
distal weakness.
SNAPs
63, Female 3 Pure sensory ataxia Prolonged DML, slow NCV. Excellent Predni sone (good)
Sensory-motor. Predominantly
68, Female 3 proximal weakness. Neuropathic ~ F-wave absence, decreased CMAPs  Not done Prednisone (good)
pain.
Slow NCV, prolonged DML,
temporal dispersion of CMAP,
24, Male 4 Predominantly motor. Good None
conduction blocks,
Acute denervation
Sensory-motor plus ataxia, Slow NCV, low amplitude CMAPs, Methotrexate (good),
58, Femae 4 Good

proximal and distal involvement.

Acute denervation

Azathioprine (partial)



Sensory-motor, predominantly Low amplitude CMAPs and SNAPs.
9, Femae 3 Excellent None

6 proximal weakness. Prolonged DML

Prednisone (good),

azathioprine (no),

Predominantly motor. Proximal methotrexate (no),
7 47, Mde 3 Conduction blocks Good
and distal. cyclosporine (no),
cyclophosphamide
(good)

Supp. Table 1. Summary of clinical features of patients with rapidly progressive CIDP negative for anti-CNTN1/CASPR1 antibodies. mRS: modified Rankin Score; NCV: nerve conduction

velocities; CMAPs: compound muscle action potentials; DML: distal motor latencies; SNAPs: sensory nerve action potentials.



6. SINTESIS DE LOS RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. ARTICULOI.

6.1.1.Sintesis resultados

En las neuropatias autoinmunes agudas se han descrito diferentes patrones de
reactividad antigangliosido. El SGB clasico se caracteriza por un predominio de la
clinica motora pero hay una variante de SGB de predominio sensitivo cuyos
criterios diagndsticos fueron descritos a principios de los afios 80. La variante
sensitiva del SGB se caracteriza por la presencia de una neuropatia sensitiva
aguda, con ausencia de reflejos, de curso monofasico y con aumento de las
proteinas en el LCR y que muestra caracteristicas neurograficas sugestivas de
desmielinizacidn. Sin embargo la literatura existente al respecto se reduce a
series de casos clinicos en los que no se describe signo de Romberg en la
exploracién. Mas adelante han sido descritas series de casos con neuropatia
sensitivo-ataxica, sin reflejos y elevacidn de las proteinas en LCR con patologia
desmielinizante en el nervio que, probablemente, pertenecen también al
espectro del SGB. Sin embargo los casos con ataxia aguda y arreflexia que
cumplen criterios para la inclusién en el SGB son raros, por lo que la inclusién de
la neuropatia ataxica aguda (ASAN) como variante del SGB es controvertida.
Estos casos presentan un cuadro estereotipado de alteracién sensitiva pura,
ataxia, areflexia y signo de Romberg positivo con conducciones motoras
normales o que muestran signos de desmielinizacion.

Los anticuerpos antiganglidsidos son un marcador diagndstico util en el SGB.
Identifican subgrupos de pacientes especificos y se han demostrado patogénicos
en algunos casos. Las reactividades de anticuerpos antigangliésido en ASAN no
han sido estudiadas de forma extensa. Algunos autores identifican anticuerpos

contra GD1b y otros ganglidsidos con epitopos disialosil (GD3, GQ1lb, GT1a) en



pacientes aislados pero no se ha realizado nunca la evaluacion sistematica de las
reactividades antiganglidsido de pacientes con ASAN. Por otro lado, en el SMF y
variantes parciales que cursan Unicamente con ataxia (clasificadas como SGB
ataxico) se ha descrito la presencia de anticuerpos contra GQ1lb. Es controvertido
si la ASAN forma parte del espectro SMF o forma una entidad diferenciada
dentro del espectro del SGB. Nuestra hipotesis fue que definir las reactividades
antigangliésido de los pacientes con ASAN y sus correlatos clinicos nos permitiria
identificar si, efectivamente, se trata de una variante SGB y discriminar
nosoldgicamente aquellos pacientes con ataxia de origen cerebeloso de aquellos
de origen periférico y causa autoinmune.

Para ello seleccionamos todos los pacientes con diagndstico de sospecha de
ASAN de una base de datos con mds de 3000 sueros enviados para analizar
reactividades antiganglidsido y recogidos entre 2005 y 20010. Los criterios para
incluir a los pacientes en el estudio fueron: presencia de un sindrome sensitivo-
ataxico puro, en ausencia o disminucidn de reflejos y con alteracién de la
propiocepcion. Aquellos pacientes con oftalmoparesia o debilidad muscular
manifiesta fueron excluidos. Las historias clinicas fueron revisadas
retrospectivamente y los datos epidemioldgicos, clinicos y electrofisiolégicos
anotados. La reactividad antigangliésido fue estudiada mediante ELISA y
cromatografia de capa fina y se emplearon experimentos de inhibicién
competitiva fueron empleados para definir la especificidad de la reaccion.
Dieciséis pacientes reunieron los criterios definidos a priori. Dos de los dieciséis
fueron excluidos porque recibieron un diagndstico alternativo en el curso de la
enfermedad (neuronopatia anti-Hu y toxicidad por metronidazol). Dos pacientes
mas fueron excluidos por ausencia de datos clinicos. Uno de ellos era positivo

para GD1b. Los otros 12 pacientes pudieron ser analizados con detalle. De los 12,



5 pacientes resultaron negativos en el estudio de anticuerpos antigangliosido.
Los pacientes negativos para anticuerpos antiganglidsido tenian una media de
edad fue 67 afios y en dos de ellos habia un antecedente infeccioso reconocible.
Tres respondieron de forma excelente a las IVIg, uno respondid parcialmente y
otro recuperd espontaneamente sin tratamiento.

Los 7 pacientes positivos para anticuerpos antigangliésido tenian una edad
media de 59 afios, todos ellos se presentaron con una infeccidn respiratoria de
vias altas precedente y la presencia de parestesias e inestabilidad fueron los
sintomas iniciales en todos ellos. Los reflejos musculares profundos estaban
ausentes en todos los pacientes y la coordinacion estaba claramente afectada
incluyendo signo de Romberg positivo en todos ellos. De forma sorprendente 5
pacientes presentaban ptosis palpebral en la exploracién, sin evidencia de
oftalmoparesia. Finalmente, dos de los pacientes presentaron afectacion bulbar
significativa. Todos los pacientes con anticuerpos antiganglidsido positivos
presentaron reactividad contra el epitopo disialosil. Cinco de estos 7 pacientes
reaccionaban contra al menos 3 de los gangliésidos que contienen dicho epitopo.
Sélo 2 pacientes reaccionaban de forma aislada contra ganglidsidos conteniendo
epitopos disialosil. El resto presentaban grados variables de reactividad contra
otros ganglidsidos que no presentan dicho epitopo en su estructura. Dos de ellos,
con afectacidn bulbar, presentaban reactividad contra NeuNAc(a2-3)Gal. El
isotipo de los anticuerpos antigangliésido de todos los pacientes era IgG. Cinco
de los 7 pacientes tenian, al menos, un estudio EMG disponible. El estudio
electrofisioldgico fue normal en 3 pacientes, uno de ellos mostré amplitudes
disminuidas en el potencial sensitivo y el otro presentaba abolicién de los
potenciales sensitivos y latencias motoras distales alargadas con disminucion de

las velocidades de conduccidon en la neurografia motora.



6.1.2.Relevancia
El estudio describe las caracteristicas clinicas, electrofisioldgicas y el patrén de
reactividad de anticuerpos antigangliésido de un grupo homogéneo de pacientes
con ataxia sensitiva (como demuestra la presencia de sigho de Romberg en todos
ellos), arreflexia y alteracién propioceptiva. A pesar de que los estudios
neurograficos no demostraron desmielinizacion, el inicio rapido, el curso
monofasico, la presencia de una infeccién precedente reciente y la respuesta a
IVlg sugieren firmemente la pertenencia de este subgrupo de pacientes al
espectro del SGB. Ademas, la demostracién de que la reactividad antiganglidsido
esta dirigida contra epitopos disialosil asi como la presencia de signo de Romberg
permite distinguir el ASAN, en el que la ataxia es de origen periférico, del SMF y
variantes en los que el sigho de Romberg es negativo (sugiriendo origen central
de la ataxia) y en los que la reactividad antiganglidsido esta dirigida contra el
epitopo NeuNAcNeuNAcGal. Este estudio, que supone la serie de casos de ASAN
mas grande publicada, determina que el ASAN pertenece al espectro clinico y
patogénico del SGB y amplia el espectro de epitopos reconocidos por los

anticuerpos antigangliésido asociados a fenotipos clinicos especificos.



6.2. ARTICULO II.

6.2.1.Sintesis resultados

La CIDP es la neuropatia autoinmune cronica mas frecuente y determina una
discapacidad significativa en hasta el 50% de los pacientes. Se trata de una
enfermedad heterogénea para la cual no existen biomarcadores, por lo que su
diagndstico se basa en unos criterios clinicos y electrofisiolégicos relativamente
amplios. Aunque su causa es desconocida, algunas de sus caracteristicas clinicas
y patoldgicas sugieren que su patogenia es autoinmune. El conocimiento
disponible de la inmunopatogenia de la CIDP es muy escaso, aunque se ha
propuesto un papel preponderante de las células B y los autoanticuerpos. La
respuesta mayoritariamente buena de los pacientes con CIDP a las IVIg y al
recambio plasmatico, la presencia de depdsitos de inmunoglobulinas y
complemento en la superficie de las fibras nerviosas en las biopsias de nervio
sural, la aparicidon de desmielinizacidn en el nervio de rata tras la transferencia
pasiva de IgG de pacientes con la enfermedad y diversos trabajos experimentales
describiendo anticuerpos contra anticuerpos de la mielina apoyan el papel de los
anticuerpos en su patogenia. A pesar de ello los anticuerpos identificados hasta
el momento son relativamente poco especificos de la enfermedad y
dudosamente patogénicos, motivo por el cual no han podido ser utilizados como
marcadores de la enfermedad. El hallazgo de alteraciones en la region del nodo
de Ranvier y adyacentes en las biopsias de nervio sural de pacientes con CIDP asi
como la descripcion de anticuerpos contra antigenos de dicha region en el SGB
ha puesto el foco en la relevancia de la regién nodal como posible diana de
autoanticuerpos en la CIDP. En nuestro estudio nos propusimos, de forma no
sesgada, buscar autoanticuerpos en la CIDP que puedan ser Uutiles para el

diagndstico de la enfermedad y que puedan contribuir a explicar la patogenia de



la enfermedad. Dado que mayoritariamente la blusqueda de autoanticuerpos se
habia centrado en la mielina con escaso resultado decidimos focalizar la
busgueda en antigenos neuronales y, en concreto, en neuronas hipocampales
gue, a pesar de no ser relevantes en la patogenia de la enfermedad, comparten
la mayor parte de la maquinaria de mielinizacién con las neuronas que
conforman el nervio periférico.

En la busqueda de autoanticuerpos partimos de una muestra de 46 pacientes
qgue cumplian criterios diagndsticos de CIDP y a los que realizamos el seguimiento
en nuestra Unidad. Como muestras control incluimos 14 controles sanos, 48
pacientes con SGB, 10 pacientes con SMF, 23 pacientes con enfermedad de
neurona motora, 8 pacientes con neuropatia ataxica crdnica y 1 paciente con
neuromiotonia y anticuerpos anti-CASPR2. Tomando el suero de estos pacientes
realizamos inmunocitoquimica sobre las neuronas hipocampales para seleccionar
aquellos pacientes con anticuerpos IgG dirigidos contra estructuras neuronales.
Aguellos sueros que mostraban mayor positividad en la inmunocitoquimica
fueron utilizados para experimentos de inmunoprecipitaciéon con las neuronas. El
precipitado fue corrido en un gel de poliacrilamida y el patrén de bandas de
electroforesis revelado mediante azul coomassie. Las bandas diferentes entre
suero de paciente y controles fueron extraidas y enviadas a andlisis por
espectrometria de masas. Aquellas proteinas presentes Unicamente en el
precipitado con suero de pacientes y no en el de controles se analizaron para
evaluar su potencial relevancia. Las proteinas identificadas por espectrometria
de masas y candidatas a ser autoantigenos en la CIDP fueron expresadas en la
linea humana de células HEK293 mediante vectores de expresién en mamiferos y
se realizé inmunocitoquimica con el suero de los pacientes y anticuerpos

monoclonales apropiados para evaluar si existia colocalizacion entre ambos. Para



caracterizar la especificidad de la reaccidn, realizamos inmunohistoquimica sobre
preparaciones de nervio “teased” (fasciculos aislados) y experimentos de
inhibicién. Finalmente, en aquellos pacientes con anticuerpos contra antigenos
relevantes recogimos los datos clinicos y electrofisiolégicos.

Encontramos 7 pacientes que reaccionaban contra neuronas de hipocampo
(15,2%), de los que 4 reaccionaban de forma intensa contra las neuronas de
hipocampo. Esos 4 sueros fueron utilizados para experimentos de
inmunoprecipitacion, detectandose la proteina contactin-1 (CNTN1) en 3 de
ellos. En uno de estos 3 ademas se detecté la proteina contactin-associated
protein 1 (CASPR1). En uno de los pacientes no se detectd ninguna proteina
relevante. En los experimentos con células transfectadas detectamos anticuerpos
contra CNTN1 en 2 de los pacientes que precipitaban CNTN1, mientras el tercer
paciente, que precipitaba simultdaneamente CNTN1 y CASPR1 sdlo reaccionaba
contra las células cuando CNTN1 y CASPR1 eran co-transfectadas y no contra
ninguna de ellas de forma individual. Ningun otro paciente o control reaccioné
contra células transfectadas con CNTN1, CASPR1 o ambas co-transfectadas. Los 3
pacientes con anticuerpos contra el complejo CNTN1 presentaban un patrén de
tincién paranodal en las preparaciones de nervio “teased”. La reactividad, tanto
contra el nervio como contra las células transfectadas, desaparecia en los
pacientes con anticuerpos contra CNTN1 al pre-incubar el suero con células
transfectadas con CNTN1 pero no al incubarlo con células no transfectadas. La
reactividad contra el paranodo no desaparecia sin embargo en el paciente con
anticuerpos contra el dimero CNTN1/CASPR1 al pre-incubar el suero con células
transfectadas con CNTN1, CASPR1 o CNTN1/CASPR1, probablemente debido al

escaso numero conseguido de células que expresen ambas proteinas.



Al analizar los datos clinicos de los pacientes con anticuerpos contra el complejo
CNTN1 evidenciamos un patrén clinico comun vy diferente a las CIDP
consideradas tipicas. Los 3 pacientes presentaban un inicio agresivo y
relativamente rapido (dos de ellos fueron clasificados inicialmente como SGB y
posteriormente reclasificados ante la presencia de recaidas). Todos ellos tenian
una edad media superior a los pacientes sin anticuerpos contra CNTN1,
predominio motor marcado, dafio axonal de inicio y ausencia de respuesta a las
IVlg aunque con respuesta parcial en dos pacientes y completa en el tercero a la
prednisona.
Aunque el objetivo del estudio no era dilucidad el potencial patogénico de los
anticuerpos contra el complejo CNTN1, existen algunos datos que sugieren que
dichos anticuerpos podrian serlo. En primer lugar su especificidad y la
determinacidn de un fenotipo homogéneo. En segundo lugar el hecho de que su
diana es clave en la mielinizacidn del sistema nervioso periférico y en la
formacién del nodo de Ranvier, estructura fundamental para la transmision del
impulso nervioso. Y, finalmente, porque los modelos murinos knock-out para
CNTN1 presentan una neuropatia con disminucion de amplitudes motoras y
enlentecimiento de las velocidades de conduccién cuyo patrén es muy similar al
que presentaban los estudios electrofisioldgicos en nuestros pacientes.
6.2.2.Relevancia
Este trabajo identifica un subgrupo de pacientes con CIDP (6.5% del total) con
anticuerpos contra el complejo CNTN1/CASPR1 que, a pesar de estar presentes
en un porcentaje pequefio, identifica un fenotipo homogéneo de pacientes con
caracteristicas clinicas y prondsticas que se desvian de la CIDP tipica, motivo por
el cual puede ser utilizado como biomarcador tanto diagndstico como

prondstico. Ademas pone de relieve la existencia de otros autoanticuerpos



neuronales cuyas reactividades todavia han de ser identificadas como demuestra
la existencia de pacientes (4) que reaccionan contra neuronas a pesar de que el
antigeno no haya sido identificado mediante espectrometria de masas.
Adicionalmente este estudio sugiere que la CIDP es, en realidad, un conjunto de
sindromes con algunas caracteristicas comunes desde el punto de vista clinico y
electrofisioldgico pero muy heterogéneo cuando se analizan con detalle la
epidemiologia, las fenotipos clinicos y la respuesta terapéutica.

Por otro lado nuestro estudio sugiere que la identificacidon de autoanticuerpos
especificos puede ayudar a definir con precisién subgrupos dentro de la CIDP con
patogenia, fenotipo y respuesta a tratamiento diversas y, por tanto, con
aplicacion clinica inmediata. Por esta razon el articulo ha sido elegido para

publicacion en una de las revistas de mayor prestigio en neurologia clinica.

7. CONCLUSIONES

En pacientes con neuropatia ataxica aguda se detecta una respuesta inmunoldgica
dirigida contra ganglidsidos que comparten la especificidad antigénica “epitopo
disialosil”. Este tipo de reactividad antigénica compartida solo puede identificarse si el
estudio incluye una bateria amplia de gangliésidos.

La presencia de estos autoanticuerpos antigangliésido demuestra que la neuropatia
ataxica aguda se asocia a una respuesta inmunoldgica transitoria y apoya su inclusién
dentro del espectro del sindrome de Guillain Barré

El suero de un subgrupo de pacientes con CIDP reconoce antigenos en las neuronas
hipocampales en cultivo. Uno de estos antigenos es la proteina Contactina-1.

Los pacientes con CIDP y anticuerpos contra el complejo contactina-1 constituyen un
subgrupo de enfermos con un fenotipo homogéneo carcterizado por inicio agudo,

gravedad clinica y escasa respuesta a Igev.



Los anticuerpos frente al complejo contactina-1 son el primer marcador con

implicaciones diagndsticas y prondsticas identificado en la CIDP.



8. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

AChR: Receptor de acetilcolina

AIDP: Polineuropatia desmielinizante inflamatoria aguda
AMAN: Neuropatia axonal motora aguda

AMSAN: Neuropatia axonal sensitivo-motora aguda
ASAN: Neuropatia sensitivo-atdxica aguda

BHN: Barrera hemato-neural

CAMs: Moléculas de adhesidn celular

CASPR1: contactin-associated proten-1

CASPR2: contactin-associated proten-2

CIDP: Poliradiculoneuropatia desmielinizante inflamatoria crénica
CMT: Charcot-Marie-Tooth

CNTN1: Contactin-1

CPA: Célula presentadora de antigenos

EAN: Neuritis alérgica experimental

FcR: Receptor de porcion Fc de inmunoglobulina

GMD: Gliomedin

GRD: Géanglio raquideo dorsal

IFN: Interferon

IL1: Interleucina 1

IL6: Interleucina 6

IL10: Interleucina 10

LCR: Liquido cefaloraquideo

MAG: Glicoproteina asociada a la mielina

MG: Miastenia gravis

MGUSP: Polineuropatia asociada a gammapatia monoclonal de significado incierto

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad



MusK: Kinasa especifica de musculo
NdR: Nodo de Ranvier

NF155: Neurofascin 155

NF186: Neurofascin-186

NMM: Neuropatia motora multifocal

POEMS: Polineuropatia, organomegalia, endocrinopatia, gammapatia monoclonal y
alteraciones cutaneas

SGB: Sindrome de Guillain-Barré
SMF: Sindrome de Miller-Fisher
SNC: Sistema Nervioso Central
SNP: Sistema Nervioso Periférico
TCR: Receptor de célula T

TLR: Toll-like receptor
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