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All of old. Nothing else ever. Ever tried. Ever failed. No matter. Try again. Fail again. 

Fail better. 

 

Samuel Beckett, Worstward Ho (1983) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://en.wikiquote.org/wiki/Nothing
http://en.wikiquote.org/wiki/Fail
http://en.wikipedia.org/wiki/Worstward_Ho


 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
PRESENTACIÓN 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



PRESENTACIÓN 

7 

El trabajo presentado en esta tesis doctoral se ha realizado en el laboratorio de 

Neuroinmunología del Centre d’Esclerosi Múltiple de Catalunya (Cemcat) situado en el 

Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR), Hospital Universitari Vall d’Hebron. Esta tesis 

doctoral ha sido co-dirigida por el Dr. Manuel Comabella, responsable del laboratorio, y 

el Prof. Xavier Montalban, director del Cemcat. 

 

El Cemcat se dedica a la asistencia clínica, la rehabilitación fisica y cognitiva y a la 

investigación clínico-básica en esclerosis múltiple (EM). Cuenta con un equipo 

multidisciplinar experimentado, formado por clínicos (neurólogos, neuropsicólogos, 

enfermeras, fisioterapeutas, logopeda, terapeuta ocupacional y arte-terapeuta además 

de monitores de deporte adaptado), investigadores básicos (neurólogos, biólogos, 

biotecnólogos, veterinario, bioquímico y farmacéutico), personal de soporte técnico 

(técnicos de laboratorio), de gestión de la asistencia y la investigación y, finalmente, 

de docencia (economista, contable y administrativos). De esta forma el Cemcat 

desarrolla una atención integral del paciente, lleva a cabo un control diario de la 

calidad asistencial mediante sesiones clínicas y realiza una investigación clínica y básica 

de gran calidad, además de impartir formación y docencia a nivel nacional e 

internacional lo que hace que sea el mayor centro de referencia de EM a nivel nacional 

y que esté entre los más destacados del panorama internacional. La investigación del 

grupo se puede dividir en investigación clínica e investigación básica y tiene como 

objetivo principal alcanzar el máximo nivel de calidad de vida, relacionado con la salud, 

del paciente con EM a través de profundizar en el conocimiento de los mecanismos 

patogénicos de la enfermedad así como en el desarrollo de nuevos abordajes 

terapéuticos, por lo que podemos considerar que la investigación del Cemcat tiene un 

marcado carácter translacional. 

 

Este proyecto de investigación se engloba dentro de la línea de investigación 

“Validación de marcadores biológicos asociados con la conversión a esclerosis múltiple 

en pacientes que presentan síndromes clínicos aislados” . Aproximadamente el 85% de 

los pacientes con EM inician la enfermedad con un síndrome clínico aislado (CIS), pero 

se ha descrito que entre un 30% y un 85% de éstos finalmente desarrollan EM 

clínicamente definida (EMCD). Actualmente se utilizan la presencia de alteraciones en 

la resonancia magnética (RM) y la detección de bandas oligoclonales en el líquido 

cefalorraquídeo (LCR) como marcadores pronósticos en los pacientes con CIS. A parte 

de estos factores, la evidencia sobre el posible papel de otros biomarcadores 
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moleculares ha sido controvertida por falta de validación de los resultados. Con este 

objetivo llevamos a cabo la presente tesis doctoral. 

En primer lugar se llevó a cabo, mediante un abordaje de proteómica en pooles de 

líquido cefalorraquídeo (LCR) de pacientes con CIS que convertían a EMCD y pacientes 

que permanecían como CIS, la búsqueda de proteínas asociadas a la conversión a EM. 

En este estudio se encontraron niveles aumentados de ceruloplasmina, vitamin D 

binding protein, apolipoproteína AI, chitinase 3-like 1 (CHI3L1), plasminógeno, 

vitronectina y apolipoproteína AIV, y niveles disminuidos de semaforina 7A (sema 7A) y 

ala-beta-his-dipeptidasa (CNDP1) en el LCR de los pacientes con CIS que convertían a 

EMCD. 

 

En segundo lugar se procedió a la validación de las proteínas que se encontraron 

expresadas de forma diferencial en muestras individuales mediante técnicas 

alternativas como el ELISA y el selected reaction monitoring (SRM). Únicamente se 

validaron como biomarcadores asociados a la conversión a EM la CHI3L1, sema 7A y 

CNDP1. 

 

De las proteínas validadas se seleccionó la CHI3L1 para su validación en una cohorte 

numerosa de pacientes independiente. Además, se determinó su expresión en plasma 

en las diferentes formas clínicas de la enfermedad y se estudió la asociación entre un 

polimorfismo en el promotor del gen de la CHI3L1 y la EM. Por otro lado, se estudió la 

expresión de la CHI3L1 en tejido cerebral de pacientes con EM así como en las 

poblaciones celulares del LCR.  

 

Finalmente, se realizó el modelo animal de la enfermedad, la encefalomielitis 

autoinmune experimental (EAE) en ratones knockout (KO) y wild-type (WT) para la 

CHI3L1 y se realizaron estudios histopatológicos y ensayos de proliferación para 

determinar la función de la proteína en la respuesta inmune. 

Los resultados presentados en esta tesis han dado lugar a cinco artículos. Tres de ellos 

aceptados en revistas internacionales, y dos en revisión y en preparación. 

 

Cantó E, Tintoré M, Villar LM, Borrás E, Álvarez-Cermeño JC, Chiva C, Sabidó E, Rovira 

A, Montalban X, Comabella M. Validation of semaphorin 7A and ala-beta-his-

dipeptidase as biomarkers associated with the conversion from clinically isolated 

syndrome to multiple sclerosis. Journal of Neuroinflammation (en prensa). 
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Cantó E, Reverter F, Morcillo-Suárez C, Matesanz F, Fernández O, Izquierdo G, 

Vandenbroeck K, Rodríguez-Antigüedad A, Urcelay E, Arroyo R, Otaegui D, Olascoaga 

J, Saiz A, Navarro A, Sanchez A, Domínguez C, Caminero A, Horga A, Tintoré M, 

Montalban X, Comabella M. Chitinase 3-like 1 plasma levels are increased in patients 

with progressive forms of multiple sclerosis. Mult Scler. 2012; 18(7)983-90. 

 

Comabella M, Fernández M, Martin R, Rivera-Vallvé S, Borrás E, Chiva C, Julià E, Rovira 

A, Cantó E, Alvarez-Cermeño JC, Villar LM, Tintoré M, Montalban X. Cerebrospinal fluid 

chitinase 3-like 1 levels are associated with conversion to multiple sclerosis. Brain. 

2010; 133 (Pt 4):1082-93. 

 

Este proyecto ha sido financiado por el Fondo de Investigación Sanitaria del Instituto 

de Salud Carlos III, Ministerio de Economía y Competitividad (PI09/00788). Ester Cantó 

Puig ha sido financiada por el programa PFIS del Fondo de Investigación Sanitaria del 

Instituto Carlos III, Ministerio de Economía y Competitividad (FI09/00705). El resto de 

la financiación ha provenido de fondos propios del Cemcat. 
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HLA Human leukocyte antigen 
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Ig Inmunoglobulina 
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iTRAQ Isobaric tag for relative and absolute quantitation labelling 
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MHC Complejo mayor de histocompatibilidad 
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ROS Especies reactivas de oxígeno 
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sema7A Semaforina 7A 

SF Suero fisiológico 

SNC Sistema nervioso central 
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SRM Selected reaction monitoring 

tampón TBE Tampón tris-borato-EDTA 

Tampón TE Tampón Tris EDTA 

TCR Receptor de células T 
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Th Célula T colaboradora (helper) 

TJ Uniones estrechas (tight junctions) 

TNF Factor de necrosis tumoral 
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vitamin D BP Vitamin D binding protein 
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 WT                                              Wild type



 

 

   

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUCCIÓN  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



INTRODUCCIÓN 

 

 

27 

La esclerosis múltiple 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad crónica inflamatoria del sistema 

nervioso central (SNC) y una de las causas más frecuentes de discapacidad neurológica 

en adultos jóvenes, con una mayor prevalencia en las mujeres, siendo la razón 

mujer:hombre de 2-3:1 1. La EM es una enfermedad extendida mundialmente, con una 

prevalencia que varía en función de la región. La prevalencia en España es de entre 75 

y 91 casos por cada 100.000 habitantes 2-4. 

Etiología de la EM 

La etiología de la EM permanece desconocida, aunque se sabe que tanto factores 

genéticos como ambientales juegan un papel en el desarrollo de la enfermedad 5. La 

importancia de los factores genéticos en la susceptibilidad de la EM se observó 

inicialmente en estudios epidemiológicos 6. Estudios clásicos en gemelos homozigotos o 

idénticos que comparten el 100% de los genes muestran que el riesgo de recurrencia 

(probabilidad de que de que otro familiar desarrolle EM si hay un miembro afectado) 

es del 25%,  mientras que en gemelos dizigotos que comparten el 50% de los genes el 

riesgo de recurrencia es del 5%. A partir de aquí, el riesgo de recurrencia va 

disminuyendo del 5% al 0,5% según se trate de familiares de 1º, 2º o 3º grado 7, 8. 

Numerosos estudios genéticos han encontrado más de 100 variantes genéticas 

asociadas con la EM 9, 10, la mayoría relacionadas con genes del sistema inmunitario. 

Sin embargo, es importante destacar, que la principal contribución en el riesgo 

genético de la enfermedad corresponde al Human Leukocyte Antigen (HLA) de clase II, 

en particular el alelo con el HLADR-B1*15:01, que es claramente más prevalente en 

pacientes con EM 10. 

En cuanto a los factores ambientales, se han estudiado en particular agentes 

infecciosos que pueden estar ligados a la EM. Varias infecciones como el sarampión la 

varicela y la hepatitis B entre otras se habían relacionado con el desarrollo de la 

enfermedad, pero el agente infeccioso de mayor peso hoy día como factor ambiental 

es el virus de Epstein Barr 11, 12. Numerosos estudios han demostrado la existencia de 

un gradiente de la latitud relacionado con la prevalencia de la EM, hecho que puede 

estar relacionado con la población o con factores ambientales. Otro de los factores 

ambientales de mayor peso en la EM como agente etiológico es la vitamina D. La 

vitamina D es sintetizada por la piel cuando ésta se expone a la luz solar, y la baja 
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exposición a la luz ultravioleta se ha asociado a EM 13-15. Relacionado con esto, los 

niveles bajos de vitamina D se han asociado a un mayor riesgo de EM 16. Finalmente, 

estudios recientes han demostrado una asociación entre el tabaquismo y un aumento 

en el riesgo de EM 17, 18. 

A modo de resumen, la EM se considera una enfermedad compleja, en la que un 

componente genético poligénico interacciona con factores ambientales para dar lugar 

al fenotipo de la enfermedad. 

 

Anatomía patológica 

Los principales hallazgos patológicos en el SNC de pacientes con EM son inflamación, 

desmielinización, gliosis reactiva, y pérdida axonal (Figura 1). 

Inflamación 

La inflamación está presente en todas las etapas de la EM. En los sitios de 

desmielinización activa, se encuentran infiltrados celulares compuestos básicamente 

por linfocitos B, macrófagos y linfocitos T CD4 y T CD8 activados 19 productores de 

citoquinas proinflamatorias. 

Desmielinización 

La desmielinización es el daño y pérdida de las vainas de mielina que recubren los 

axones de las neuronas debida principalmente al proceso inflamatorio. En la EM es 

típica la presencia de lesiones o placas de desmielinización principalmente localizadas 

en la sustancia blanca del SNC 20, normalmente en la sustancia blanca subcortical o 

periventricular, en los nervios ópticos, en el tronco cerebral o en la médula espinal 21, 

aunque también pueden aparecer en la sustancia gris 22. Esta desmielinización dificulta 

la conducción de las señales nerviosas a través de los axones dañados, y es el proceso 

responsable de la pérdida funcional transitoria característica observada en los 

pacientes con EM remitente recurrente (EMRR) 23, 24. 

Las lesiones de EM se pueden clasificar en activas, crónicas activas o crónicas 

inactivas, en función de sus características histológicas. Una lesión se clasifica como 

activa cuando tiene un margen definido, hipercelularidad, infiltración perivascular 

intensa, desmielinización, presencia de macrófagos cargados de mielina, edema 

parenquimal, astrocitos hipertróficos y poca o ninguna formación de cicatriz glial 5. Las 

placas de desmielinización crónicas se caracterizan por hipocelularidad, con pérdida de 
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mielina y formación de cicatriz glial 25. Las lesiones crónicas se pueden dividir en 

crónicas activas o crónicas inactivas. Las lesiones crónicas activas presentan un borde 

hipercelular en el lugar de desmielinización, mientras que el centro de la lesión es 

hipocelular y contiene los axones “desnudos”, astrocitos fibrilares y macrófagos 

cargados de lípidos 5, 25. Por otro lado, las lesiones crónicas inactivas están desprovistas 

de inflamación y se caracterizan por la pérdida completa de oligodendrocitos y la 

formación de la cicatriz glial.  

Gliosis 

La gliosis es un proceso de respuesta de las células gliales (astrocitos, oligodendrocitos 

y microglía) frente al daño en el SNC; normalmente en este proceso se produce la 

proliferación, cambios morfológicos (hipertrofia) y adaptación funcional de los 

diferentes tipos de células gliales, y en la EM es típica la presencia de astrocitos 

reactivos rodeando las lesiones demielinizadas. No es un proceso específico de la EM, 

pero en esta enfermedad la astrogliosis es mucho más intensa que en otras 

enfermedades del SNC. 

Daño axonal 

El daño axonal se define como los cambios patológicos en la citoarquitectura de un 

axón que se producen antes de la muerte de éste 26, y está relacionado con la 

progresión de la discapacidad en los pacientes con EM 27. 

Es un proceso temprano en el desarrollo de la EM y, aunque se observa principalmente 

en los axones desmielinizados localizados en las lesiones, es parcialmente 

independiente de la desmielinización 28. Aunque el daño axonal aparece al inicio de la 

enfermedad, permanece de forma subclínica durante la fase remitente recurrente 

seguramente debido a que el SNC es capaz de compensar la pérdida neuronal a través 

de diversos mecanismos.  

 

 

Figura 1. Principales hallazgos 

patológicos en la EM. (a) 
desmielinización, (b) inflamación, (c) 
gliosis y (d) daño axonal. Adaptado 
de Trapp y col. 29. 
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Patogenia de la EM 

Células implicadas 

Inmunidad celular o adaptativa 

En la EM, la inmunidad adaptativa juega un papel importante en la patogenia de la 

enfermedad. Esto se ha observado tanto en estudios histológicos, inmunológicos como 

moleculares. 

Células T CD4+ 

Se conoce desde hace tiempo que la EM es una enfermedad autoinmune mediada por 

células T, y concretamente las células T helper (Th) CD4+ se han considerado como 

las más implicadas y las “iniciadoras” de la enfermedad. Esta hipótesis se basa en el 

hecho de que los factores genéticos asociados a la EM residen en la región del MHC de 

clase II, que juega un papel importante en el desarrollo de la tolerancia central de las 

células T 30, 31, y estudios en el modelo animal de la enfermedad, la encefalomielitis 

autoinmune experimental (EAE), mostraron que animales naive a los que se les 

transferían células Th específicas contra la proteína mielínica de los oligodendrocitos 

(MOG) desarrollaban la enfermedad 32, 33. Cuando las células T CD4+ naive reconocen 

un antígeno presentado en el contexto del complejo mayor de histocompatibilidad 

(MHC) de clase II por las células presentadoras de antígeno, experimentan un proceso 

de proliferación y diferenciación a las distintas subpoblaciones de células Th. Existen 

diferentes subpoblaciones de células Th entre las que destacan las células Th1, Th2, 

Th9, Th17 y T reguladoras (Treg) con distintas funciones sobre la inmunidad y la 

inflamación, y la diferenciación de las células T CD4+ naive a una u otra subpoblación 

está determinada en gran medida por el ambiente de citoquinas creado por las células 

presentadoras de antígeno (APC) durante el proceso de diferenciación 34 (Figura 2). 

Las células Th1 producen citoquinas proinflamatorias como el interferón gamma (IFN-

γ) que activa a los macrófagos encargados de la eliminación de patógenos 

intracelulares. Por otro lado, las células Th2 secretan citoquinas anti-inflamatorias 

como la interleuquina 4 (IL-4) y son importantes en la eliminación de patógenos 

extracelulares35. Las células Th17 producen entre otras citoquinas la IL-17, que 

inducen la secreción de factores granulopoiéticos y quimiocinas como el G-CSF, GM-

CSF y diversas quimiocinas del tipo CXC 36, que median la respuesta inmune frente a 

bacterias y hongos extracelulares a través del reclutamiento de neutrófilos a los sitios 
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de infección. Las células Th9 son una de las subpoblaciones de células T efectoras 

descritas más recientemente. Se ha observado su implicación en mecanismos de 

inflamación alérgica (reclutamiento de eosinófilos y mastocitos, inducción de 

quimiocinas, incremento de la producción de IgE), mecanismos de inflamación 

autoinmune (inflamación ocular, intestinal o del SNC, potencial regulador de células 

Treg), y mecanismos de inmunidad antitumoral (reclutamiento de células T CD8 y 

mastocitos, incremento en la capacidad de eliminar las células tumorales). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Diferenciación de las células T naive a las distintas subpoblaciones de células T 
efectoras. Tras activarse, las células T CD4+ naive se diferencian a distintas subpoblaciones de células T: 
Th1, Th2, Th9, Th17 y Treg bajo la influencia de citoquinas específicas. Estas células diferenciadas 
secretan citoquinas específicas que median sus funciones efectoras. Adaptado de Comabella y col. 37 y de 
Broux y col. 38 

 

Finalmente, las células Treg producen citoquinas antiinflamatorias como la IL-10 y su 

función es la de mantener la homeostasis inmune, prevenir la autoinmunidad y las 

respuestas alérgicas, así como controlar la magnitud de la respuesta inmune durante la 

respuesta inflamatoria. Un desequilibrio entre estas subpoblaciones de células T 

efectoras se ha relacionado con enfermedades autoinmunes, entre ellas la EM.
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Células T CD8+ 

Además de las células T CD4+, otras células del sistema inmune se han visto 

implicadas en la patogenia de la EM. Se ha observado que las células T CD8+ juegan 

un papel importante en la EM, y de hecho estas células predominan sobre las células T 

CD4+ en las lesiones del SNC 39, 40. Entre las funciones de estas células figuran la 

producción de citoquinas y quimiocinas, moléculas con efectos citolíticos como la 

perforina y la granzima para la lisis de las células diana a través del MHC de clase I.  

Existe una clara evidencia de una expansión clonal de células T CD8+ en los pacientes 

con EM 41 aunque los antígenos reconocidos por estas células se desconocen. Algunos 

antígenos candidatos son péptidos de la mielina y virus, entre otros. De hecho, la 

administración de células T CD8+ específicas contra la mielina en ratones, induce una 

EAE severa en estos animales 42. En condiciones fisiológicas, prácticamente no se 

encuentran células T CD8+ en el SNC, y la expresión de moléculas de MHC de clase I 

únicamente se encuentran en células vasculares y meníngeas, pero en condiciones de 

inflamación, todas las células del SNC (astrocitos, oligodendrocitos y neuronas) 

incrementan la expresión de estas moléculas y pueden ser reconocidas y lisadas por 

las células T CD8+ citotóxicas 43, 44. 

Además, existen también distintas subpoblaciones de células T CD8+ reguladoras con 

capacidad supresora. En un estudio reciente, se observó que una subpoblación de 

células T CD8+ reguladora era capaz de eliminar células T CD4+ patogénicas, y que en 

los pacientes con EM esta subpoblación reguladora tendría la capacidad citolítica 

disminuida, favoreciendo la presencia de células T CD4+ autoreactivas 45.   

Células B 

Las células B también juegan un papel importante en la EM, y entre sus funciones 

destacan la presentación de antígenos mediante el MHC de clase II, lo que produce la 

activación de las células T frente al antígeno, la producción de citoquinas pro-

inflamatorias y anti-inflamatorias (células B reguladoras). Además, las células B se 

pueden diferenciar a células plasmáticas que tienen como función principal la secreción 

de anticuerpos, lo que da lugar a la presencia de bandas oligoclonales (BOC) de IgG en 

el LCR observadas en una gran proporción de pacientes con EM46. Aunque la presencia 

de las BOC es una de las características inmunológicas más comunes en los pacientes 

con EM, éstas no son específicas de esta enfermedad, y se desconocen sus 

reactividades antigénicas.  
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Inmunidad innata 

Aunque se cree que la EM es una enfermedad principalmente mediada por células T, 

estudios recientes sugieren que el sistema inmune innato también juega un papel 

tanto en el inicio como en la progresión de la enfermedad 47. 

Células Dendríticas 

Las células dendríticas (DCs) son células presentadoras de antígeno que juegan un 

papel importante en la activación y diferenciación de las células T naive a las diferentes 

subpoblaciones de células T efectoras (Th1, Th2, Th9, Th17 o Treg) como se ha 

explicado anteriormente. En los pacientes con EM se ha observado que estas células 

presentan un fenotipo activado con un incremento de la expresión de citoquinas 

proinflamatorias, que se ha visto acompañado por una respuesta proinflamatoria de 

células T incrementada, definida por un aumento en la secreción de factor de necrosis 

tumoral alfa (TNFα) e IFN-γ 48. 

Microglía y macrófagos 

La microglía constituye aproximadamente un 10-20% de las células gliales, y son las 

células inmunes más comunes en el SNC. Las células de la microglía se consideran 

macrófagos residentes en el SNC, y entre sus funciones destacan la fagocitosis, 

presentación antigénica y producción de citoquinas 49. En las lesiones de pacientes con 

EM también se observa infiltración de monocitos 50 que después de migrar a través de 

la BHE se diferencian a macrófagos, y que juntamente con la microglía residente en el 

SNC están involucradas en la desmielinización y fagocitosis de la mielina 51. Se ha visto 

que algunos de los macrófagos encontrados en las lesiones contienen mielina en su 

interior, aunque se desconoce si la fagocitosis de esta mielina resulta ser un proceso 

protector (fagocitosis de los restos de mielina) o bien patogénico (fagocitosis de la 

mielina intacta).  

 

También se han relacionado con la EM otros tipos celulares como las células natural 

killer (NK), las células NKT, las células Tγδ, los mastocitos y los neutrófilos.  

Mecanismos patogénicos 

La patogenia de la EM se desconoce, pero se considera una enfermedad autoinmune 

mediada por células T autoreactivas contra péptidos de la mielina que migran a través 
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de la barrera hematoencefálica (BHE). La BHE en los vasos sanguíneos limita de forma 

muy estricta la entrada de sustancias tales como proteínas y células desde el torrente 

sanguíneo al SNC, manteniendo de esta forma la homeostasis para las neuronas y 

células gliales, además de proporcionar un ambiente inmunoprovilegiado al SNC, hecho 

que no ocurre en la mayoría de órganos periféricos. La BHE está formada por células 

endoteliales sin fenestraciones cuyas membranas se unen mediante uniones estrechas 

o tight junctions (TJ), que son unas estructuras celulares formadas por proteínas 

(ocludinas y claudinas) que impiden el libre flujo de sustancias entre células.   

 

Figura 3. Neuroanatomía de la barrera 
hematoencefálica modificado de Arima y col. 52. 

 

En la BHE también colaboran los 

pericitos (que son células contráctiles 

que se situan alrededor de las células 

endoteliales), las células de la microglía, 

los macrófagos y los astrocitos (Figura 

3) 53, 54. En la EM se ha descrito una 

pérdida y/o redistribución de las tight 

junctions 55, 56 que tiene como resultado 

la disrupción de la BHE. Los astrocitos 

también ejercen un papel crítico en el mantenimiento de la BHE debido a su situación 

en la microvasculatura cerebral. Ayudan a mantener la integridad de la BHE y la 

quiescencia inmune a través de mecanismos dependientes de contacto así como 

mediante la secreción de factores solubles como el factor básico de crecimiento de 

fibroblastos (bFGF), el factor de crecimiento transformante beta (TGF-β), factor 

neurotrófico derivado de la glia (GDNF), angiotensinógeno, etc.53, 57, 58 . Por otro lado, 

los astrocitos pueden secretar citoquinas proinflamatorias en condiciones 

neuropatológicas como la EM dando lugar a la activación de las células endoteliales, lo 

que conduce a la disrupción de la BHE 53, 59 y la migración de células inmunitarias. De 

hecho, se ha demostrado que citoquinas proinflamatorias como el TNFα, la IL1β y la 

IL17A 60 así como las metaloproteinasas de la matriz activadas 56 actúan sobre las TJ 

produciendo la permeabilización de la BHE y la consecuente entrada de células al SNC.  

Se sabe que en los tejidos linfoides secundarios las células T CD4+ naive se 

encuentran con las células presentadoras de antígeno (APC), que presentan un 
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antígeno (viral o de otro tipo) que tiene cierta similiud con algún autoantígeno del SNC, 

mecanismo que se conoce como molecular mimicry 61. Este encuentro produce la 

activación de las células T y la consecuente proliferación y diferenciación a alguno de 

los subtipos de células T efectoras en función del ambiente de citoquinas creado por 

las células presentadoras de antígeno. Las células T efectoras (principalmente las 

células Th1 y Th17), una vez activadas, son capaces de producir citoquinas 

proinflamatorias como interleuquina 2 (IL-2), IFN-γ y factor de necrosis tumoral (TNF) 

e inducen la producción de moléculas de adhesión como las selectinas o las integrinas 

α-4 (como el αLβ2 (LFA-1) y el α4β1 (VLA-4)) que mediante la interacción con las 

moléculas de adhesión celular (CAMs) expresadas en las células endoteliales (como el 

CAM-1 intracelular (ICAM-1) y el VCAM-1) facilitan la entrada de los leucocitos a través 

de la BHE (revisado por Larochelle y col. 62). 

Las células T activadas migran al SNC y una vez allí se encuentran con las células 

presentadoras de antígeno residentes en el SNC y son re-activadas, dando lugar a la 

producción de citoquinas proinflamatorias (como por ejemplo IFN-γ, IL-17), que por sí 

solas pueden lesionar la mielina 63. Por otro lado, estas citoquinas activan las células de 

la microglía, que a su vez producen otras citoquinas (IL-12, IL-23, osteopontina), 

especies reactivas de oxígeno (ROS) y productos intermedios del nitrógeno como el 

óxido nítrico 64 que contribuyen en el daño a las vainas de mielina dando lugar 

finalmente a alteraciones en la conducción eléctrica de los nervios. Además, las 

citoquinas producidas promueven la migración de otras células inmunes como las 

células B y los monocitos. Las células B, a diferencia de las células T, no son capaces 

de atravesar la BHE intacta, pero sí una vez que se ha iniciado el fenómeno 

inflamatorio 63. Las células B activadas se pueden expandir clonalmente, y éstas 

pueden migrar hacia el parénquima cerebral y participar en el daño producido en el 

SNC mediante la producción de anticuerpos. Estos anticuerpos pueden causar 

desmielinización mediante la opsonización de la mielina por los fagocitos o bien vía 

activación del complemento. Además de la producción de anticuerpos, las células B 

tienen diversas funciones independientes de anticuerpos entre las cuales están la 

presentación antigénica, la activación de células T y la producción de citoquinas 

efectoras. Por otro lado, los monocitos que han migrado a través de la BHE se 

diferencian a macrófagos, que fagocitan la mielina que recubre los axones de las 

neuronas 65. Finalmente, la activación de las células propias del SNC (astrocitos, 

oligodendrocitos y microgía) también puede dar lugar a la secreción de productos 

tóxicos. La consecuencia principal de toda esta cascada de procesos es la destrucción
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de la mielina, y aunque existen procesos de remielinización normalmente éstos nunca 

llegan a ser completos, lo que acaba dando lugar a la degeneración de los axones 

(Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Patogenia de la EM. Las células inmunes activadas en la periferia atraviesan la barrera 
hematoencefálica previa unión a las células endoteliales a través de moléculas de adhesión entre las que 
destacan la integrina α4. Una vez en el SNC se reactivan y secretan citoquinas que dañan las neuronas. 
Una vez se ha  producido la disrupción de la BHE el proceso inflamatorio promueve la entrada de otras 
células del sistema inmune. Las células B se diferencian a células plasmáticas que producen anticuerpos 
contra la mielina y además pueden interaccionar con el complemento y producir daño en los 
oligodendrocitos. La acumulación de todas estas células (linfocitos, microglía, macrófagos) acaban 
produciendo daños en la mielina, que resultan en la alteración de la conducción de los impulsos eléctricos 
a través de los axones. Adaptado de Broux y col. 38 
 

Dada la evidencia de que en la EM se genera una respuesta autoinmune frente a 

antígenos del SNC se han realizado estudios para determinar cuáles son estos 

autoantígenos. Los más estudiados son proteínas de la mielina, principalmente la 
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proteína básica de la mielina (MBP), la proteína mielínica de los oligodendrocitos 

(MOG) (revisado por Reindl y col. 66) y la proteína proteolipídica (PLP). También se han 

descrito otros posibles autoantígenos no relacionados con la mielina como la 

neurofascina y la contactina-2 67, la proteína S100 68, la beta cristalina 69 y más 

recientemente el canal de potasio KIR4.1 70. De todas formas, aunque se han 

encontrado antígenos candidatos, ninguno de ellos se ha encontrado en todos los 

pacientes con EM, y no se ha demostrado que éstos sean la causa del desarrollo de la 

enfermedad. 

Modelo animal: encefalomielitis autoinmune experimental 

Para estudiar las características patológicas de la EM, se utilizan básicamente tres 

modelos animales de la enfermedad: modelo inducido por tóxicos, modelos virales y 

finalmente modelos de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). Este último ha 

sido el más estudiado, dada su mayor similitud con la EM tanto a nivel clínico, 

patogénico e histopatológico 71.  

Inducción de la enfermedad 

Para la inducción activa de la enfermedad, animales de cepas susceptibles son 

inmunizados tanto de forma activa o pasiva. En la inmunización activa, se realiza la 

administración de un péptido de la mielina (MOG, PLP, MBP) con adyuvantes que 

potencian la respuesta inmune (revisado por Stromnes y col. 72). Esto provoca una 

respuesta básicamente de células T auto-reactivas contra la mielina, y la aparición de 

síntomas clínicos, que empiezan normalmente entre los días 9 y 14 post-inmunización. 

En la inmunización pasiva, se obtienen células T del bazo o de los nódulos linfáticos de 

ratones inmunizados contra péptidos del SNC. Estas células T encefalitogénicas se 

activan con citoquinas y en co-cultivo con células presentadoras de antígeno cargadas 

con péptidos de la mielina. Una vez activadas, estas células T se transfieren a otros 

ratones, lo que da lugar al desarrollo de la enfermedad 73. 

Susceptibilidad 

No todas las especies animales ni todas las cepas son susceptibles a la inducción de la 

EAE. Estas diferencias en la susceptibilidad suelen ser atribuidas a la dotación genética 

de la cepa, en el que ejercen una gran influencia los polimorfismos existentes en los 

antígenos del complejo de histocompatibilidad de clase I y del receptor de células T 

(TCR) 33, 74, 75. 
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Antígenos 

Los primeros modelos de EAE se indujeron mediante la inmunización con 

homogenados de SNC 76. Con el avance en las técnicas de purificación de proteínas se 

empezaron a utilizar las proteínas o péptidos purificados, principalmente la MBP, la PLP 

y la MOG 77, aunque también se ha descrito la inducción de la EAE con otras proteínas 

relacionadas con la mielina. El uso de péptidos para inducir la EAE ha permitido una 

mayor reproducibilidad de los distintos modelos de EAE. 

Curso clínico 

Después de la inmunización (tanto activa como pasiva), se desencadena una respuesta 

inmune frente al antígeno usado, lo que da lugar a la aparición de los síntomas 

clínicos. Éstos aparecen como una parálisis que empieza en la cola provocando una 

paresia parcial o total, y van ascendiendo hasta las extremidades anteriores, 

provocando la parálisis progresiva del animal pudiendo causar incluso su muerte 

(Figura 4). Estos síntomas son evaluados diariamente mediante una escala o score 

clínico, que permite la puntuación de los animales en función de la gravedad de la 

parálisis.  

En función del antígeno usado para la inmunización y la cepa o especie de animal 

usada se desarrollan diferentes cursos clínicos, que pueden ser no remitentes, en el 

que se produce una parálisis progresiva del animal (Figura 5). Este modelo se obtiene 

con la inmunización de ratones con el haplotipo H-2b del complejo mayor de 

histocompatibilidad (normalmente ratones C57BL6) o en ratas inmunizados con la 

proteína MOG o péptidos derivados de ella 78 o bien en ratones con el haplotipo H-2u 

inmunizados con la proteína MBP 79. La EAE remitente-recurrente cursa con la aparición 

de varios episodios clínicos que remiten. Este modelo se induce mediante la 

inmunización de ratones SJL con el péptido PLP (PLP139–151) 
80. 

Aplicaciones del modelo animal 

El modelo de la EAE tiene distintas aplicaciones. Se puede usar para estudiar los 

mecanismos que median los procesos inflamatorios, la desmielinización y el daño 

axonal presentes en la EM. También aquellos mecanismos que controlan la migración 

de las células del sistema inmune a través de la BHE y los mecanismos reguladores 

que controlan el sistema inmune. Además, puede ser de gran utilidad para descubrir y 
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probar nuevos fármacos para la EM y de hecho todos los fármacos usados actualmente 

en el tratamiento de la EM se desarrollaron a partir de este modelo. De todos modos, 

aunque la EAE es un buen modelo de la enfermedad y presenta grandes ventajas, hay 

que tener en cuenta sus limitaciones.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Patrón de los signos neurológicos de ratones C57BL/6J inmunizados con el péptido 
MOG35-55. El gráfico representa el promedio diario de la puntuación clínica (score), que va desde la 
ausencia de signos (puntuación=0) pasando por la parálisis progresiva y hasta la muerte del animal 

causada por la enfermedad (puntuación=6). 

 

Limitaciones del modelo 

Aunque la EAE comparte muchas de las características de la EM, no siempre mimetiza 

de forma exacta la enfermedad. Por ejemplo, no todos los fármacos efectivos en la 

EAE se han podido extrapolar a la clínica, bien por haber demostrado toxicidad o 

efectos adversos graves o por no presentar la misma eficacia. Por otro lado, la 

experimentación animal no tiene en cuenta la aparición de infecciones oportunistas. Un 

ejemplo de ello es la aparición de leucoencefalopatía multifocal progresiva asociada al 

tratamiento con natalizumab, debida a la infección del virus JC (revisado por Steinman 

y col. 81). 

Otro ejemplo de sus limitaciones es que en la EAE se suelen utilizar animales 

procedentes de la misma camada, lo que reduce la variabilidad genética que por otro 

lado existe en los pacientes con EM. Además, en muchos casos, como en el presente 

trabajo, se utilizan animales modificados genéticamente, que son de gran utilidad para 

S
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el estudio de la función y/o implicación de genes concretos en la enfermedad, pero 

cuyos resultados no siempre son extrapolables a los humanos. Finalmente, la EAE 

típica no es un modelo espontáneo, sino que requiere la previa inmunización de los 

animales frente a un péptido de la mielina para que se desarrolle la enfermedad. En 

relación con este aspecto, en la EAE se conoce perfectamente el antígeno frente al que 

se está produciendo la respuesta inmune, mientras que no existe un único antígeno 

identificado en la EM. 

Aun así, los modelos animales representan un soporte imprescindible para el desarrollo 

de nuevas aproximaciones terapéuticas ya que permiten profundizar en los 

mecanismos patogénicos de la enfermedad. 

 

Formas clínicas de EM 

En la mayoría de los casos, la EM cursa con brotes o exacerbaciones. Las zonas más 

comúnmente afectadas son el nervio óptico, la médula espinal y el tronco encefálico. 

Las definiciones de los distintos cursos clínicos de la enfermedad proceden de un 

consenso internacional de expertos 82 y han sido revisadas recientemente por Lublin y 

col. 83. De forma general se pueden resumir en 4 formas clínicas principales (Figura 6): 

Esclerosis múltiple remitente recurrente (EMRR) 

La mayoría de los pacientes diagnosticados con EM (aproximadamente el 85-90%), 

siguen un curso inicial remitente-recurrente, caracterizado por episodios o brotes 

seguidos por una recuperación total o parcial (Figura 6A). La EMRR parece estar 

dominada en gran medida por procesos inflamatorios. El primer episodio o brote 

sugestivo de enfermedad desmielinizante recibe el nombre de síndrome clínico aislado 

o CIS. 

Esclerosis múltiple secundariamente progresiva (EMSP) 

Existen diversos estudios de historia natural que indican que entre un 25 y un 40% de 

los pacientes con EMRR derivan a una forma secundaria progresiva después de unos 

20 años de evolución, aunque este tiempo es variable 84 (Figura 6B). En esta fase 

progresiva de la enfermedad hay un predominio de los procesos neurodegenerativos 

respecto a los inflamatorios.  
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Figura 6. Formas clínicas de esclerosis múltiple. La esclerosis múltiple remitente recurrente (EMRR) 
se caracteriza por la presencia de brotes (A). La EMRR suele derivar a EM secundariamente progresiva, 
que se caracteriza por la progresión de la discapacidad con o sin brotes (B). La EM primariamente 

progresiva se caracteriza por una progresión de la discapacidad desde el inicio de la enfermedad y por la 
ausencia de brotes (C). 
 

Esclerosis múltiple primariamente progresiva (EMPP) 

Aproximadamente entre un 10 y un 15% de los pacientes con EM presentan un curso 

progresivo desde el inicio de la enfermedad 85. La EMPP se caracteriza por un inicio 

insidioso de los síntomas seguido de una deterioro gradual con el tiempo (Figura 6C). 

Del mismo modo que en los pacientes con EMSP, la EMPP se caracteriza por un 

predominio de los procesos neurodegenerativos. 

Esclerosis múltiple progresiva recurrente (EMPR) 

Esta forma clínica se observa en una proporción muy pequeña de pacientes. En la 

EMPR se muestra una progresión de la enfermedad desde el inicio acompañada con 

brotes. De todos modos, existe debate en la literatura sobre si estos pacientes son 

realmente distintos a la EMPP 86 y de hecho el término “progresiva recurrente” ha sido 

eliminado en la revisión de Lublin y col. 83. 

A 

B 

C 
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Diagnóstico de la EM 

Como se ha comentado anteriormente, aproximadamente el 85% de los pacientes con 

EMRR inician la enfermedad con un síndrome clínico aislado o CIS 87, 88 que se define 

como un episodio en el cual el paciente presenta signos sugestivos de un desorden 

inflamatorio y desmielinizante del SNC 89. Por otro lado, existen diferentes estudios en 

los que se ha descrito que entre un 30 y un 85% de los pacientes que presentan un 

síndrome clínico aislado finalmente desarrollan EM clínicamente definida (EMCD) 90-96. 

Esta variabilidad  en los porcentajes de conversión a EMCD se deben en parte a los 

criterios diagnósticos usados. Por otro lado, se ha observado que un inicio del 

tratamiento temprano con interferón beta (IFN-β) o con acetato de glatirámero, que 

son fármacos de primera línea para el tratamiento de la EM, retrasa el tiempo de 

conversión y disminuye el ratio de pacientes que desarrollan EMCD 91, 94, 95, 97, 98. 

El diagnóstico de la EM incluye tanto determinaciones clínicas como paraclínicas 99, 100 y 

aunque se puede realizar utilizando únicamente criterios clínicos, desde hace unos 

años se utiliza la resonancia magnética (RM) como herramienta importante para 

complementar el diagnóstico o incluso sustituir algunos criterios clínicos 101-106. 

Actualmente existen los criterios diagnósticos de McDonald 2010, que contemplan 

principalmente criterios de RM. Para el diagnóstico de EM se requieren criterios tanto 

de diseminación de las lesiones en el tiempo (DIT del inglés Dissemination In Time), es 

decir, la presencia de lesiones antiguas y la aparición de nuevas lesiones, y de 

diseminación de las lesiones en el espacio (DIS del inglés Dissemination In Space) es 

decir, la presencia de lesiones en diferentes regiones del SNC. Estos criterios se basan 

en el número de lesiones observadas en las imágenes potenciadas en T2, la actividad 

de estas lesiones (presencia de lesiones captantes de gadolinio observadas en las 

imágenes potenciadas en T1) (Figura 7) y la localización de las mismas. Existen cuatro 

localizaciones características de las lesiones en la EM: yuxtacortical, infratentorial, 

periventricular y medular. La aplicación de estos criterios  permite un diagnóstico e 

inicio del tratamiento más tempranos 107. 

Aun así, hasta el momento no existe una única característica clínica y/o radiológica o 

test diagnóstico que permita predecir de una forma fiable la evolución que presentará 

un paciente con CIS en términos de conversión a EM o desarrollo de discapacidad 

neurológica. En este contexto, resulta necesaria la identificación de biomarcadores 

pronósticos en pacientes con CIS.  
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Figura 7. Lesiones en la RM. Imágenes potenciadas en T1 (izquierda) y T2 (derecha). Presencia de 
lesiones que realzan con gadolinio (flechas) y lesiones que no realzan con gadolinio (flechas punteadas). 
Modificado de Vigeveno y col. 108 

 

Tratamientos 

El objetivo principal de los tratamientos en la EM es la reducción del número de brotes 

y retrasar la progresión de la discapacidad en los pacientes 109, 110. En los últimos años, 

las posibilidades terapéuticas del paciente con EM han crecido de forma importante. La 

EM es una enfermedad con dos fases, una fase inflamatoria que predomina en los 

estadios iniciales de la enfermedad, y una fase neurodegenerativa que sería más 

prominente en los estadios más avanzados de la enfermedad. La mayoría de los 

tratamientos tienen acciones sobre diferentes poblaciones del sistema inmunitario, y 

han demostrado eficacia en la reducción del componente inflamatorio de la 

enfermedad. En la Figura 8 están representados los mecanismos de acción de los 

principales fármacos usados en el tratamiento de la EM, que se resumen brevemente a 

continuación: 

Interferones 

Los interferones (IFNs) son proteínas que pertenecen a la familia de las citoquinas y 

que están involucradas en la regulación de la respuesta inmune frente a patógenos 111. 

El IFN-β suprime la proliferación de las células T específicas para MBP, reduce la 

producción de citoquinas proinflamatorias, e induce la producción de citoquinas anti-

inflamatorias como la IL-10 112-114. 
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Acetato de glatirámero 

El acetato de glatirámero (AG) es un polímero sintético compuesto por cuatro 

aminoácidos (L-glutamato, L-lisina, L-alanina y L-tirosina) que mimetizan la MBP, de 

forma que compite con los antígenos de la MBP para la unión al MHC de clase II. Este 

bloqueo produciría una disminución de la respuesta de células T frente a la mielina 

dando lugar a una posible neuroprotección 115. El AG inhibe de forma preferencial la 

producción de IFN-γ, induce la generación de poblaciones de células T reguladoras, e 

induce la secreción de citoquinas anti-inflamatorias que a su vez protegen la mielina 

116. 

Natalizumab 

El natalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el very late 

antigen-4 (VLA-4), cuya diana son las células T y actúa inhibiendo la adhesión de éstas 

a las células endoteliales de la BHE a través de la integrina α4 disminuyendo de esta 

forma su paso hacia el interior del SNC.  

Anticuerpos anti-CD20 

Entre los anticuerpos monoclonales anti-CD20 se encuentra  el rituximab, el 

ocrelizumab y el ofatumumab. Estos fármacos son anticuerpos monoclonales 

quiméricos o humanizados, que deplecionan las células B CD20+ circulantes. Los 

mecanismos implicados en su acción incluyen: i) toxicidad mediada por complemento; 

ii) citotoxicidad celular mediada por anticuerpos y iii) inducción de la apoptosis celular 

117, 118. 

Dimetil fumarato 

El dimetil fumarato (DMF) es un metil éster del ácido fumárico que tiene efectos 

antioxidantes y antiinflamatorios a través de la reducción de la producción de 

citoquinas pro-inflamatorias y óxido nítrico además del incremento en la producción de 

enzimas antioxidantes. El DMF también inhibe la expresión de VCAM-1 y activa el 

factor nuclear Nrf2 que tiene propiedades antioxidantes 119. Por lo tanto, el DMF 

preserva la integridad de la mielina a través de dos vías: la disminución del estrés 

oxidativo y el correspondiente daño celular, y por otro lado la inhibición de la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias. 
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Figura 8. Mecanismos de acción de los principales fármacos usados en el tratamiento de la 
EM. Los fármacos usados para el tratamiento de la EM actúan sobre las distintas poblaciones celulares 
implicadas en la patogenia de la enfermedad. (Adaptado de Broux y col. 38). 

 

Teriflunomida 

La teriflunomida es el metabolito activo de la leflunomida, un compuesto químico con 

conocidas propiedades anti-inflamatorias, anti-proliferativas e inmunosupresoras 120. La 

teriflunomida actúa principalmente mediante la interferencia del ciclo celular de los 

linfocitos disminuyendo la síntesis de DHODH (dihidroorotato deshidrogenasa) que es 

un enzima necesario para el ciclo celular 121. Mediante el bloqueo de este enzima, la 

teriflunomida detiene la proliferación de los linfocitos, lo que protege a las neuronas
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del daño “autoinmune”. Por otro lado, también actúa inhibiendo las tirosina-quinasas, 

lo que además de disminuir la proliferación de las células T produce un cambio en el 

perfil de citoquinas que previene la inflamación 122. 

Fingolimod 

La esfingosina 1-fosfato (S1P) es una molécula extracelular que regula el tráfico de 

células T y B de los nodos linfáticos al torrente sanguíneo 123, de modo que un 

gradiente de concentración de S1P (bajo en el nodo linfático y alto en la circulación) 

induce la migración de los linfocitos de los nodos linfáticos al torrente 124. El fingolimod 

es un análogo de la S1P, que actúa inicialmente como agonista, pero que 

posteriormente se convierte en un potente antagonista, ya que produce la 

internalización de los receptores de S1P en los linfocitos, lo que hace que éstos no 

respondan al gradiente de S1P y permanezcan secuestrados en los nodos linfáticos. 

Este secuestro disminuye la cantidad de células T disponibles que pueden atravesar la 

BHE y migrar hacia el SNC. Además, se ha sugerido que el fingolimod podría promover 

la remielinización de las neuronas en el SNC a través de la interacción directa con los 

oligodendrocitos 125. 

 

Biomarcadores en la EM 

Un biomarcador se define como una variable que puede medirse de forma objetiva, 

indicadora de un proceso biológico normal, de progresión de una enfermedad o de los 

efectos de una intervención terapéutica 126.  

Fuentes biológicas de biomarcadores 

Existen diferentes fuentes biológicas en las que se pueden detectar biomarcadores 

asociados con procesos fisiológicos o patológicos. La elección de la fuente biológica 

adecuada es un paso crucial en la identificación de biomarcadores candidatos que 

puedan ser útiles para el uso clínico. 

Sangre 

Se obtiene mediante punción venosa. Es de gran utilidad por su fácil obtención y en 

ella se reflejan procesos fisiológicos de interés. La principal dificultad es la 

determinación de las proteínas de baja abundancia puesto que la albúmina y las 

inmunoglobulinas (IgG) forman más del 75% del contenido proteico. 
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Orina 

Es la muestra de más fácil obtención, y se puede evitar el efecto de las fluctuaciones 

circadianas mediante su recolección durante 24 horas, pero las infecciones del tracto 

urinario pueden alterar las medidas obtenidas.  

Saliva 

Aunque es una muestra de muy fácil obtención prácticamente no es utilizada, y por lo 

tanto hay poca información sobre marcadores estudiados en este tipo de muestra.  

Lágrima 

Del mismo modo que la saliva, es un tipo de muestra poco utilizada para la búsqueda 

de biomarcadores, pero en los últimos años se han encontrado resultados muy 

similares en el porcentaje de detección de bandas oligoclonales en lágrimas y LCR 127, 

aunque con resultados controvertidos. 

Líquido cefalorraquídeo 

Se obtiene mediante punción lumbar y aunque es una muestra obtenida por una 

técnica invasiva y con ciertos riesgos, el líquido cefalorraquídeo (LCR) ha resultado ser 

una fuente muy valiosa en la búsqueda de biomarcadores, dada su cercanía al SNC. El 

SNC se puede dividir en 4 compartimentos: el espacio vascular, el espacio extracelular, 

el espacio intracelular y el compartimento del LCR 128. La barrera hematoencefálica 

separa el espacio vascular del extracelular, mientras que la barrera hemato-LCR es la 

que separa el espacio vascular del compartimento del LCR. Estas barreras son las 

responsables de controlar la permeabilidad al SNC de forma que las moléculas 

derivadas de la sangre atraviesan estas barreras de forma controlada mediante 

difusión pasiva o por transporte activo como es el caso de la glucosa. Una de las 

medidas para comprobar la integridad de la barrera hematoencefálica es la 

determinación de la albúmina, que es una proteína producida exclusivamente en el 

hígado. El cociente de la concentración de albúmina LCR/suero o cociente de albúmina 

(Q-alb) representa una medida directa de la permeabilidad de la barrera 

hematoencefálica 129. Hay que tener en cuenta, entonces, que la permeabilidad de la 

barrera hematoencefálica puede influenciar la concentración de determinadas 

proteínas en el LCR. 
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El objetivo final de la identificación de biomarcadores en la EM es poder disponer de 

herramientas que ayuden a predecir quién está en riesgo de desarrollar la enfermedad 

(biomarcadores predictivos), poder diagnosticar la EM de una forma más temprana 

(biomarcadores diagnósticos), predecir el curso de la enfermedad una vez 

diagnosticada (biomarcadores pronósticos), determinar el mecanismo molecular 

implicado en la enfermedad (biomarcadores específicos de proceso), así como poder 

predecir la respuesta a los diferentes tratamientos (biomarcadores de respuesta al 

tratamiento).  

 

Tipos de biomarcadores 

Biomarcadores predictivos y diagnósticos 

Aunque no se conoce la causa de la enfermedad, se sabe que existe un componente 

genético importante en su desarrollo. Esta susceptibilidad genética es poligénica y 

multifactorial 130. Hasta la fecha, el factor genético con más peso que determina el 

riesgo de EM es el HLA-DRB1*15, mientras que el HLA-A*2 tiene un efecto protector, 

aunque existe un gran número de estudios en los que se han encontrado otros genes 

relacionados con la enfermedad. 

Por otro lado un diagnóstico preciso y temprano de la EM es de vital importancia, 

puesto que permitiría un inicio más temprano del tratamiento, reduciendo de esta 

forma la actividad de la enfermedad y mejorando el pronóstico del paciente 131. 

El diagnóstico de EM requiere de criterios clínicos, radiológicos y de laboratorio. En 

cuanto a las determinaciones de laboratorio, en la práctica clínica se utiliza la 

determinación de bandas oligoclonales (BOC) de inmunoglobulinas IgG en el líquido 

cefalorraquídeo de los pacientes con CIS como herramienta para el diagnóstico de la 

EM.  

Un ejemplo de biomarcador diagnóstico es la presencia de auto-anticuerpos contra 

aquaporina-4 (AQP-4), que actualmente se utiliza como herramienta complementaria 

para el diagnóstico diferencial de la neuromielitis óptica, a fin de separar esta entidad 

clínica de la EM clásica 132.  

En un estudio reciente, se encontraron anticuerpos contra el canal de potasio KIR4.1 

en el suero de aproximadamente el 50% de los pacientes con EM mientras que en los 

controles con otras enfermedades neurológicas o en los controles sanos se 

encontraron en menos de un 1% 70. Sin embargo , estos resultados no se han podido 



INTRODUCCIÓN 

 

 

49 

replicar en otro estudio reciente, donde se han encontrado anticuerpos contra KIR4.1 

en aproximadamente un 1% de los pacientes con EM 133. 

Biomarcadores de actividad de la enfermedad 

Estos marcadores pueden ayudar a distinguir entre pacientes con diferentes cursos 

clíncos de la enfermedad en función de la actividad clínica y/o radiológica de la 

enfermedad. Además, podrían ser útiles para identificar aquellos pacientes que están 

entrando en la fase progresiva de la enfermedad. Un ejemplo de estos biomarcadores 

serían los neurofilamentos, cuyos niveles en el LCR se han encontrado aumentados 

durante el momento del brote 134, 135, y se han relacionado con la actividad radiológica 

134, 136 y la discapacidad neurológica 135, 137 de los pacientes con EM. 

Biomarcadores de respuesta al tratamiento 

Actualmente existe una gran variedad de opciones terapéuticas para el tratamiento de 

la EM, que junto con el riesgo de un posible fracaso terapéutico y efectos adversos de 

estos tratamientos hacen que sea de vital importancia la identificación de 

biomarcadores asociados con la respuesta al tratamiento, y así poder administrar a 

cada paciente el tratamiento frente al cual va a responder y no presentará efectos 

adversos. Este es el campo de la farmacogenómica 138. La respuesta a fármacos es 

muy variable entre pacientes y esto en parte es debido a factores genéticos. Los 

polimorfismos en algunos genes pueden determinar una expresión o actividad 

diferente de proteínas que regulan la farmacocinética o farmacodinámica de los 

fármacos 139.  

Biomarcadores en pacientes con CIS 

Varios estudios han perseguido como principal objetivo la identificación de 

biomarcadores pronósticos en pacientes con CIS. Actualmente la presencia de 

alteraciones en la RM y la detección de BOC en el LCR en el momento del CIS se 

asocian con un incremento del riesgo de desarrollar EM. Aparte de estos factores 

mencionados, la evidencia sobre el posible papel de otros biomarcadores moleculares 

pronósticos en LCR de pacientes con CIS ha sido controvertida o débil por falta de 

validación de los resultados. Aspectos como la variabilidad pre-analítica relacionada 

con la recogida, procesamiento, y conservación de las muestras, la falta de protocolos 

estandarizados de las tecnologías de identificación de biomarcadores, o la ausencia de 

una selección protocolizada de los grupos de pacientes han contribuido posiblemente a
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esta falta de reproducibilidad de los hallazgos 140-144.  En este sentido, los esfuerzos 

recientes realizados principalmente por el consorcio BioMSeu – Consortium for CSF 

Biomarker Research (http://www.bioms.eu) de establecer protocolos estandarizados 

para la recogida y conservación de las muestras, la definición de los grupos controles, 

así como la protocolización de la información mínima necesaria proporcionada en los 

estudios publicados posiblemente mejoren la reproducibilidad de los hallazgos en los 

futuros estudios de biomarcadores 145-147.  

Dada la presencia de componentes inflamatorios y neurodegenerativos en la 

enfermedad, es probable que el pronóstico del paciente con CIS no dependa de un 

único biomarcador, sino de varios y de diferente naturaleza, y que posiblemente la 

combinación de biomarcadores se asocie con una mayor exactitud en la predicción del 

curso clínico que presentará el paciente con CIS. 

Uno de los biomarcadores diagnósticos más destacados y el único utilizado 

actualmente en la práctica clínica es la presencia de bandas oligoclonales (BOC) de IgG 

en pacientes con CIS, donde se ha observado que la presencia de BOC en el LCR de 

estos pacientes incrementa el riesgo de presentar un segundo episodio de forma 

independiente a la RM inicial 148. De todos modos, las BOC no son específicas de la EM, 

ya que también se encuentran en pacientes con otras enfermedades neurológicas 149. 

Existen estudios con resultados controvertidos respecto a la presencia de auto-

anticuerpos en suero contra proteínas de la mielina como por ejemplo MBP y MOG en 

pacientes con CIS y la relación de estos anticuerpos con la conversión a EM 

clínicamente definida 150-153. Por otro lado, se ha descrito que la presencia de BOC de 

tipo IgM contra lípidos de la mielina en el paciente con CIS está asociada con una EM 

remitente recurrente más agresiva 154.  

La fetuin-A también se ha estudiado como posible biomarcador, pero existen 

resultados contradictorios respecto a esta proteína. Inicialmente en un estudio de 

screening mediante electroforesis bidimensional diferencial (2D-DIGE) se encontraron 

niveles disminuidos de fetuin-A en LCR en los pacientes con CIS que convertían a EM 

respecto a los que no convertían, y estos resultados se validaron mediante ELISA 143, 

mientras que posteriormente se ha descrito un incremento de su expresión en 

pacientes con EM respecto a los controles con otras enfermedades del SNC, así como 

en pacientes con EM activa en comparación con aquellos con una EM inactiva 155, 156. 

Otro biomarcador pronóstico potencial son los neurofilamentos, cuyos niveles se han 

encontrado elevados en los pacientes con CIS y EMRR en comparación con los 

controles 135, 157, y además se han relacionado con un curso más agresivo de la 
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enfermedad 158, aunque es necesaria su validación en cohortes más numerosas de 

pacientes. 

Recientemente Kroksveen y col. realizaron un estudio de proteómica con el objetivo de 

encontrar diferencias en los perfiles de expresión proteica entre pacientes con CIS, 

pacientes con EMRR que tenían un CIS en el momento de la punción lumbar, y 

controles con otras enfermedades neurológicas inflamatorias 159. Mediante isobaric tag 

for relative and absolute quantitation labelling (iTRAQ) fueron capaces de encontrar 

diferencias significativas en la abundancia de algunas proteínas entre los pacientes 

EMRR y los controles, y estas diferencias se validaron mediante selected reaction 

monitoring (SRM) en alguno de los casos, mientras que no encontraron diferencias 

entre los pacientes con CIS y los pacientes con CIS que posteriormente convertían a 

EMRR.  

 

A modo de resumen, la evidencia actual que existe en la literatura, la cual se ha 

resumido anteriormente, sugiere que la evolución de la enfermedad tras un primer 

episodio neurológico sugestivo de enfermedad desmielinizante o CIS es en cierta 

medida impredecible, y que más allá de las alteraciones radiológicas y la presencia de 

BOC, el neurólogo no dispone de otras herramientas que permitan predecir de una 

forma fiable la evolución del paciente con CIS. Esta limitación es la que se ha tomado 

como principal objetivo de la presente tesis doctoral, la identificación de biomarcadores 

moleculares pronósticos en LCR de pacientes con CIS que puedan incorporarse en la 

práctica clínica junto con la RM y las BOC.  
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Hipótesis del trabajo: 

- Las tecnologías de tipo “ómicas”, en particular las basadas en proteómica, 

permitirán la identificación de biomarcadores en LCR con implicaciones 

pronósticas en pacientes con CIS.  

- Los pacientes con CIS que convierten a EMCD presentarán un perfil de 

expresión de proteínas en LCR distinto a aquellos pacientes que no convierten. 

 

Objetivos: 

 

 1. Identificación de biomarcadores pronósticos asociados con la conversión a 

EM y desarrollo de discapacidad en pacientes con CIS mediante un abordaje 

proteómico en muestras de LCR. 

 

 2. Validación inicial de los principales biomarcadores pronósticos derivados del 

estudio proteómico en cohortes adicionales de pacientes con CIS mediante 

técnicas alternativas de detección. 

 

 3. Validación a gran escala de la CHI3L1 como biomarcador pronóstico en 

pacientes con CIS. 

 

 4. Estudios adicionales de la función de la CHI3L1 en la EM y en el modelo 

animal de la enfermedad. 
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3.1 Objetivos 1 y 2. Identificación de proteínas 

diferencialmente expresadas entre pacientes con CIS que 

convierten a EM y pacientes que no convierten: fase de 

screening y validación de proteínas identificadas 

 

3.1.1 Determinaciones  

3.1.1.1 Estudio de proteómica: screening mediante isobaric tag for relative and 

absolute quantitation (iTRAQ). 

El estudio de proteómica se realizó con pooles de muestras de LCR (ver apartado 

pacientes). Se generó un total de 12 pooles, 6 por cada grupo, y cada pool contenía 

muestras de LCR de 5 pacientes diferentes. 

Las muestras se descongelaron y se concentraron. A continuación se deplecionaron la 

albúmina y la IgG mediante el kit ProteoPrep Immunoaffinity Albumin and IgG 

Depletion Kit (Sigma-Aldrich, St Louis, Missouri, USA) siguiendo las recomendaciones 

del fabricante. Seguidamente, las muestras se precipitaron añadiendo 4 volúmenes de 

acetona enfriada con hielo overnight, se centrifugaron y el pellet de proteína obtenido 

se diluyó en agua. Finalmente, la concentración de proteína se determinó mediante el 

método de Bradford (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories GmbH, Munich, 

Germany). 

Se realizaron tres experimentos independientes de 4-plex cada uno usando 2 pooles de 

cada grupo. Se transfirieron 50 µg de proteína a un tubo y se secaron en un speedvac. 

Después de re-disolver las muestras en Sample Buffer-Plasma siguiendo las 

instrucciones del fabricante (iTRAQTM Reagents Application Kit-Plasma protocol, Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA), las muestras se redujeron, se alquilaron y se 

digirieron enzimáticamente con tripsina porcina (Promega, Madison, WI, USA). Los 

péptidos resultantes se marcaron con los reactivos para iTRAQ. Dada la complejidad de 

la muestra, se realizó una cromatografía de intercambio iónico. Los péptidos se 

eluyeron usando un gradiente de sales y finalmente se recogieron 7 fracciones usando 

un rango de KCl entre 25mM y 1M. 

Para la cromatografía líquida y la espectrometría de masas en tándem las muestras se 

procesaron en un instrumento Q-Star Pulsar (Applied Biosystems) acoplado a una 
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fuente nano-ESI, previo a la separación por cromatografía líquida en un instrumento 

Ultimate II System (LCPackings). Previo a la cromatografía líquida, las mezclas de 

péptidos se desalinizaron y concentraron en columnas C18 (Spec C18, Varian). La 

cromatografía de fase reversa se realizó en columnas Atlantis dC18 NanoEase Column, 

75µm x 150mm (Waters), usando un gradiente lineal de 5-55% de acetonitrilo en agua 

con 0,1% de ácido fórmico durante 120 minutos.  

 

3.1.1.2 Cuantificación de chitinase 3-like 1, ceruloplasmina, proteína de unión a 

vitamina D (vitamin D BP), apolipoproteína AI, apolipoproteína AIV, 

plasminógeno y vitronectina mediante ELISA 

Los niveles de estas proteínas se determinaron mediante kits de ELISA comerciales 

siguiendo las recomendaciones de los fabricantes. La descripción de los kits de ELISA, 

las diluciones de las muestras usadas para la cuantificación de las proteínas y los 

coeficientes de variación (CV) intra-ensayo e inter-ensayo están resumidos en la Tabla 

1.  

 

Proteína Casa comercial 
Dilución 

LCR 

Dilución 

suero 

CV intra-

ensayo 

(%) 

CV inter-

ensayo 

(%) 

CHI3L1 
Quidel Corporation, 

San Diego, USA 
SD 1:2 8,4 15,0 

Ceruloplasmina 
AssayPro, St Charles, 

USA 
1:2 1:400 5,3 20,0 

Vitamin D BP 
Immunodiagnostik AG, 

Germany 
1:100 1:40.000 12,2 22,7 

Apo AI Mabtech, Sweden 1:100 1:100.000 5,3 15,0 

Apo AIV 
Millipore Corporation, 

Villerica, MA, USA 
SD 1:500 6,1 21,2 

Plasminógeno 
AssayPro, St Charles, 

MA, USA 
1:100 1:20.000 2,8 15,2 

Vitronectina 

Dunn Labortechnik 

GmbH, Asbach, 

Germany 

1:50 1:50.000 5,1 14,1 

 

Tabla 1. Kits de ELISA usados para la cuantificación de las proteínas en LCR y suero. SD: 
muestra testada sin dilución previa. CV: coeficiente de variación.  
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3.1.1.3 Determinación de semaforina 7A (sema7A) y ala-beta-his-dipeptidasa 

(CNDP1) mediante SRM 

Debido a la dificultad para cuantificar los niveles de sema7A y CNDP1 mediante ELISA 

comerciales, estas proteínas se determinaron mediante selected reaction monitoring 

(SRM), una técnica de espectrometría aceptada para la validación de biomarcadores 

160. Las muestras de LCR se precipitaron en acetona overnight a 4ºC, se solubilizaron 

en urea 6 M en bicarbonato amónico 200 mM, se redujeron con una solución 100 mM 

de ditiotreitol, se alquilaron con 200 nM de iodoacetamida , se digirieron con 

endopeptidasa LysC (2 M Urea en 200 mM de bicarbonato amónico, a 37ºC durante 16 

horas) y tripsina (1 M Urea en 200 mM de bicarbonato amónico, a 27ºC durante 16 

horas). Después de la digestión, las muestras se acidificaron con una solución al 10% 

de ácido fórmico y se desalinizaron en columnas C18 (macro-spin columns, The Nest 

Group Inc.). Se añadieron cuatro péptidos marcados isotópicamente en la lisina C-

terminal (13C6,
15N2-Lys) o la arginina C-terminal (13C6,

15N4-Arg) a las muestras 

digeridas, dos correspondientes a la sema7A (IFAVWK;  VYLFDFPEGK) y dos a la ala-

beta-his-dipeptidasa (CNDP1) (ALEQDLPVNIK; HLEDVFSK). Los péptidos se separaron 

cromatográficamente con un nanoLC Eksigen acoplado a un espectrómetro de masas 

Q-Trap (5500 Q-Trap AB Sciex). Los péptidos se retuvieron en una pre-columna 

Acclaim PepMap 100 (C18, 15 µm, 100 Å, Acclaim PepMap 100  Thermo Scientific) y 

posteriormente se separaron mediante cromatografía en fase reversa mediante 

columnas C18 de 15 cm (75 µm, Nikkyo Technos) con un gradiente del 2 al 40% de 

solvente B en 35 minutos a una velocidad de flujo de 300 nL/min. Solvente B: 

acetonitrilo con 0,1% de ácido fórmico.  

La adquisición se realizó usando un método dirigido programado con un tiempo de 

permanencia de 20 ms y un ciclo total de 1,4 segundos. Para cada péptido se 

monitorizaron entre 2 y 4 transiciones tanto para la forma endógena (light) como para 

la forma de referencia (heavy).  

3.1.2 Muestras 

3.1.2.1 Obtención de LCR y suero 

Las muestras de LCR se obtuvieron a nivel basal mediante punción lumbar. Las 

muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm para eliminar las células. Una 

fracción se usó para el diagnóstico de rutina que incluía la determinación de las bandas 
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oligoclonales de IgG mediante isoelectroenfoque en gel de agarosa seguido de 

inmunodetección con peroxidasa usando muestras de LCR y suero pareadas. El 

volumen sobrante se alicuotó y se conservó a -80ºC hasta el momento de su uso. La 

sangre se obtuvo mediante punción venosa. Las muestras se dejaron coagular a 

temperatura ambiente durante 30 minutos y posteriormente se centrifugaron a 3000 

rpm durante 10 minutos. El suero se alicuotó y se conservó a -80ºC hasta el momento 

de su uso. 

3.1.3 Pacientes 

3.1.3.1 Pacientes incluidos en la fase de screening 

Se incluyeron 60 pacientes con CIS (cohorte 1) procedentes del Centre d’Esclerosi 

Múltiple de Catalunya (Cemcat) seleccionados según los siguientes criterios: CIS→CIS 

– no conversión a EMCD, ausencia de BOC y RM normal basal y a los 5 años de 

seguimiento (n=30); CIS→EMCD – conversión a EMCD, presencia de BOC y 3 o 4 

criterios de Barkhof en la RM basal (n=30). El estudio se aprobó por el Comité Ético 

del Hospital Universitario Vall d'Hebrón. Las características de la cohorte de pacientes 

incluida en la fase del screening están resumidas en la Tabla 2. 

 

Características CIS→CIS CIS→EMCD p-valor 

N 30 30 - 

Edad (años)a 29,9 (8,9) 27,1 (6,6) 0,371 

Mujer/Hombre (% mujer) 23/7 (76,7) 23,/7 (76,7) 1,0 

Tiempo de seguimiento 

(años)a 
6,0 (3,0) 5,5 (2,0) 0,294 

Presentación clínica   0,073 

Neuritis óptica 19 (63,3%) 9 (30,0%)  

Tronco 4 (13,3%) 8 (26,7%)  

Médula 4 (13,3%) 9 (30,0%)  

Otros 3 (10,0%) 4 (13,3%)  

Tiempo entre CIS y 

extracción de LCRa 
51,0 (13,5-114,5) 47,0 (24,0-85,0) 0,877 

Leucocitos (células/µl)b 2,0 (0-4,0) 2,0 (0-7,0) 0,367 

Eritrocitos (células/µl) b 2,0 (0-12,5) 0 (0-23,0) 0,993 

Conc. de proteína (g/L) b 0,310 (0,250-0,430) 0,250 (0,260-0,440) 0,166 

Conc. de IgG (g/L) b 0,021 (0,016-9,030) 0,032 (0,023-0,060) 0,020 
 

Tabla 2. Características demográficas, clínicas y de LCR de los pacientes incluidos en la fase 
de screening. CIS→CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM clínicamente definida (EMCD); 
CIS→EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. aDatos expresados como media (desviación 
estándar).b Datos expresados como mediana (rango intercuartílico).  
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3.1.3.2 Pacientes incluidos en la primera validación 

a) Validación de la chitinase 3-like 1 (CHI3L1), ceruloplasmina y proteína de 

unión a vitamina D (vitamin D BP) mediante ELISA 

Se incluyeron 84 pacientes con CIS (cohorte 2) procedentes del Centre d’Esclerosi 

Múltiple de Catalunya (Cemcat). Los criterios de inclusión del grupo CIS→CIS (no 

conversores) y grupo CIS→EMCD (conversores) fueron los mismos que en los 

pacientes incluidos en la fase de screening. CIS→CIS -  no conversión a EMCD, 

ausencia de BOC y RM normal basal y a los 5 años de seguimiento (n=36); 

CIS→EMCD -  conversión a EM, presencia de BOC y 3 o 4 criterios de Barkhof en la 

RM basal (n=48). Además, se incluyó un grupo de pacientes con otras enfermedades 

neurológicas (OEN) como control (n=20). Las características de la cohorte de pacientes 

incluida en esta fase de validación están resumidas en la Tabla 3. 

 

Características CIS→CIS CIS→EMCD OEN 

N 36 48 20 

Muestras en la fase de 

screening (%) 

18 (50,0%) 25 (52,1%) - 

Edad (años)a 28,7 (9,4) 26,8 (6,6) 36,5 (10,0) 

Mujer/hombre (% mujer) 29/7 (80,6) 35/13 (72,9) 12/8 (60,0) 

Tiempo de seguimientoa 4,1 (3,1) 5,5 (2,3) - 

Presentación clínica    

Neuritis óptica 22 (61,1%) 15 (31,3%) 
diplopia (5), cefalea (4), 

 vértigo (4), papilitis 

(4), dolor facial (1), 

cervicalgia (1), ↓ 

agudeza visual (1) 

Tronco 4 (11,1%) 11 (22,9%) 

Médula 7 (19,4%) 15 (31,3) 

Otros 3 (8,3%) 7 (14,7%) 

   

 

Tabla 3. Características demográficas y clínicas de los pacientes incluidos en la validación de 
la chitinase 3-like 1, ceruloplasmina y vitamin D BP. CIS→CIS: pacientes con CIS que no convierten 

a EM clínicamente definida (EMCD); CIS→EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OEN: 

controles con otras enfermedades neurológicas. Los números entre paréntesis corresponden al número de 
individuos. Datos expresados como media (desviación estándar). aDatos expresados como mediana (rango 
intercuartílico). 
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b) Validación de la apolipoproteína AI, apolipoproteína AIV, plasminógeno y 

vitronectina mediante ELISA 

Se incluyeron 56 pacientes con CIS (cohorte 3) procedentes del Cemcat. Los criterios 

de inclusión de los grupos de pacientes con CIS conversores y no conversores fueron 

los siguientes: CIS→CIS -  no conversión a EMCD, ausencia de BOC y RM normal 

basal (n=27); CIS→EMCD – conversión a EMCD, presencia de BOC y 2, 3 o 4 criterios 

de Barkhof en la RM basal (n=29). Además, se incluyó un grupo de pacientes con otras 

enfermedades neurológicas (OEN) como control (n=26). Las características de esta 

cohorte de pacientes se resumen en la Tabla 4. 

 

Características CIS→CIS CIS→EMCD OEN 

N 27 29 26 

Muestras en la fase de 

screening (%) 

9 (33,3%) 11 (37,9%) - 

Edad (años)a 28,1 (9,6) 27,4 (6,3) 37,8 (14,2) 

Mujer/Hombre (% mujer) 20/7 (74,1) 20/9 (69,0) 12/9 (57,0%) 

Tiempo de seguimientoa 8,2 (4,2) 8,6 (3,3) - 

Presentación clínica    

Neuritis óptica 15 (55,6) 8 (27,6) miopatía (2), ↓ 

agudeza visual (2), 

pseudotumor 

cerebri (3), 

papilitis (4), 

hidrocefalia, 

síncope (2), 

leucoencefalopatía, 

cefalea (4), vértigo 

(1), SGB (1),  

cervicalgia (1), 

ictus (3), diplopia 

(1) 

Tronco 4 (14,8) 7 (24,1) 

Médula 5 (18,5) 8 (27,6) 

Otros 3 (11,1) 6 (20,7) 

Leucocitos (células/μl)b 0,5 (0-5,0) 2,0 (0-9,0) 

Conc. de proteína (g/L)b 0,33 (0,24-0,43) 0,37 (0,27-0,57) 

 

Tabla 4. Características demográficas, clínicas y de LCR de los pacientes incluidos en la 
validación de la Apo AI, Apo AIV, plasminógeno y vitronectina.  aDatos expresados como media 
(desviación estándar). bDatos expresados como mediana (rango intercuartílico). CIS→CIS: pacientes con 
CIS que no convierten a EM clínicamente definida (EMCD); CIS→EMCD: pacientes con CIS que convierten 

a EMCD. OEN: controles con otras enfermedades neurológicas. Los números entre paréntesis 
corresponden al número de individuos. SGB: Síndrome de Guillain-Barré. 
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c) Validación de la semaforina 7A y ala-beta-his-dipeptidasa (CNDP1) 

mediante SRM 

Se incluyeron 36 pacientes con CIS (cohorte 4) procedentes del Cemcat. Los criterios 

de inclusión fueron los siguientes: CIS→CIS - no conversión a EMCD, ausencia de 

BOC y RM normal basal (n=18); CIS→EMCD - conversión a EMCD, presencia de BOC 

y 2, 3 o 4 criterios de Barkhof en la RM basal (n=18). Además, se incluyó un grupo de 

pacientes con otras enfermedades neurológicas como control (n=20). Las 

características de esta cohorte de pacientes están representadas en la Tabla 5. 

 

Características CIS→CIS CIS→EMCD OEN 

N 18 18 20 

Muestras en la fase de 

screening (%) 
4 (22,2%) 6 (33,3%) - 

Edad (años)a 31,7 (7,3) 30,2 (5,9) 41,6 (15,8) 

Mujer/Hombre (%mujer) 13/5 (72,2) 13/5 (72,2) 9/11 (45,0) 

Tiempo de seguimientoa 6,1 (3,6) 8,8 (2,7)  

Presentación clínica   
 

Neuritis óptica 9 (50,0) 3 (16,7) 
Miopatía (1), ↓ 

agudeza visual (1), 

pseudotumor 

cerebri (4), 

hidrocefalia (1), 

síncope (2), 

papilitis (3), 

leucoencefalopatía 

(1), cefalea (2), 

vértigo (1), ictus 

(1), radiculopatía 

(1), neuropatía 

óptica (1) 

Tronco 2 (11,1) 5 (27,8) 

Médula 3 (16,7) 6 (33,3) 

Otros 4 (22,2) 4 (22,2) 

Leucocitos (células/µl)b 0 (0,0-3,5) 4,0 (0-11,5) 

Conc. de proteína (g/L) b 0,32 (0,24-0,42) 0,29 (0,24-0,52) 

 

Tabla 5. Características demográficas, clínicas y de LCR de los pacientes incluidos en la 

primera validación de la semaforina7A y la CNDP1. aDatos expresados como media (desviación 
estándar). bDatos expresados como mediana (rango intercuartílico). CIS→CIS: pacientes con CIS que no 
convierten a EM clínicamente definida (EMCD); CIS→EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. 

OEN: controles con otras enfermedades neurológicas. Los números entre paréntesis corresponden al 
número de individuos. 
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3.1.3.3 Pacientes incluidos en la segunda validación 

a) Validación de la chitinase 3-like 1 

Se incluyó una cohorte de 52 pacientes con CIS (cohorte 5) procedentes del Hospital 

Ramón y Cajal de Madrid y totalmente independiente de los pacientes empleados en la 

fase de screening y validación inicial. Los criterios de inclusión fueron los siguientes: 

CIS→CIS – no conversión a EMCD, ausencia de BOC y 0, 1 o 2 criterios de Barkhof en 

la RM basal (n=26); CIS→EMCD – conversión a EMCD, presencia de BOC y 3 o 4 

criterios de Barkhof (n=26). Además, se incluyó un grupo de pacientes con otras 

enfermedades neurológicas inflamatorias (OENI) como control (n=16). Dada la falta de 

concordancia entre los resultados del estudio de proteómica y la primera validación de 

estas proteínas, además de validar los resultados observados para la chitinase 3-like 1, 

se determinaron también los niveles en el LCR de ceruloplasmina y vitamin D BP, para 

confirmar los resultados obtenidos en la primera validación. Las características de los 

pacientes pertenecientes a esta cohorte están representadas en la Tabla 6. 

 

Características CIS→CIS CIS→EMCD OENI 

N 26 26 16 

Muestras en la fase de 

screening (%) 
0 0 - 

Edad (años)a 36,5 (11,1) 33,6 (8,9) 47,0 (14,7) 

Mujer/hombre (%mujer) 18/8 (69,2) 19/7 (73,1) 11/5 (68,8) 

Tiempo de seguimientoa 2,3 (1,5) 4,9 (3,0) - 

Presentación clínica    

Neuritis ópticab 8 (30,8%) 4 (15,4%) enfermedades 

autoinmunes (7), SP 

(2), STH (2), neuritis 

óptica bilateral (2), ER 

(1), mielitis (1), neuritis 

óptica recurrente (1) 

Troncob 11 (42,2%) 6 (23,1%) 

Médulab 4 (15,4%) 10 (38,5%) 

Otrosb 3 (11,5%) 6 (32,1%) 

 

Tabla 6. Características demográficas y clínicas de los pacientes incluidos para la segunda 
validación de la chitinase 3-like 1. aDatos expresados como media en años (desviación estándar). 
bDatos expresados como número (porcentaje). CIS→CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM 
clínicamente definida (EMCD); CIS→EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OEN: controles con 

otras enfermedades neurológicas. Los números entre paréntesis corresponden al número de individuos. 
SP: síndrome paraneoplásico; STH: síndrome de Tolosa-Hunt; ER: encefalitis de Rasmussen. Los pacientes 
con enfermedades autoinmunes incluyen el síndrome de Sjögren (2), vasculitis (2), lupus eritematoso 
sistémico (1), neurosarcoidosis (1), enfermedad de Behçet (1). 
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b) Validación de la apolipoproteína AI 

Se incluyeron 74 pacientes con CIS (cohorte 6) de una cohorte totalmente 

independiente procedentes del Cemcat. Los criterios de inclusión fueron los mismos 

que los empleados para la validación de la CHI3L1: CIS→CIS – no conversión a 

EMCD, ausencia de BOC y 0, 1 o 2 criterios de Barkhof en la RM basal (n=27); 

CIS→EMCD – conversión a EMCD, presencia de BOC y 3 o 4 criterios de Barkhof 

(n=47). Además se incluyó un grupo de pacientes con otras enfermedades 

neurológicas (OEN) como control (n=50). Las características de esta cohorte de 

pacientes están representadas en la Tabla 7. 

 

Características CIS→CIS CIS→EMCD OEN 

N 27 47 50 

Muestras en la fase de 

screening (%) 
0 0 - 

Edad (años)a 30,5 (7,4) 31,1 (6,6) 42,9 (18,3) 

Mujer/hombre (%mujer) 22/5 (81,5) 17/7 (70,8) 31/17 (64,6) 

Tiempo de seguimientoa 4,2 (2,8) 10,7 (16,5) - 

Presentación clínica    

 

Neuritis ópticab 

 

 

16 (59,3) 

 

 

15 (31,9) 

 

  agudeza visual (2), SAF (1), ataxia 

cerebelar (1), síndrome confusional (1), 

diplopia (3), encefalopatía (1), parálisis 

facial (1), fibromialgia (1), cefalea (2), 

cefalea y diplopía (1), hemiparesia (2), 

encefalitis herpética (1), meningitis (1), 

migraña (1), sídrome de Miller-Fisher 

(1), EMN (1), NMM (1), LMN (1), 

neuropatía óptica (5), paraparesia (3), 

parestesias (1), enfermedad de 

Parkinson (1), parálisis facial periférica 

(3), polineuropatía (1), neuritis óptica 

recurrente (1), alteración sensitiva (2), 

hemisíndrome sensitivo (1), paraparesia 

espástica (1), ictus (2), vasculitis (1), 

vértigo (1) 

 

Troncob 

 

 

5 (18,5) 

 

 

 

12 (25,5) 

 

 

 

Médulab 

 

 

3 (11,1) 

 

 

 

16 (34,0) 

 

 

Otrosb 3 (11,1) 4 (8,5) 

 

Tabla 7. Características demográficas, clínicas y de LCR de los pacientes incluidos para la 
segunda validación de la Apo AI. aDatos expresados como media en años (desviación estándar). 
bDatos expresados como número (porcentaje). SAF: síndrome anti-fosfolípido; EMN: enfermedad de moto-
neurona; NMM: neuropatía motora multifocal, LMN: leucoencefalopatía multifocal necrotizante CIS→CIS: 
pacientes con CIS que no convierten a EM clínicamente definida (EMCD); CIS→EMCD: pacientes con CIS 

que convierten a EMCD. OEN: controles con otras enfermedades neurológicas. Los números entre 
paréntesis corresponden al número de individuos. 
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c) Validación de la semaforina 7A y CNDP1 

Se incluyeron 49 pacientes con CIS de una cohorte totalmente independiente, 

procedentes del Hospital Ramón y Cajal de Madrid (cohorte 7). Los criterios de 

inclusión fueron los mismos que para la validación de la CHI3L1: CIS→CIS – no 

conversión a EMCD, ausencia de BOC y 0, 1 o 2 criterios de Barkhof en la RM basal 

(n=25); CIS→EMCD – conversión a EMCD, presencia de BOC y 3 o 4 criterios de 

Barkhof (n=24). Además se incluyó un grupo de pacientes con otras enfermedades 

neurológicas (OEN) como control (n=22) Las características de esta cohorte de 

pacientes están representadas en la Tabla 8. 

 

Características CIS→CIS CIS→EMCD OEN 

N 25 24 22 

Muestras en la fase de 

screening (%) 
0 0 - 

Edad (años)a 36,5 (12,4) 34,2 (9,3) 42,0 (12,3) 

Mujer/hombre 

(%mujer) 
16/9 (64,0) 17/7 (70,8) 12/11 (52) 

Tiempo de 

seguimientoa 
3,2 (1,3) 10,7 (16,5) - 

Presentación clínica    

Neuritis ópticab 8 (32,0) 3 (12,5) CT (6), contractura 

postraumática (1), crisis 

convulsivas (1), cuadro 

confusional (1), edema de 

papila (1), ELA (1), ET (2), 

epilepsia (1), hidrocefalia 

(2), ictus (2), patología no 

neurológica (1), 

polineuropatía diabética (2), 

pseudotumor cerebri (2) 

Troncob 4 (16,0) 6 (29,1) 

Médulab 7 (28,0) 10 (41,6) 

Otrosb 6 (24,0) 4 (16,6) 

 

Tabla 8. características demográficas, clínicas y de LCR de los pacientes incluidos para la 
segunda validación de la sema7A y la CNDP1. aDatos expresados como media en años (desviación 
estándar). bDatos expresados como número (porcentaje). CT: cefalea tensional, ELA: esclerosis lateral 
amiotrófica, ET: encefalopatía tóxica. CIS→CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM clínicamente 
definida (EMCD); CIS→EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OEN: controles con otras 

enfermedades neurológicas. Los números entre paréntesis corresponden al número de individuos. 
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3.1.4 Determinaciones clínicas y radiológicas 

Las determinaciones clínicas y radiológicas se realizaron siguiendo los criterios 

descritos anteriormente 161. De forma resumida, las RM se realizaron de forma basal y 

al cabo de 1 y 5 años de seguimiento. Se anotaron el número de criterios de Barkhof, 

el número de lesiones en T2, el número de lesiones captantes de gadolinio y el número 

de lesiones nuevas en T2. La discapacidad se evaluó mediante la Escala Expandida del 

Estado de Discapacidad (EDSS). La conversión a EMCD se diagnosticó cuando se 

produjo un segundo brote clínico. El tiempo de seguimiento se calculó como la 

diferencia entre la fecha de la última visita y la fecha del CIS.  

3.1.5 Análisis estadístico 

La identificación y cuantificación de proteínas en el estudio de proteómica a partir de 

los péptidos se realizó mediante el Algoritmo ParagonTM con un modo de búsqueda 

exhaustiva implementada por el software ProteinPilotTM 2.0. Las proteínas se 

identificaron buscando en las bases de datos de UniProt/Swiss-Prot o NCBInr. Para el 

análisis, las comparaciones de 6 pooles se realizaron de la siguiente forma: el pool 1 

del grupo de pacientes CIS→CIS se comparó directamente con el pool 1 del grupo de 

pacientes CIS→EMCD, el pool 2 del grupo CIS→CIS se comparó con pool 2 del grupo 

CIS→EMCD y así sucesivamente. Para cada comparación de pools, las proteínas 

expresadas diferencialmente entre los grupos CIS→CIS y CIS→EMCD (p<0,05) se 

seleccionaron, y se contabilizó el número de comparaciones entre pooles en las que se 

encontraron diferencialmente expresadas. Aquellas proteínas en las que el cambio de 

expresión fue en direcciones opuestas en las diferentes comparaciones entre pooles 

(es decir, en unas comparaciones se habían encontrado con mayor expresión y en 

otras con menor expresión) no se tuvieron en cuenta para el análisis. 

El análisis estadístico se llevó a cabo usando el paquete SPSS 15,0 (SPSS Inc, Chicago, 

USA). Se usó el test de Mann-Whitney para determinar diferencias significativas en los 

niveles de las proteínas seleccionadas para la validación tanto en el LCR como en el 

suero entre los pacientes CIS→CIS y CIS→EMCD como entre los pacientes CIS y los 

controles. Las correlaciones entre los niveles de proteína validados y los parámetros 

clínicos y radiológicos de los pacientes con CIS se evaluaron mediante el coeficiente de 

correlación de Spearman. El desarrollo de EMCD en función de los niveles basales de 
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CHI3L1 en el LCR se evaluó mediante un análisis de supervivencia de Kaplan-Meier con 

la prueba de Log-Rank y con la regresión de riesgos proporcionales de Cox.  

Los datos de SRM se procesaron mediante el software Skyline v1.4.0 162 y los picos de 

datos se evaluaron en base al tiempo de retención, el rango de intensidad de la 

transición y la co-elución del péptido endógeno y de referencia. 

Las intensidades de los picos de los datos de SRM se normalizaron en base a los 

péptidos estándar marcados y se transformaron mediante el logaritmo en base 2, y la 

comparación de los niveles de proteína entre grupos se realizó mediante un modelo 

lineal de efectos mixtos aplicado por el software SRMstats 163. 
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3.2 Objetivo 3. Validación de la CHI3L1 a gran escala 

 

3.2.1 Determinaciones 

3.2.1.1 Cuantificación de CHI3L1 en LCR 

Se determinaron los niveles de CHI3L1 en las muestras de LCR de los pacientes con 

CIS y los controles con otras enfermedades neurológicas usando el mismo kit de ELISA 

comercial descrito en el capítulo anterior, siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. 

3.2.1.2 Cálculo del cociente de albúmina (Q-alb) 

En un subgrupo de 59 pacientes con CIS (40 pacientes procedentes de la Universidad 

de Basilea (Suiza) y 19 procedentes de la Universidad de Ulm (Alemania)), se calculó el 

cociente de la concentración de albúmina entre el LCR/suero o cociente de albúmina 

(Q-alb).  

3.2.2 Muestras 

3.2.2.1 Obtención del LCR 

Las muestras de LCR y se obtuvieron a nivel basal mediante punción lumbar. Las 

muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 1500 rpm para eliminar las células. Una 

fracción se usó para el diagnóstico de rutina que incluía la determinación de las bandas 

oligoclonales de IgG mediante isoelectroenfoque en gel de agarosa seguido de 

inmunodetección con peroxidasa usando muestras de LCR y suero pareadas. También 

se determinaron el número de células, la concentración de proteína y la determinación 

del índice de IgG. El volumen sobrante se alicuotó y se conservó a -80ºC hasta el 

momento de su uso. 

3.2.3 Pacientes 

3.2.3.1 Pacientes con CIS incluidos en el estudio 

Se incluyeron 813 pacientes con CIS procedentes de 15 centros europeos de EM. Los 

criterios de inclusión fueron: un CIS sugestivo de desmielinización del SNC incluyendo 

el nervio óptico, tronco encefálico, médula espinal u otra topografía no atribuible a 
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otras enfermedades, e inicio de los síntomas neurológicos como máximo 3 meses antes 

de los exámenes clínicos y radiológicos. El estudio se aprobó por el Comité Ético local 

correspondiente. La Tabla 8 resume las características clínicas y demográficas de la 

cohorte global. Las características clínicas y demográficas de los pacientes con CIS y 

los controles desglosados por centros se describen en la Tabla 23 del Anexo. 

 

3.2.3.2 Controles 

Como controles se incluyeron un total de 559 pacientes con otras enfermedades 

neurológicas: 438 pacientes con enfermedades neurológicas no inflamatorias (OENNI) 

y 121 con otras enfermedades neurológicas inflamatorias (OENI). Las características 

demográficas de los controles están descritas en la Tabla 9. 

 

Tabla 9. Características demográficas, clínicas y de LCR de los pacientes y controles incluidos 
en la validación a gran escala de la chitinase 3-like 1. aDatos expresados como media (DE). bDatos 
expresados como mediana (rango intercuartílico). CIS→CIS: pacientes con CIS que no convierten a EM 
clínicamente definida (EMCD); CIS→EMCD: pacientes con CIS que convierten a EMCD. OENNI: controles 

con otras enfermedades neurológicas no inflamatorias. OENI: controles con otras enfermedades 
neurológicas inflamatorias.  

Características CIS→CIS CIS→EMCD OENNI OENI 

N 394 419 438 121 

Edad (años)a 33,9 (9,7) 30,6 (8,1) 43,6 (16,6) 44,7 (18,3) 

mujer/hombre (%mujer) 296/98 (75,1) 297/122 (70.9) 249/183 (57,6) 51/69 (42,5) 

Tiempo seguimientob 3,5 (2,0-5,6) 5,7 (3,2-9,4) - - 

Presentación clínica   - - 

Neuritis óptica 163 132   

Tronco 84 97   

Médula 88 123   

Otros 59 65   

% pacientes tratados 20,60% 45,10% - - 

BOC (%) 243/377 (64,4) 344/407 (84,5) - - 

Leucocitos (células/µl)a 9,2 (19,7) 9,9 (15,2) - - 

Concentración proteína 

(g/L)a 36,5 (13,8) 39,2 (18,6) - - 

Índice de IgGa 0,8 (0,5) 1,0 (0,6) - - 
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3.2.4 Determinaciones clínicas y radiológicas 

La RM, determinaciones del LCR y exámenes clínicos se realizaron en cada centro 

como parte del proceso diagnóstico. Se anotaron el número de criterios de Barkhof, 

numero de lesiones en T2, y el número de lesiones que realzan con gadolinio en la 

resonancia basal. La determinación de bandas oligoclonales de IgG se realizó mediante 

isoelectroenfoque en gel de agarosa seguido de inmunodetección con peroxidasa de 

muestras de suero y LCR pareadas. La discapacidad se evaluó mediante el EDSS y se 

anotó el tiempo hasta alcanzar un EDSS de 3. El tiempo de seguimiento se calculó 

como la diferencia entre la última visita y la fecha del CIS. El diagnóstico de conversión 

a EM según los criterios de Poser se determinó cuando aparecieron nuevos síntomas 

(segundo brote) después de un intervalo mínimo de un mes y únicamente cuando se 

excluyeron otros diagnósticos.     

El diagnóstico de conversión a EM definido por los criterios de McDonald del 2005 se 

realizó cuando los pacientes cumplieron las definiciones de RM para diseminación en 

tiempo y espacio 106; o cuando los pacientes presentaron un segundo brote 106.  

La fracción del parénquima cerebral (BPF, del inglés brain parenchimal fraction) se 

calculó como el cociente entre el volumen del parénquima cerebral y el volumen 

intracraneal total.   

 

3.2.6 Análisis estadístico 

 

El análisis estadístico se realizó usando el paquete SPSS 17,0 (SPSS Inc, Chicago, 

USA). Considerando que los niveles de CHI3L1 en el LCR no seguían una distribución 

normal y además se correlacionaban con la edad (coeficiente de correlación de 

Spearman: 0,333; p-valor=5,2x10-36) se usó un test de Mann-Whitney para comparar 

los niveles de CHI3L1 ajustados por edad entre los pacientes CIS y los controles con 

otras enfermedades neurológicas. Se usaron curvas ROC (Receiver Operating 

Characteristic) para determinar el mejor valor umbral (cut-off) basado en los niveles de 

CHI3L1 en el LCR. Se usaron modelos de regresión de Cox univariado y multivariado 

incluyendo el número de criterios de Barkhof en la RM basal, la presencia de bandas 

oligoclonales de IgG, tratamiento y edad en el momento del CIS como co-variables 

para determinar la asociación entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y el tiempo a EM 

según los criterios de Poser o McDonald y el tiempo para alcanzar un EDSS de 3,0. Por 
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otro lado, el tiempo a EM según los criterios de Poser y McDonald, y el tiempo hasta 

alcanzar un EDSS de 3,0 en pacientes con niveles de CHI3L1 en el LCR clasificados 

como altos y bajos se evaluaron mediante un análisis de supervivencia de Kaplan-Meier 

con la prueba del Log-Rank. Se usó un test de Mann-Whitney para evaluar diferencias 

significativas en los niveles de CHI3L1 en el LCR ajustados por edad de los pacientes 

con diferentes categorías tanto de carga lesional en T2 como de número de lesiones 

inflamatorias. Se usaron correlaciones parciales ajustadas por edad para evaluar la 

relación entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y (i) el cociente de albúmina; (ii) las 

características del LCR como número de células, concentración de proteína e índice de 

IgG; y (iii) el cambio en la fracción de parénquima cerebral (BPF) al año y a los 5 años 

de seguimiento. 
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3.3 Objetivo 4A. Estudio de la CHI3L1 en la EM 

3.3.1 Determinaciones 

3.3.1.1 Determinación de CHI3L1 en plasma 

Los niveles de chitinase 3-like 1 se determinaron mediante ELISA con el METRA, EIA 

kit (Quidel Corporation, San Diego, USA) en muestras de plasma sin diluir, siguiendo 

las instrucciones del fabricante. La variabilidad intra-ensayo fue del 2,1% y la 

variabilidad inter-ensayo del 11,9%. 

3.3.1.2 Genotipado de CHI3L1 

Se realizó el genotipado de un polimorfismo de un sólo nucleótido (SNP) en la región 

promotora del gen de la CHI3L1 (rs4950928) mediante dos técnicas. En las muestras 

de la cohorte de Barcelona/Cemcat, el genotipado se realizó mediante sondas TaqMan 

para la discriminación alélica siguiendo las instrucciones del fabricante. En las muestras 

de ADN del resto de cohortes el genotipado se llevó a cabo con la plataforma iPLEXTM 

Sequenom MassARRAY en el Centro Nacional de Genotipado (CEGEN, Santiago de 

Compostela). 

3.3.1.3 Tinción de Hematoxilina-Eosina y Klϋver Barrera 

Se realizaron las tinciones de Hematoxilina-Eosina y de Klϋver Barrera en las muestras 

de tejido cerebral para determinar el grado de actividad inflamatoria de las lesiones de 

los pacientes con EM. Se clasificaron como lesiones de alta actividad inflamatoria 

aquéllas en las que existía un infiltrado inflamatorio perivascular importante y dónde se 

observaba desmielinización activa, es decir, la presencia de macrófagos fagocitando 

mielina. Por otro lado se clasificaron como lesiones de baja actividad inflamatoria 

aquéllas en las que el infiltrado inflamatorio era menor y dónde no se observaba 

desmielinización activa. El protocolo detallado de las tinciones se encuentra en el 

apartado Anexos. 

3.3.1.4 Inmunohistoquímicas de CHI3L1 

Inicialmente se realizó la tinción de CHI3L1 simple usando el anticuerpo de conejo 

anti-YKL-40 (1:100, Quidel Corporation), y posteriormente se realizó la tinción por 

inmunohistoquímica doble mediante el kit comercial EnVision™G|2 Doublestain System, 
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Rabbit/Mouse (DAB+/Permanent Red; K5361, Dako). La tinción para CHI3L1 se realizó 

con el anticuerpo de conejo anti-YKL-40 (1:100, Quidel Corporation). Los astrocitos se 

marcaron con el anticuerpo de conejo anti-GFAP (1:900, Z0334, Dako, Dinamarca), los 

macrófagos y microglía se marcaron con el anticuerpo de ratón anti-CD68 (1:400, 

M0876, Dako) y los linfocitos T con al anticuerpo de conejo anti-CD3 (1:100, A0452, 

Dako). Las muestras se contrastaron con REAL Haematoxylin (S2020, Dako) durante 5 

segundos y se realizaron lavados con agua destilada. Los portaobjetos se secaron y se 

montaron con Dako Glycerol Mounting Medium (C0563, Dako) y conservaron a 4ºC 

hasta su análisis. Ver la sección del Anexo para el protocolo detallado de las tinciones.  

3.3.1.5 Citometría de CHI3L1 

a) Análisis de la especificidad del anticuerpo 

Dado que no existía ningún anticuerpo anti-CHI3L1 específico para citometría de flujo, 

inicialmente se realizaron experimentos para determinar la especificidad del 

anticuerpo. Para ello se realizaron experimentos de bloqueo incubando 1 μg del 

anticuerpo anti-CHI3L1 con 2 μg de la proteína CHI3L1 humana recombinante 

(TP303769, Origene) durante 30 minutos a 4ºC antes de la tinción celular.  

b) Expresión de CHI3L1 en células del LCR 

La expresión de CHI3L1 se determinó en muestras de LCR frescas de 5 pacientes no 

tratados con EM consecutivos y 5 controles neurológicos no inflamatorios (neuropatía 

óptica, traumatismo craneal, quiste aracnoideo y dos controles con neuropatías). El 

estudio fue aprobado por el Comité Ético del Hospital Ramón y Cajal de Madrid. 

Las muestras de LCR se centrifugaron a 500 g durante 15 minutos y los pellets 

celulares se resuspendieron en PBS. Se realizó la tinción de membrana con los 

siguientes anticuerpos: anti-CD45, anti-CD3, anti-CD14 y los correspondientes 

controles de isotipo (Becton Dickinson, Mountain View, CA) incubando durante 30 

minutos a 4ºC. Seguidamente se permeabilizaron las células con 200 μl de 

cytofix/cytoperm (Becton Dickinson) durante 20 minutos a 4ºC y a continuación se 

lavaron con Perm/Wash y se realizó la tinción intracelular incubando las células durante 

1 hora a 4ºC con 1 μg de anti-CHI3L1 (Quidel Corporation) o el correspondiente 

control de isotipo previamente biotinados con sulfo-NHS-biotin (Pierce, Rockford, USA) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Finalmente, las células se incubaron con 
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estreptavidina-PE durante 45 minutos y se analizaron en un citómetro FACSCanto II 

(Becton Dickinson). 

Para el análisis de las poblaciones se seleccionó una región alrededor de las células con 

una expresión media-alta de CD45 con un side scatter de bajo a medio (P1) y una 

segunda región en el scatter dot plot del forward/side scatter para excluir las células 

apoptóticas y los restos celulares (P2). Únicamente las células incluidas en P1 y P2 se 

analizaron. La población de monocitos se seleccionó haciendo un gating del side 

scatter frente a la expresión de CD14, con lo que se identificaron las subpoblaciones de 

CD14 low (CD14low) y CD14 high (CD14high). Por otro lado se identificaron las células T 

haciendo un gating del side scatter frente a la expresión de CD3. Se puede observar la 

estrategia de gating en la Figura 32 del Anexo. 

 

3.3.2 Muestras 

3.3.2.1 Obtención del plasma 

La sangre se obtuvo por punción venosa en tubos con EDTA y el plasma se separó 

mediante centrifugación a 1500 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente. El 

plasma se alicuotó y se congeló a -80ºC hasta su uso.  

3.3.2.2 Extracción de ADN genómico 

El ADN se extrajo en cada centro siguiente protocolos estándar. Las muestras de ADN 

de los pacientes de la cohorte Barcelona/Cemcat se extrajeron siguiendo el protocolo 

estándar detallado en el Anexo. 

3.3.2.3 Muestras de tejido cerebral 

Se estudiaron 15 muestras de tejido cerebral  incluido en parafina de 15 pacientes con 

EMRR y 10 muestras de tejido cerebral de 10 controles no neurológicos cedidas por el 

UK Multiple Sclerosis Tissue Bank. 

3.3.2.4 Muestras de LCR 

Las muestras de LCR se obtuvieron mediante punción lumbar, se centrifugaron a 500 g 

durante 15 minutos y los pellets celulares obtenidos se resuspendieron en PBS.
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3.3.3 Pacientes 

3.3.3.1 Pacientes incluidos para la determinación de los niveles plasmáticos de 

CHI3L1 

Para la determinación de los niveles de CHI3L1 en plasma se incluyeron un total de 

220 pacientes con EM y 57 controles sanos. El grupo de pacientes con EM estaba 

compuesto por: 94 pacientes con EMRR en remisión, 30 pacientes con EMSP, 66 

pacientes con EMPP. Estos pacientes no habían recibido tratamiento con IFN-β o 

inmunomoduladores en los 3 meses anteriores a la extracción de la muestra. Se 

incluyó un grupo de pacientes con EMRR durante el brote (n=30) así como un grupo 

de pacientes EMRR tratados con IFN-β durante un período medio de 8,7 meses 

(n=32). Las características clínicas y demográficas de los pacientes y controles 

incluidos están descritas en la Tabla 10. 

 

Características EMRR EMSP EMPP CS 

 remisión brote IFN-β    

N 94 30 32 30 66 57 

Edad (años)a 37,0 

(9,1) 

31,4   

(8,8) 

30,7   

(7,4) 

49,2 

(10,4) 

49,2   

(9,4) 

37,1 

(11,5) 

Mujer/hombre 

(%mujer) 

66/28 

(70,2%) 

21/9 

(30,0%) 

22/10 

(68,7%) 

20/10 

(66,7%) 

32/34 

(48,5%) 

40/17 

(70,2%) 

Duración enfermedad 

(años)a 

6,2 (5,8) 5,4 (4,8) 6,4 (6,6) 14,6 (9,4) 11,3 (7,3) - 

EDSSb 2,0 

(1,5-2,5) 

3,0 

(2,5-3,5) 

2,0 

(1,5-3,0) 

4,5 

(4,0-6,0) 

6,0 

(4,5-6,5) 

- 

Número de brotes en 

los dos años previosa 

2,0 (1,2) 1,8 (1,9) 2,4 (1,2) 0,5 (0,7) - - 

 

Tabla 10. Características demográficas y clínicas de los pacientes incluidos en el estudio de la 
chitinase 3-like 1 en las diferentes formas clínicas de EM. aDatos expresados como media (DE). 
bDatos expresados como mediana (rango intercuartílico). EMRR: esclerosis múltiple remitente-recurrente. 
EMSP: esclerosis múltiple secundariamente progresiva. EMPP: esclerosis múltiple primariamente 
progresiva. CS: control sano. EDSS: expanded disability status scale. 
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3.3.3.2 Pacientes incluidos para el estudio de un polimorfismo en el promotor 

del gen de la CHI3L1 

Para el genotipado del polimorfismo en el promotor del gen de la CHI3L1 se incluyeron 

un total de 3274 pacientes con EM y 3483 controles sanos procedentes de cuatro 

regiones geográficas de España (Tabla 11). 

 

Región Cohorte diagnóstico n Edad 
Razón 

Mujer/Hombre 
% EMPP 

Este 

BCN Cemcat 
EM 803 40,4 1,7 12,2 

CS 814 38,7 1,1 - 

BCN Hospital 

Clínic  

EM 204 45,5 1,9 5,4 

CS 213 ND 1,9 - 

Sur Andalucía 
EM 1044 39,8 2,2 1,0 

CS 1216 35,5 2,5 - 

Centro Madrid 
EM 497 45,0 1,9 13,0 

CS 534 ND 1,8 - 

Norte 

Bilbao 
EM 514 40,7 2,6 10,7 

CS 459 ND 2,6 - 

San 

Sebastián 

EM 212 42,9 1,5 3,3 

CS 213 50,7 1,4 - 

 

Tabla 11. Características de las cohortes de pacientes distribuidas por regiones de los 
pacientes y controles incluidos en el estudio del genotipado del polimorfismo del promotor 
del gen de la chitinase 3-like 1. EM: esclerosis múltiple. CS: control sano. N: número de pacientes por 
grupo. Edad: edad media expresada en años. % EMPP: porcentaje de pacientes con EM primariamente 
progresiva. ND: datos no disponibles. BCN: Barcelona 

 

3.3.4 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó usando el paquete SPSS 17,0 (SPSS Inc, Chicago, 

USA). Se usó un análisis de la covarianza (ANCOVA) para comparar los niveles 

plasmáticos de CHI3L1 entre los controles sanos y el grupo de pacientes con EM, y 

entre los pacientes con diferentes formas clínicas de EM (pacientes con EMRR en 

remisión, pacientes con EMSP y pacientes con EMPP). Dado que en este estudio la 

edad media entre los pacientes con EM y los controles era significativamente diferente 
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(análisis de ANOVA, p-valor=2,7x10-18) y que los niveles de CHI3L1 se correlacionaban 

con la edad (coeficiente de correlación de Spearman: 0,368, p-valor=4,5x10-9), la edad 

se incluyó como co-variable en el modelo. Se usó un test de Mann-Whitney para 

determinar diferencias significativas en los niveles plasmáticos de CHI3L1 entre los 

pacientes con EMRR en el momento del brote y durante el período de remisión. Las 

comparaciones de los niveles de CHI3L1 antes y después del tratamiento con IFN-β se 

realizaron con la prueba de los rangos con signo de Wilcoxon. Se usaron correlaciones 

parciales controladas por edad para evaluar la relación entre los niveles de CHI3L1 y 

variables clínicas y radiológicas. Se usó la corrección de Bonferroni para múltiples 

comparaciones. Para investigar asociaciones potenciales entre el SNP rs4950928 y la 

enfermedad, las frecuencias alélicas se compararon entre los controles sanos y la 

cohorte de pacientes con EM, así como entre las diferentes formas clínicas de la 

enfermedad teniendo en cuenta la posible estratificación debida a los diferentes 

orígenes de la población usando el test de Cochran-Mantel-Haenszel. El procesamiento 

de los datos, los datos missing y el análisis de Hardy-Weinberg se realizaron con 

SNPator (http://www.snpator.org) 164. El test de Cochran-Mantel-Haenszel se realizó 

usando PLINK (http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/) 165. Las diferencias entre 

los genotipos del SNP rs4905928 y los niveles plasmáticos de CHI3L1 y el tiempo de 

conversión a EMCD se evaluaron mediante un test de Mann-Whitney. Se usó un test de 

Mann-Whitney para evaluar las diferencias en la expresión de CHI3L1 por las células T 

CD3+ y los monocitos CD14+ entre los pacientes con EM y los controles. Dada la 

naturaleza descriptiva del estudio histopatológico no se realizó una cuantificación ni un 

análisis estadístico de las muestras. 

http://www.snpator.org/
http://pngu.mgh.harvard.edu/~purcell/plink/
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3.4 Objetivo 4B. Estudio de la función de la CHI3L1 en el 

modelo animal de EM 

3.4.1 Animales 

Se usaron ratones C57BL/6 machos y hembras de 8 a 12 semanas de edad, knock-out 

(KO) para el gen Brp-39 (nombre del gen chi3l1 en murinos; cedidos por JA Elias, Yale 

University School of Medicine, New Haven, 166) y sus hermanos de camada de fenotipo 

común (wild type, WT). Los animales se mantuvieron en ciclos de 12 horas de luz con 

agua y comida ad libitum. Los experimentos se realizaron acorde con las regulaciones 

de la Unión Europea y fueron aprobados por el Comité Ético para Experimentación 

Animal de la institución.  

3.4.1.1 Inducción de la enfermedad 

Los ratones fueron anestesiados mediante la administración intraperitoneal de 

ketamina (37 mg/kg) – xilacina (5,5 mg/kg) e inmunizados con inyecciones 

subcutáneas de PBS con 50 μg de MOG35–55 (Proteomics Section, Universitat 

Pompeu Fabra, Barcelona, España) en emulsión con una mezcla de adyuvante 

completo de Freund (CFA) (Sigma Chemical, Saint Louis, MO, USA) con 3 

mg/ml de Mycobacterium tuberculosis H37RA (Difco Laboratories, Detroit, MI). 

En los días 0 y 2 post-inmunización (p.i.), los ratones recibieron 150 ng de 

toxina de Bordetella pertusis (Sigma Chemical) en 200 μl de PBS por vía 

intravenosa. Se incluyeron ratones control inmunizados con PBS sin el péptido. 

Todos los animales se pesaron y se examinaron diariamente para la detección 

de los signos neurológicos de acuerdo con los siguientes criterios:  

Grado Síntoma clínico 

0 Sin signos clínicos 

0,5 Paresia parcial de la cola 

1 Paresia total de la cola 

2 Paraparesia trasera leve 

2,5 Paraparesia trasera severa o paraplegia 

3 Tetraparesia leve 

4 Tetraparesia 

4,5 Tetraparesia severa 

5 Tetraplegia, moribundo 

6 Éxitus 

Escala de puntuación de los síntomas clínicos o “score” 
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Los experimentos se realizaron en ciego. 

3.4.2 Muestras 

3.4.2.1 Extracción de ADN de tejido 

Se recogieron muestras de tejido de la oreja de los ratones para realizar el genotipado 

y establecer las colonias. De estas muestras se obtuvo el ADN mediante el kit 

comercial REDExtract-N-AmpTM Tissue PCR Kit (XNAT, Sigma-Aldrich, St Luis, USA) 

siguiendo las instrucciones del fabricante.  

3.4.2.2 Obtención de cerebro y médula espinal  

En los días 12 y 31 post-inmunización se obtuvo el cerebro y la médula espinal de los 

ratones mediante la insuflación de PBS con una jeringa. El cerebro y la parte anterior 

de la médula se fijaron en una solución de paraformaldehido 4% en PBS, mientras que 

la parte posterior de la médula se congeló inmediatamente en criotubos con nitrógeno 

líquido y se conservó a -80ºC hasta el momento de su uso.  

3.4.2.3 Extracción de ARN 

Las médulas espinales de los ratones se descongelaron sobre hielo y se extrajo el ARN 

mediante un protocolo estándar. Para los detalles del protocolo, ver el apartado de 

Anexos. El ARN obtenido se cuantificó con el NanoDrop® 1000 Spectrophotometer 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

3.4.3 Determinaciones 

3.4.3.1 Genotipado de Brp-39 

Para el genotipado de cada muestra se prepararon dos reacciones de amplificación: 

una para los primers del gen Brp-39 y otra para los primers del gen de resistencia a la 

neomicina (Tabla 12).  

Las reacciones de amplificación se desarrollaron en un termociclador siguiendo los 

siguientes ciclos: 3 minutos a 95ºC, 35 ciclos de 45 segundos a 95ºC, 45 segundos a 

60ºC, 1 minuto a 72ºC y finalmente 10 minutos a 72ºC. Los productos de PCR se 

corrieron en un gel de agarosa al 1% con 0,1% de bromuro de etidio.  
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Reactivo 
Casa 

comercial 
Referencia 

Volumen 

(μl) 

Go Taq colorless master mix Promega M7142 13,5 

Primer Forward Invitrogen - 1 

Primer Reverse Invitrogen - 1 

ADN - - 1 

H2O RNAse free - - 8,5 

 

Tabla 12. Reactivos usados para cada reacción de PCR para el genotipado del gen Brp-39 o 
del gen de resistencia a neomicina. 

 

Primer Secuencia 

Primer Forward Brp-39 ACTCAGCCCCTGTGGTAATG 

Primer Reverse Brp-39  GTGCACAGGAAAGGTTGGAT 

Primer Forward Neomicina TGCTCCTGCCGAGAAAGTAT 

Primer Reverse Neomicina AGCTGGCCCTTAATTTGGTT 

 

         Tabla 13. Primers usados para el genotipado de Brp-39 o del gen de resistencia a la      
         neomicina. 

 

Preparación del gel de agarosa 

Se pesó la agarosa (Invitrogen, 16500) necesaria y se añadió el volumen de tampón 

TBE (Sigma, T4415) diluido (1x) correspondiente. La mezcla se calentó en el 

microondas y se agitó hasta su completa disolución. A continuación se enfrió, se le 

añadió bromuro de etidio (Sigma, E1510) (dilución 1:1.000) y se puso en la cubeta con 

un peine. Una vez polimerizado el gel se cargaron 20 μl de las muestras previamente 

mezcladas con 4 μl de tampón de carga loading dye orange (Biolabs, B70225). Se 

cargaron también 5 μl de del marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder (Biolabs, 

N3231S) en el pocillo correspondiente. Se corrió el gel a 60-90V y se leyeron los 

resultados en el Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad). 

3.4.3.2 Expresión génica de Brp-39 

Un total de 1 µg del ARN obtenido de las médulas se retrotranscribió mediante el kit 

comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems) siguiendo 
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las instrucciones del fabricante. Con el ADN copia (cDNA) obtenido se determinó la 

expresión de Brp-39 mediante sondas Taqman (Applied Biosystems) usando el gen 

PPIB como control endógeno. Las amplificaciones se realizaron por triplicado y la 

lectura se realizó en un equipo 7900HT Fast-RT PCR (Applied Biosystems). El valor del 

threshold cycle (Ct) y la expresión relativa de la Brp-39 para cada muestra se calculó 

mediante el método del 2−ΔΔCT. 

3.4.3.3 Ensayos de proliferación 

El día 16 post-inmunización, 5 animales de cada grupo se eutanasiaron con CO2 

(>70%) y se obtuvieron los bazos. Se prepararon las suspensiones de esplenocitos 

homogenizando los bazos con la parte trasera de una jeringa y haciéndolos pasar a 

través de un cell strainer con un poro de 40 µm (BD Biosciences, 352350) sobre una 

placa de petri con medio de cultivo. Tras la lisis de los eritrocitos las suspensiones de 

esplenocitos se contaron y se sembraron en placas de 96 pocillos a una concentración 

de 2x105 células/pocillo en un volumen final de 200 µl de medio de proliferación. Los 

cultivos (5 réplicas) se estimularon con 5 µg/ml de MOG35-55, 5 µg/ml de PHA (Sigma 

Chemical) o 15 µg/ml de LPS (Sigma Chemical). Los estímulos se realizaron solos o con 

50 ng/ml de CHI3L1 recombinante de ratón (R&D Systems, Minneapolis). Se usaron las 

células cultivadas sin ningún estímulo como controles basales. Los cultivos se 

incubaron en una atmósfera húmeda con un 5% de CO2 y 37ºC durante 48 horas. Tras 

la estimulación, se recogieron 50 µl de los sobrenadantes y se cultivaron las células 

durante 18 horas en presencia de 1 µCi de [3H]Timidina (Perkin Elmer) por pocillo. Las 

placas de cultivo se congelaron a -20ºC hasta el momento de la lectura. Para la 

cuantificación de la radioactividad las placas se descongelaron a temperatura ambiente 

y a continuación las células se recogieron con un Harvester en filtros de fibra de vidrio 

y los niveles de radioactividad incorporada se determinaron mediante un contador de 

centelleo (Perkin Elmer, Waltham, MA). Los índices de estimulación se calcularon como 

el promedio de las cuentas por minuto (cpm) de las réplicas del estímulo dividido por el 

promedio de las cpm de los cultivos control (sin estímulo). Para el protocolo detallado 

del ensayo ver la sección Anexos. 
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Medio de proliferación 

Se preparó el medio de proliferación siguiendo la siguiente fórmula (Tabla 14), al cual 

se añadieron los estímulos correspondientes especificados en el apartado anterior, o la 

[3H]Timidina. 

 

Reactivo Casa comercial Referencia Volumen (ml) 

IMDM PAA E15-018 500 

FBS Hyclone Thermo Scientific SH30080.03 62,5 

Penicilina-

Streptomicina 

GIBCO 15140 6,25 

L-Glutamina GIBCO 25030 6,25 

Β-mercaptoetanol 

(80nM) 

Sigma M3148 1,25 

 

Tabla14. Reactivos usados para la preparación del medio de proliferación de los esplenocitos. 

3.4.3.4 Histopatología 

El día 31 post-inmunización se sacrificaron con dióxido de carbono (>70%) cinco 

animales por grupo. Se obtuvieron los cerebros y médulas y se fijaron con 

paraformaldehído preparado al 4% y se incluyeron en parafina. Se realizaron cortes de 

los tejidos de 4 µm de grosor y se realizaron las tinciones de HE y de KB para 

determinar el grado de inflamación y desmielinización respectivamente. Para el 

protocolo detallado de las tinciones ver el apartado de Anexos. 

Evaluación de la histopatología: 

El grado de infiltración celular se evaluó mediante una tinción de HE de acuerdo con 

los siguientes criterios: 0 – sin lesión; 1 – infiltrado celular únicamente en las 

meninges; 2 – infiltrados discretos y superficiales en el parénquima; 3 – infiltrados 

moderados (menos del 25%) en la sustancia blanca; 4 – infiltración severa (menos del 

50%) en la sustancia blanca; y 5 – infiltración muy severa (más del 50%) en la 

sustancia blanca.  

La desmielinización se evaluó mediante la tinción de KB y se puntuó de la siguiente 

manera: 0 – sin desmielinización; 1 – leve desmielinización, únicamente alrededor de 

los infiltrados y constituyendo menos del 25% de la sustancia blanca; 2 – 
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desmielinización de menos del 50% de la sustancia blanca; y 3 – desmielinización 

difusa y generalizada constituyendo más del 50% de la sustancia blanca. 

Las tinciones de HE y de KB se evaluaron en ciego. 

3.4.4 Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó usando el paquete SPSS 17,0 (SPSS Inc, Chicago, 

USA). Se usó un test de Mann-Whitney para la comparación de (i) la expresión génica 

de Brp-39 a diferentes tiempos post-inmunización entre los ratones inmunizados con 

MOG y los inmunizados con SF; (ii) los scores medios acumulados; y (iii) los índices de 

proliferación entre ratones WT y KO. Los cocientes de mortalidad se calcularon 

mediante un test de chi-cuadrado. Las diferencias se consideraron estadísticamente 

significativas cuando los p-valores fueron < 0,05.  
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Resultados relacionados con el objetivo 1: Identificación de 

biomarcadores pronósticos asociados con la conversión a 

EM y desarrollo de discapacidad en pacientes con CIS 

mediante un abordaje proteómico en muestras de líquido 

cefalorraquídeo 
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4.1.1 Estudio de proteómica: fase de screening 

En una primera fase del trabajo se realizó un estudio de proteómica mediante iTRAQ 

acoplado a espectrometría de masas con pooles de muestras de LCR de pacientes con 

CIS que convertían a EMCD y muestras de pacientes que no convertían, con el objetivo 

de encontrar perfiles de expresión proteica que permitieran distinguir entre los dos 

grupos de pacientes.   

Tras llevar a cabo el abordaje de proteómica, se encontraron proteínas 

diferencialmente expresadas en 3 o más pooles de LCR entre el grupo de pacientes 

con CIS que convirtieron a EMCD (CIS→EMCD) y los pacientes con CIS que no 

convirtieron durante el seguimiento (CIS→CIS) (Tabla 15). 

 

Proteína Número de 
acceso 

Expresióna 
Número de 

poolesb 

Ceruloplasmina P00450 ↑ 6 

Vitamin D binding protein P02774 ↑ 6 

Apolipoproteína AI P02647 ↑ 6 

Chitinase 3-like 1 P36222 ↑ 5 

Semaforina 7A O75326 ↓ 4 

Beta-Ala-His dipeptidase Q96KN2 ↓ 4 

Plasminógeno P00747 ↑ 4 

Vitronectina P04004 ↑ 4 

Apolipoproteína AIV P06727 ↑ 4 

Ig alpha-1 chain C region P01876 ↑ 4 

Ig kappa chain C region P01834 ↑ 4 

Ig mu chain C region P01871 ↑ 4 

Ig lambda chain C region P01842 ↑ 4 

Brevican core protein Q96GW7 ↓ 3 

Secretogranin II P13521 ↓ 3 

Proactivator polypeptide P07602 ↓ 3 

Thy-1 membrane hlycoprotein  P04216 ↓ 3 

Alpha-1-antichymotrypsin P01011 ↑ 3 

Serum paraoxonase/arylesterase 1 P27169 ↑ 3 

Corticosteroide-binding globulin P08185 ↑ 3 

Haptoglobin P00738 ↑ 3 

Heparin cofactor 2 P05546 ↑ 3 

Alpha-2-antiplasmin P08697 ↑ 3 

 

Tabla 15. Proteínas expresadas de forma diferencial en la fase de screening mediante un 
abordaje proteómico en muestras de LCR de pacientes con CIS conversores y no conversores 
a EMCD. aSe refiere a la dirección en la expresión de la proteína: ↑= mayor expresión en el grupo 
CIS→EMCD (conversores) que en el grupo CIS→CIS (no conversores); ↓= menor expresión en el grupo 
CIS→EMCD (conversores) que en el grupo CIS→CIS (no conversores). bSe refiere al número de 

comparaciones de pooles en los que la proteína se encontró diferencialmente expresada en la misma 
dirección entre los pacientes del grupo  CIS→CIS y del grupo CIS→EMCD.  
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Se identificaron 23 proteínas diferencialmente expresadas entre los dos grupos de 

pacientes, 17 de las cuales estaban más expresadas en los pacientes con CIS que 

convertían a EMCD respecto a los que no convertían, como es el caso de la 

ceruloplasmina, proteína de unión a la vitamina D, apolipoproteína AI, o chitinase 3-

like 1, mientras que otras 6 se encontraron disminuidas en los pacientes con CIS que 

convertían a EM respecto a los que se mantenían como CIS, como por ejemplo la 

semaforina 7A y la ala-beta-his dipeptidasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados relacionados con el objetivo 2: Validación inicial 

de los principales biomarcadores pronósticos derivados del 

estudio proteómico en cohortes adicionales de pacientes 

con CIS mediante técnicas alternativas de detección 
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4.1.2 Validación de proteínas diferencialmente expresadas mediante 
técnicas alternativas 

Dado que el abordaje de proteómica empleado es una técnica de screening, es 

importante la confirmación de los resultados obtenidos con iTRAQ mediante técnicas 

alternativas. También es importante determinar si las diferencias observadas en LCR 

para los diferentes biomarcadores se encuentran también presentes en otros fluidos 

corporales de más fácil obtención que el LCR. Teniendo en cuenta estos aspectos, se 

seleccionaron aquellas proteínas encontradas diferencialmente expresadas en 4 o más 

pooles entre los pacientes CIS→CIS y los pacientes CIS→EMCD, y los niveles de 

ceruloplasmina, proteína de unión a la vitamina D (vitamin D BP), apolipoproteína AI, 

chitinase 3-like 1 (CHI3L1), plasminógeno, vitronectina y apolipoproteína AIV se 

cuantificaron mediante ELISA en muestras individuales tanto de LCR como de suero. 

Por otro lado, se determinaron tanto la semaforina 7A como la  ala-beta-his 

dipeptidasa (CNDP1) mediante SRM en muestras de LCR. Posteriormente se analizaron 

correlaciones entre los niveles de las proteínas validadas y parámetros clínicos y 

radiológicos. 

 

Validación inicial de proteínas en el LCR 

 

Para la validación inicial se determinaron los niveles de las proteínas seleccionadas 

mediante ELISA o SRM en las cohortes parcialmente independientes de la cohorte 

inicial de pacientes utilizada para el estudio de screening (cohortes 2, 3 y 4). 

Tal y como se muestra en la Figura 9, los niveles en LCR de CHI3L1 y de 

apolipoproteína AI se encontraron significativamente elevados en los pacientes del 

grupo de conversores comparado con los no conversores y con los controles 

neurológicos. Del mismo modo, los niveles en el LCR de semaforina 7A y de CNDP1 se 

encontraron disminuidos significativamente en los pacientes CIS→EMCD respecto a los 

CIS→CIS y también respecto a los controles (Figura 9). 

Además, los niveles de semaforina 7A se encontraron significativamente disminuidos 

en los pacientes CIS→EMCD comparado con los del CIS→CIS y respecto a los 

controles. Además, también se encontraron niveles significativamente disminuidos de 

sema7A y CNDP1 en los pacientes CIS→EMCD respecto a los controles con OEN 

(p=3,3x10-14 para la sema7A y p=3,6x10-9 para la CNDP1). 
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Figura 9. Validación de las proteínas seleccionadas del estudio de proteómica. Niveles en LCR 
de las proteínas seleccionadas para la validación mediante métodos alternativos. Los niveles de 
ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, apolipoproteína AI, apolipoproteína AIV, vitronectina y 
plasminógeno se determinaron en LCR mediante ELISA. Los niveles de CNDP1 y semaforina 7A se 
determinaron en LCR mediante SRM. OEN: controles con otras enfermedades neurológicas. CIS→CIS: 

pacientes con CIS no conversores; CIS→EMCD: pacientes con CIS conversores. NNI: niveles normalizados 

de intensidad. 

 

Validación inicial de proteínas en suero 

 

En este caso se determinaron los niveles de ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, Apo 

AI, Apo AIV, vitronectina y plasminógeno mediante ELISA en muestras de suero de 

 OEN     CIS→CIS    CIS→EMCD   OEN     CIS→CIS    CIS→EMCD   OEN     CIS→CIS    CIS→EMCD  

 OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD   OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD   OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD  

 OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD   OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD   OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD  

p=2,3x10-5 p=0,012 

p=0,043 

p=0,033 
p=4,4x10-10 
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pacientes de cohortes parcialmente independientes (cohortes 2 y 3), con el objetivo de 

validar estas proteínas en una muestra biológica de más fácil obtención que el LCR. 

De forma interesante, aunque no se encontraron diferencias significativas en los 

niveles de CHI3L1 en el suero entre los pacientes CIS→CIS y CIS→EMCD, sí que se 

observaron niveles significativamente más altos en los pacientes con CIS que en los 

controles con OEN (Figura 10). No se encontraron diferencias significativas en los 

niveles del resto de proteínas entre los pacientes CIS→CIS y CIS→EMCD. 

 

Figura 10. Validación de las proteínas seleccionadas del estudio de proteómica. Niveles en 
suero de las proteínas seleccionadas para la validación mediante métodos alternativos. Los niveles de 
ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, apolipoproteína AI, apolipoproteína AIV, vitronectina y 
plasminógeno se determinaron en suero mediante ELISA. OEN: controles con otras enfermedades 
neurológicas. CIS→CIS: pacientes con CIS no conversores; CIS→EMCD: pacientes con CIS conversores.

 OEN     CIS→CIS    CIS→EMCD   OEN     CIS→CIS    CIS→EMCD   OEN     CIS→CIS    CIS→EMCD  

 OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD   OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD   OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD  

 OEN    CIS→CIS  CIS→EMCD  

p=0,003 

p=0,048 



RESULTADOS. Objetivo 2 

 

 

98 

4.1.3 Asociación de los niveles de CHI3L1 con el tiempo de conversión 

Los niveles de CHI3L1 en LCR se clasificaron en dos grupos (altos y bajos) basándose 

en un valor de corte o cut-off calculado como el promedio + 2 DE de los niveles 

obtenidos en el grupo de controles con OEN. Este valor fue de 287,9 ng/ml. Diecinueve 

pacientes con CIS (22,6%) presentaron valores de CHI3L1 por encima de este cut-off 

(grupo con niveles altos). Los 65 pacientes restantes (77,4%) tuvieron niveles de 

proteína por debajo de este cut-off (grupo con niveles bajos). El tiempo de conversión 

a EMCD en los pacientes con CIS y niveles altos de CHI3L1 fue significativamente 

menor comparado con aquellos pacientes con CIS y niveles bajos de proteína 

(p=0,003; Figura 11).  

Además, en un modelo de regresión de Cox univariado, los niveles altos de CHI3L1 en 

LCR se asociaron con un mayor riesgo de conversión a EMCD (razón de riesgo: 2,5; IC 

95%: 1,3-4,7; p-valor=0,004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Curvas de supervivencia para el tiempo a EMCD según los niveles de CHI3L1. Curvas 
de supervivencia de Kaplan-Meier para el tiempo a esclerosis múltiple clínicamente definida (EMCD) en 
función de los niveles basales de CHI3L1 en el LCR de los pacientes CIS. Los niveles se estratificaron en 
altos y bajos según un cut-off de 287,9 ng/ml. En la tabla se observa el tiempo medio de conversión en 
meses. IC 95%: intervalo de confianza del 95%. 

4.1.4 Correlación entre los niveles de CHI3L1 y semaforina 7A y los 
parámetros clínicos y radiológicos  

Los niveles de CHI3L1 en el LCR correlacionaron con el número de lesiones captantes 

de gadolinio así como con el número de lesiones en T2 en la RM basal (Figura 12A). 

Dicha asociación se perdió en las RM realizadas al año y 5 años de seguimiento, 

posiblemente debido al bajo número de pacientes con datos disponibles.  

Variable Niveles altos Niveles bajos 

Tiempo medio 

(IC 95%) 

17,6 meses 

(11,6-23,7) 

34,2 meses 

(16,9-51,5) 

Tiempo desde el primer brote (meses) 
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RM 1 año 

N
N

I 
S
e
m

a
7
A
 

RM basal 

N
N

I 
S
e
m

a
7
A
 

Respecto a la semaforina 7A, los niveles se encontraron disminuidos en aquellos 

pacientes con un mayor número de lesiones en T2 (Figura 12B), mientras que no se 

observaron diferencias significativas en los niveles de la proteína en LCR en función del 

número de lesiones captantes de contraste. 

 

    Seguimiento RM 

  RM basal 1 año 5 años 

  NGD 

(n=44) 

NLT2 

(n=44) 

NGD 

(n=24) 

NLT2 

(n=25) 

NGD 

(n=18) 

NLT2 

(n=18) 

CHI3L1 
r 

(p) 

0,32 

(0,037) 

0,44 

(0,003) 

-0,23 

(0,274) 

0,07 

(0,765) 

0,12 

(0,636) 

-0,05 

(0,833) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Correlaciones entre los niveles de CHI3L1 y semaforina 7A con parámetros de RM.  
(A) En la taba se muestran las correlaciones entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y los parámetros 
radiológicos. N= número de pacientes disponibles para el análisis. NGD: número de lesiones captantes de 
gadolinio. NLT2: número de lesiones en T2. r=coeficiente de correlación de Spearman; p=p-valor. (B) En 
las gráficas se indica el número de lesiones en T2 a nivel basal y al año agrupados en tres categorías: 0 
lesiones / entre 1 y 9 lesiones / más de 9 lesiones. Los diagramas de cajas muestran los niveles de 
semaforina 7A en las diferentes categorías de carga lesional. Entre paréntesis se indica el número de 
pacientes disponibles para el análisis. 

 

Cuando los niveles en LCR de CHI3L1 y semaforina 7A se correlacionaron con el grado 

de discapacidad de los pacientes con CIS, se observó una asociación positiva 

significativa entre los niveles de CHI3L1 y el EDSS en los primeros 4 años de 

seguimiento. Dicha correlación con el EDSS no se observó para la semaforina 7A. 

p=0,018 p=0,018 

 0 lesiones   1-9 lesiones >9 lesiones  0 lesiones   1-9 lesiones  >9 lesiones 
    (15)           (6)              (15)       (16)            (3)               (14) 

A 

B 



RESULTADOS. Objetivo 2 

 

 

100 

 

  Seguimiento 

  Expanded Disability Status Scale 

  Año 1 Año 2 Año 3 Año 4 Año 5 

CHI3L1 

r 

(p) 

N 

0,34 

(0,025) 

44 

0,40 

(0,012) 

39 

0,47 

(0,002) 

41 

0,38 

(0,022) 

37 

0,29 

(0,131) 

29 

Sema7A 

r 

(p) 

N 

-0,02 

(0,895) 

35 

- 

- 

- 

-0,203 

(0,266) 

33 

- 

- 

- 

-0,279 

(0,118) 

31 

 

Tabla 16. Correlación entre los niveles de CHI3L1 y la discapacidad durante el seguimiento. n: 
número de pacientes disponibles para el análisis. r= coeficiente de correlación de Spearman; p=p-valor. 

 

4.1.5 Correlación entre los niveles de semaforina 7A y parámetros del LCR 

Cuando se analizaron las asociaciones entre los niveles de semaforina 7A y parámetros 

inflamatorios del LCR se observó una única correlación negativa entre los niveles de 

semaforina 7A en el LCR y el índice de IgG, pero no con otras variables (Tabla 17).  

 

 

Correlaciones  Células LCR (cél/μl) 

r (p) 

Proteína LCR (g/L) 

r (p) 

Índice IgG 

r (p) 

Sema7A -0,14 (0,409) -0,08 (0,680) -0,44 (0,011) 

 

Tabla 17. Correlación entre los niveles de y semaforina 7A y parámetros del LCR. Correlación 
entre los niveles de y de sema7A en el LCR y parámetros del LCR a nivel basal. R: coeficiente de 
correlación de Spearman; (p)=p-valor. 

 

4.1.6 Validación de la CHI3L1, semaforina 7A y CNDP1 como 
biomarcadores de conversión a EM en cohortes independientes de 
pacientes con CIS 

Con el objetivo de confirmar los resultados obtenidos en la primera validación, se 

determinaron los niveles de ceruloplasmina, vitamin D BP, CHI3L1, apolipoproteína AI, 

semaforina 7A y CNDP1 en el LCR de cohortes de pacientes con CIS totalmente 
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independientes de la primera cohorte de validación, así como de la cohorte de 

pacientes con CIS usada en la fase de screening (cohortes 5, 6 y 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Validación de la CHI3L1 y semaforina 7A en cohortes independientes. Niveles de 
CHI3L1 y semaforina 7A en LCR de pacientes con CIS y controles incluidos en la validación en cohortes 
independientes de pacientes con CIS. Los niveles de CHI3L1 se determinaron mediante ELISA. Los niveles 
de semaforina 7A se determinaron mediante SRM. NNI: niveles normalizados de intensidad. OEN: 
controles con otras enfermedades neurológicas; CIS→CIS: pacientes con CIS no conversores; CIS→EMCD: 

paciente con CIS conversores; OEN: controles con otras enfermedades neurológicas. 

 

Como se observa en la Figura 13 los niveles de CHI3L1 se encontraron elevados de 

forma significativa en los pacientes CIS→EMCD comparado con los pacientes CIS→CIS.  

Además, se encontraron niveles significativamente disminuidos de sema7A y de CNDP1 

en los pacientes del CIS→EMCD respecto a los CIS→CIS, confirmándose los resultados 

anteriores. Por el contrario, los niveles aumentados de Apo AI que se habían 

encontrado en la validación inicial entre los pacientes conversores y los no conversores 

no se confirmaron en esta segunda cohorte de validación independiente. Por otro lado, 

CHI3L1 

    OEN    CIS→CIS    CIS→EMCD 
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     OEN     CIS→CIS    CIS→EMCD 

p=3,7x10-8 

 
p=0,187 

p=1,2x10-4 

 

    OEN    CIS→CIS    CIS→EMCD 
     OEN    CIS→CIS    CIS→EMCD 
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tampoco se encontraron diferencias en los niveles de ceruloplasmina y vitamin D BP 

entre los pacientes CIS→EMCD y los CIS→CIS, confirmando los resultados obtenidos 

en la primera validación (p>0,05). Estos resultados validan la CHI3L1, la sema7A y la 

CNDP1 como potenciales biomarcadores asociados a la conversión a EM en pacientes 

con CIS. El resumen del proceso de screening y validación se encuentra ilustrado de 

una forma esquemática en la siguiente figura:  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14. Esquema representativo del proceso de screening y validación de las proteínas 
expresadas de forma diferencial entre los pacientes con CIS conversores y no conversores 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados relacionados con el objetivo 3: Validación de la 

CHI3L1 a gran escala 
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Los resultados de la validación de proteínas candidatas apuntan a la CHI3L1 como un 

potencial biomarcador pronóstico asociado al riesgo de conversión en pacientes con 

CIS. Aun así, la validación de este marcador se había realizado en cohortes de 

pacientes con CIS clasificados según unos criterios extremos, es decir, con 

características clínicas claramente diferenciadas entre los dos grupos. A continuación 

se llevó a cabo una validación de este biomarcador en una cohorte de pacientes más 

extensa y con un amplio espectro de pacientes con CIS. En esta cohorte de pacientes 

se estudiaron los niveles de la CHI3L1 en los distintos grupos de pacientes, así como la 

utilidad pronóstica de este marcador en los pacientes con CIS. También se analizó la 

correlación de los niveles de CHI3L1 en el LCR y variables tanto clínicas como 

radiológicas y parámetros inflamatorios del LCR, así como el origen de la CHI3L1 del 

LCR. 

4.2.1 Correlación de los niveles de CHI3L1 en LCR y la edad 

Existen otros estudios en los que se ha descrito una correlación entre los niveles de 

CHI3L1 y la edad 167-170. Del mismo modo, en nuestro estudio encontramos que los 

niveles de CHI3L1 en el LCR se encontraron correlacionados de forma muy significativa 

con la edad tanto si se consideraban todos los pacientes (pacientes con CIS y 

controles) (r=0,3; p=5,2x10-36) como si se consideraban únicamente los pacientes con 

CIS (r=0,3; p=2,1x10-17) (Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Correlación entre los niveles de CHI3L1 en LCR y la edad. Asociación entre los niveles 
de CHI3L1 en LCR y la edad para el grupo incluyendo todos los pacientes y para la cohorte de pacientes 
con CIS. El grupo de todos los pacientes incluye los pacientes CIS y los controles con otras enfermedades 
neurológicas inflamatorias y no inflamatorias. El grupo de pacientes CIS incluye conversores y no 
conversores a EM. r: coeficiente de correlación de Spearman.  
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Por esta razón, los análisis de comparación de los niveles de CHI3L1 entre pacientes 

con CIS que convierten a EM y los que se mantienen como CIS, así como entre los 

pacientes con CIS y controles con otras enfermedades neurológicas se ajustaron por 

edad. 

4.2.2 Niveles de CHI3L1 en LCR de pacientes con CIS 

Inicialmente se compararon los niveles de CHI3L1 en el LCR de toda la cohorte de 

pacientes con CIS y los controles con otras enfermedades neurológicas. Como se 

observa en la Figura 16, los niveles de CHI3L1 se encontraron más elevados en los 

pacientes con CIS que en los controles neurológicos no inflamatorios (p=1,8x10-27). Sin 

embargo, los niveles más altos de CHI3L1 correspondieron al grupo de controles con 

otras enfermedades neurológicas inflamatorias, siendo significativamente más altos 

que en los pacientes con CIS (p=3,2x10-9) y que en los pacientes con otras 

enfermedades neurológicas no inflamatorias (p=1,9x10-19). Cuando se estratificó la 

cohorte CIS, se observaron niveles de CHI3L1 significativamente más altos en aquellos 

pacientes con CIS que convirtieron a EMCD comparado con los pacientes que 

continuaron como CIS (p=8,1x10-11). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 16. Niveles de CHI3L1 en los diferentes grupos de pacientes. Los diagramas de cajas 
muestran los niveles de CHI3L1 ajustados por edad de los pacientes de la cohorte de pacientes CIS y de 
los controles neurológicos inflamatorios y no inflamatorios (izquierda) y en los pacientes CIS que 
convierten a EMCD y los pacientes que continúan como CIS (derecha). OENNI: controles con otras 
enfermedades neurológicas no inflamatorias. OENI: controles con otras enfermedades neurológicas 
inflamatorias. CIS→CIS: pacientes con CIS no conversores; CIS→EMCD: paciente con CIS conversores. 
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Pacientes con  CIS y 

controles 

Pacientes con CIS conversores 

y no conversores 

 OENNI          CIS             OENI 

 (438)           (813)           (121) 

       CIS→CIS             CIS→EMCD 

         (394)                    (419) 

p=1,9x10-19 
p=8,1x10-11 

p=3,2x10-9 

p=1,8x10-27 
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4.2.3 Estudio de los niveles de CHI3L1 en el LCR como biomarcador 
pronóstico para la conversión a EM y el desarrollo de discapacidad 

En la Figura 17 se observan las curvas ROC de los niveles de CHI3L1 para el tiempo de 

conversión a EM según los criterios de Poser y de McDonald, así como para el tiempo 

en alcanzar un EDSS de 3,0. Los niveles de CHI3L1 en LCR se estratificaron en altos y 

bajos en función de un valor cut-off de 170ng/ml, que correspondió al valor de CHI3L1 

que se asoció con los mejores índices de sensibilidad (S) y especificidad (E) para cada 

una de las variables evaluadas. Para este cut-off, la S y E fueron de un 51,8% (S) y 

63,7% (E) para el tiempo a EM según los criterios de Poser; 51,2% (S) y 66,1% (E) 

para el tiempo a EM según los criterios de McDonald; 74,0% (S) y 60,0% (E) para el 

tiempo a un EDSS de 3,0.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Curvas ROC para el tiempo a EM y tiempo a EDSS 3,0. El número de pacientes se 
refiere al número de pacientes CIS que convirtieron a EM según los criterios de Poser o McDonald versus 
el número de pacientes que no convirtieron a EM, y el número de pacientes que alcanzaron un EDSS de 
3,0 versus el número de pacientes que no lo alcanzaron. AUC: área bajo la curva (del inglés area under 
the curve). IC 95%: intervalo de confianza del 95%. 

Variables Numero de 

pacientes 

AUC IC 95%  p-valor 

Conversión a EM 

(Poser) 

419 vs 394 0,59 0,55-0,63 1,4x10-5 

Conversión a EM 

(McDonald) 

486 vs 327 0,61 0,57-0,65 9,7x10-8 

Tiempo a EDSS 

3,0 

96 vs 513 0,70 0,64-0,76 5,1x10-10 

Tiempo a EM 

(McDonald) 
Tiempo a EDSS 3,0 

Tiempo a EM 

(Poser) 
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Un total de 360 pacientes con CIS (44,3%) presentaron valores de proteína por encima 

de este cut-off. A continuación se investigó la asociación entre los niveles de CHI3L1 

en LCR y el tiempo de conversión a EM así como el tiempo en alcanzar un EDSS de 3,0 

en un modelo de regresión de Cox multivariado ajustado por el número de criterios de 

Barkhof en la RM basal, la presencia de bandas oligoclonales, el tratamiento y la edad 

en el momento del CIS. Como se muestra en la  Figura 18, los niveles altos de CHI3L1 

en LCR constituyeron un factor de riesgo independiente para la conversión a EM según 

los criterios de Poser (hazard ratio – HR=1,69; p=1,1x10-5) o McDonald (HR=1,61; 

p=3,7x10-6). Es importante destacar que los niveles de CHI3L1 en LCR fueron el único 

factor de riesgo independiente asociado con el desarrollo de discapacidad (HR=3,82; 

p=5,3x10-8). 
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Figura 18. Niveles de CHI3L1 como factor de riesgo de conversión a EM y de discapacidad. 
Resultados del análisis de regresión de Cox univariado y multivariado para investigar la asociación entre 
los niveles de CHI3L1 en LCR y el tiempo de conversión a EM y el tiempo para alcanzar un EDSS de 3,0. 
Para la conversión a EM según los criterios de Poser y el tiempo a un EDSS de 3,0, el modelo multivariado 
de regresión de Cox se ajustó por el número de criterios de Barkhof en la RM basal, la presencia de 
bandas oligoclonales, la edad en el momento del CIS y el tratamiento. HR: hazard ratio. 95% IC: 95% 
intervalo de confianza. Niveles CHI3L1: niveles de CHI3L1 en el LCR estratificados según un valor de cut-
off de 170 ng/ml. Criterios Barkhof: número de criterios de Barkhof recodificados en 2 categorías: 0, 1, 2 
criterios de Barkhof y 3, 4 criterios de Barkhof. BOC: presencia o ausencia de bandas oligoclonales de IgG. 
Edad: edad en el momento del CIS. Tratamiento: se refiere a si los pacientes habían recibido tratamiento 
entre el momento del CIS y la fecha de conversión para los conversores y durante el período de 
seguimiento para los no conversores. 
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4.2.4 Estudio de la asociación entre los niveles de CHI3L1 y el tiempo de 
conversión y desarrollo de discapacidad  

Como se observa en la Figura 19, niveles altos de CHI3L1 en LCR se asociaron con un 

menor tiempo de conversión a EM según los criterios de Poser (Log-Rank p=3,2x10-9) 

o de McDonald (Log-Rank p=5,6x10-11). De forma similar, cuando se evaluó el tiempo 

hasta alcanzar un EDSS de 3,0  los niveles altos de CHI3L1 se asociaron con un 

desarrollo de discapacidad más rápido (Log-Rank p=1,8x10-10). Los niveles altos de 

CHI3L1 en el LCR también se asociaron con un peor pronóstico en los pacientes con 

CIS clasificados en función de la presencia o ausencia de BOC o de alteraciones en la 

RM (Figura 20).  

 

4.2.5 Estudio de la asociación entre los niveles de CHI3L1 en LCR y los 
parámetros radiológicos a tiempo basal 

Los niveles de CHI3L1 en LCR reflejaron el grado de inflamación cerebral y la carga 

lesional observada en la RM realizada en el momento del CIS. Como se muestra en la 

Figura 21, los niveles de CHI3L1 se encontraron más elevados de forma significativa en 

aquellos pacientes con lesiones captantes de gadolinio comparado con los pacientes sin 

lesiones captantes de gadolinio (p=1,4x10-7), así como en aquellos pacientes con 9 o 

más lesiones en T2 comparado con los pacientes que presentaron 1-8 lesiones 

(p=3,4x10-4) y los pacientes sin lesiones en T2 (p=2,5x10-5).  

Es interesante destacar que, en un subgrupo de pacientes con CIS y datos sobre 

atrofia cerebral durante el período de seguimiento, los niveles de CHI3L1 en LCR 

correlacionaron de forma positiva y significativa con el cambio en el BPF tras uno y 

cinco años de seguimiento (p=0,04 y p=0,002 respectivamente) (Tabla 18). 



RESULTADOS. Objetivo 3 

 

 

111 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

F
ig

u
ra

 1
9

. 
C

u
rv

a
s
 d

e
 K

a
p

la
n

-M
e

ie
r 

p
a

ra
 e

l 
ti

e
m

p
o

 a
 E

M
 y

 e
l 

ti
e

m
p

o
 a

 u
n

 E
D

S
S

 d
e

 3
,0

 s
e

g
ú

n
 l

o
s
 n

iv
e

le
s
 b

a
s
a

le
s
 d

e
 C

H
I3

L
1

 c
la

s
if

ic
a

d
o

s
 e

n
 a

lt
o

s
 y

 

b
a

jo
s
 s

e
g

ú
n

 u
n

 v
a

lo
r 

d
e

 c
u

r-
o

ff
 d

e
 1

7
0

n
g

/
m

l.
 L

o
s 

g
rá

fi
co

s 
m

u
e
st

ra
n
 l
o
s 

p
-v

a
lo

re
s 

o
b
te

n
id

o
s 

tr
a
s 

a
p
lic

a
r 

e
l 
L
o
g
-R

a
n
k
 t

e
st

. 
L
o
s 

n
ú
m

e
ro

s 
re

p
re

se
n
ta

n
 l
o
s 

p
a
ci

e
n
te

s 

e
n
 r

ie
sg

o
 p

a
ra

 l
o
s 

d
if
e
re

n
te

s 
ti
e
m

p
o
s 

d
e
 s

e
g
u
im

ie
n
to

. 
L
a
s 

ta
b
la

s 
in

d
ic

a
n
 e

l 
ti
e
m

p
o
 m

e
d
io

 (
in

te
rv

a
lo

s 
d
e
 c

o
n
fi
a
n
za

 d
e
l 
9
5
%

) 
a
 E

M
 y

 a
 u

n
 E

D
S
S
 d

e
 3

,0
 e

n
 l
o
s 

p
a
ci

e
n
te

s 

co
n
 C

IS
  
y
 n

iv
e
le

s 
a
lt
o
s 

y
 b

a
jo

s 
d
e
 C

H
I3

L
1
. 
 

 



RESULTADOS. Objetivo 3 

 

 

112 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESULTADOS. Objetivo 3 

 

 

113 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura20. Curvas Kaplan-Meier en los pacientes con CIS con niveles altos y bajos de CHI3L1 
en el LCR basados en el valor de cut-off de 170 ng/ml y estratificados según la presencia o 
ausencia de bandas oligoclonales y presencia de 0, 1, 2 o 3, 4 criterios de Barkhof en la 
resonancia magnética basal. Considerando que el número de criterios de Barkhof está incluido en los 
criterios de McDonald para la conversión a EM, el análisis de Kaplan-Meier no se realizó para el tiempo a 
EM basado en los criterios de McDonald. Los gráficos muestran los p-valores del Log-Rank. Los números 
indican los pacientes en riesgo para los distintos tiempos de seguimiento. 
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Figura 21. Correlación entre los niveles de CHI3L1 y las alteraciones en la resonancia 
magnética (RM). Asociación entre los niveles de CHI3L1 en LCR y las alteraciones en la RM a tiempo 
basal. Los diagramas de cajas muestran los niveles de CHI3L1 en el LCR ajustados por edad en los 
pacientes con CIS estratificados según las alteraciones de la RM: ausencia o presencia de lesiones 
captantes de gadolinio (Gd) (izquierda), y número de lesiones en T2 (derecha). Los números entre 
paréntesis indican el número de individuos disponibles para el análisis. 

 

 

Correlaciones ajustadas 
por edad 

Δ BPF 1º año 

r (p) 

Δ BPF 5º año 

r (p) 

CHI3L1 0,25 

(0,04) 

0,38 

(0,002) 

 

Tabla 18. Atrofia cerebral durante el seguimiento. Asociación entre los niveles de CHI3L1 en LCR y 
desarrollo de atrofia cerebral durante el seguimiento. En la tabla se muestran las correlaciones ajustadas 
por edad entre los niveles de CHI3L1 en LCR y el cambio en el BPF tras 1 año (n=149) y 5 años (n=65) de 
seguimiento. Δ BPF: cambio en la fracción de parénquima cerebral entre el tiempo basal y las mediciones 
efectuadas tras 1 y 5 años de seguimiento. r: coeficiente de correlación parcial. p: p valor. 

 

4.2.6 Origen de la CHI3L1 en LCR  

Para evaluar la relación entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y la disfunción de la 

barrera hematoencefálica, se determinó el cociente de albúmina (Q-alb) en muestras 

de un subgrupo de pacientes. Como se ilustra en la Figura 22, los niveles de CHI3L1 en 

LCR no están influidos por el Q-alb, indicando que la CHI3L1 detectada en el LCR tiene 

un origen principalmente en el propio SNC.  
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Número de lesiones 

captantes de Gd en la RM 

basal 

Número de lesiones en 

T2 en la RM basal 

0 lesiones 

(356) 

≥ 1 lesiones 

(187) 

0 lesiones 

(116) 

1-9 lesiones 

(238) 

≥ 9 lesiones 

(299) 

p=1,4x10-7 

p=2,5x10-5 

p=3,4x10-4 

p=0,141 
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Figura 22. Correlación entre los niveles de CHI3L1 en LCR y el cociente de albúmina. Relación 
entre el cociente de albúmina LCR/suero (Q-alb) y los niveles de CHI3L1 en LCR. r: coeficiente de 
correlación parcial. p: p-valor. 

 

 

Finalmente, se observó que los niveles de CHI3L1 en LCR correlacionaron débilmente 

con parámetros inflamatorios del LCR como el número de células, la concentración de 

proteínas y el índice IgG (Tabla 19).   

 

 

Tabla 19. Correlaciones entre los niveles de CHI3L1 y parámetros del LCR. Correlaciones 
parciales ajustadas por edad entre los niveles de CHI3L1 en LCR y parámetros inflamatorios del LCR en la 
cohorte de pacientes con CIS. Cels/µl: células por µl de LCR. r: coeficiente de correlación. p: p valor. 

 

Correlaciones 

ajustadas por edad 

Células (cels/μl) 

r (p) 

Proteína (g/L) 

r (p) 

Indice IgG           

r (p) 

CHI3L1 0,11 (0,008) 0,13 (0,002) 0,20 (5,8x10-6) 

Q
-a

lb
 

r = 0,04 

p = 0,795 

niveles CHI3L1 (ng/ml) 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Resultados relacionados con el objetivo 4A: Estudio de la 

CHI3L1 en la EM 
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Los resultados obtenidos en la validación de la CHI3L1 indican que podría ser un buen 

factor pronóstico en los pacientes con CIS. A continuación se estudiaron los niveles de 

CHI3L1 en sangre periférica de pacientes con diferentes formas clínicas de EM, y se 

evaluó la posible asociación entre un polimorfismo en el promotor del gen de la CHI3L1 

y la EM. Además, dada la procedencia local de la CHI3L1 observada en el LCR se 

estudió la expresión de la proteína en tejido cerebral humano de pacientes con EM y 

controles no neurológicos, y en las células del LCR de pacientes con EM y controles con 

otras enfermedades neurológicas.  

4.3.1 Niveles plasmáticos de CHI3L1 en pacientes con EM 

Cuando se compararon los niveles plasmáticos de CHI3L1 entre los pacientes con EM y 

los controles sanos se observaron niveles significativamente más elevados en los 

pacientes con EM (Figura 23). Cuando los pacientes con EM se estratificaron según las 

diferentes formas clínicas, los niveles plasmáticos de CHI3L1 se encontraron 

incrementados de forma significativa en los pacientes con EMPP y EMSP comparado 

con los controles sanos, y en los pacientes con EMPP respecto a los pacientes con  

EMRR. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en los niveles 

plasmáticos de CHI3L1 entre los pacientes con EMRR y los controles sanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Grupo Dif. medias (ng/ml) IC 95% dif. (ng/ml) p-valor 

EM 7,465 1,2 a 13,7 0,019 

EMRR 4,183 -4,7 a 13,0 1,000 

EMSP 13,375 0,9 a 25,9 0,029 

EMPP 13,523 3,0 a 24,0 0,004 

 

Figura 23. Niveles plasmáticos de CHI3L1 en las formas clínicas de esclerosis múltiple y 
controles sanos. Diferencias de medias ajustadas por edad de los niveles plasmáticos de CHI3L1 e 
intervalo de confianza en los pacientes con EM, pacientes con EMRR, EMSP y EMPP respecto al grupo de 
controles sanos, tomado como referencia. Dif. medias (ng/ml): diferencia de medias en ng/ml; IC 95% dif. 
(ng/ml): intervalo de confianza del 95% de la diferencia en ng/ml; CS: controles sanos; EM: grupo total de 
pacientes con esclerosis múltiple; EMRR: esclerosis múltiple remitente-recurrente (en remisión); EMSP: 
esclerosis múltiple secundariamente progresiva; EMPP: esclerosis múltiple primariamente progresiva.

CS 

EM EMRR 

EMSP 
EMPP 
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A continuación se determinó si los niveles plasmáticos de CHI3L1 estaban alterados en 

el momento del brote comparando los niveles de CHI3L1 entre pacientes con EMRR 

cuyas muestras se extrajeron en el momento del brote y en remisión. Tal y como se 

observa en la Figura 24, los niveles de CHI3L1 fueron similares entre ambos grupos de 

pacientes (p=0,735). También se evaluó el posible efecto del tratamiento con IFN-β 

sobre los niveles de CHI3L1 comparando los niveles plasmáticos de la proteína entre 

pacientes con EM antes de iniciar tratamiento con IFN-β y tras varios meses de 

tratamiento. Tal y como muestra la Figura 24, el tratamiento con IFN-β se asoció con 

una discreta disminución en los niveles plasmáticos de CHI3L1 (p=0,045). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Efecto del brote y del tratamiento con IFN-β sobre los niveles plasmáticos de 
CHI3L1. Comparación de los niveles plasmáticos de CHI3L1 entre pacientes con EMRR en remisión y 
pacientes EMRR durante el brote (izquierda), y entre pacientes EMRR antes y después del tratamiento con 
IFN-β (derecha). Basal: indica los niveles de CHI3L1 plasmáticos antes de iniciar el tratamiento. IFN-β: 
indica los niveles de CHI3L1 determinados en el mismo grupo de pacientes después del tratamiento con 
IFN-β. Los diagramas de cajas representan los percentiles 75 y 25 divididos horizontalmente por la 
mediana. 

 

También se investigaron correlaciones potenciales entre los niveles plasmáticos de 

CHI3L1 y variables clínicas y radiológicas como el número de lesiones en T1, lesiones 

en T2, número de brotes en los dos años previos al momento de la obtención de la 

muestra, EDSS en el momento de la obtención de la muestra, y duración de la 

enfermedad. En el grupo de pacientes con EM y en el grupo de pacientes con EMRR se 

encontró una tendencia hacia una correlación positiva entre los niveles de la proteína 

en plasma y el número de brotes en los dos años previos (r=0,24; p=0,024) y con el 

EDSS (r=0,19; p=0,011), aunque ninguna de estas asociaciones sobrevivió la 
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corrección de Bonferroni por comparaciones múltiples (Tabla 20). No se encontraron 

correlaciones significativas entre los niveles de proteína y el resto de variables. 

 

Características 
EM 

r (p) 

EMRR 

r (p) 

EMSP 

r (p) 

EMPP 

r (p) 

Duración de la enfermedad 
0,05 

(0,480) 

0,02 

(0,838) 

-0,18 

(0,378) 

0,04 

(0,764) 

Número de brotes 
0,16 

(0,081) 

0,24 

(0,024) 

0,18 

(0,386) 
- 

EDSS 
0,19 

(0,011) 

0,06 

(0,581) 

0,01 

(0,957) 

0,10 

(0,416) 

Lesiones en T1a - - - 
0,04 

(0,773) 

Lesiones en T2a - - - 
0,05 

(0,723) 

BPFa - - - 
-0,03 

(0,824) 

 

Tabla 20. Correlaciones parciales ajustadas por edad entre los niveles plasmáticos de CHI3L1 
y parámetros clínicos y radiológicos. Lesiones en T1 y T2: Cargas lesionales en T1 y T2 
respectivamente; BPF: Fracción del parénquima cerebral. aDatos disponibles únicamente para un subgrupo 
de pacientes con EMPP. 

 

4.3.2 Estudio de asociación del polimorfismo rs4950928 con la EM 

Dada la relación entre los niveles plasmáticos de CHI3L1 y la enfermedad se decidió 

investigar una posible asociación entre un SNP localizado en la región promotora del 

gen de la CHI3L1 con la EM. Este polimorfismo (rs4950928) se había asociado 

previamente con los niveles séricos de la proteína 171, 172. La eficiencia del genotipado 

fue del 98,1%, y el SNP se encontraba en equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,61). 

Como se puede observar en la Tabla 21, el análisis entre grupos mostró una asociación 

significativa del alelo C en los pacientes con EMPP comparado con los pacientes de EM 

con inicio de la enfermedad en brotes (pacientes con EMRR y EMSP) y comparado con 

los controles sanos. Por otro lado, las frecuencias alélicas fueron equivalentes entre 

pacientes con EM y controles sanos, así como entre los pacientes con inicio de la 

enfermedad en brotes y los controles sanos. 
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Comparación Alelo de 

riesgo 

Odds 

ratio 
IC 95% p-valor 

EM vs CS C 1,0 1,0-1,1 0,696 

Inicio en brotes vs CS G 1,0 0,9-1,1 0,973 

EMPP vs CS C 1,4 1,1-1,8 0,018 

EMPP vs inicio en brotes C 1,4 1,1-1,8 0,018 

 

Tabla 21. Asociación del SNP rs4950928 y la EM. EM: esclerosis múltiple; CS: control sano; Inicio en 
brotes incluye pacientes con EM remitente-recurrente y EM secundariamente progresiva. EMPP: esclerosis 
múltiple primariamente progresiva.  

 

Dada la correlación entre los niveles de CHI3L1 en LCR de pacientes con CIS y el 

tiempo de conversión a EM observada en análisis previos, se decidió investigar una 

posible asociación entre los distintos genotipos y el tiempo de conversión a EM en un 

subgrupo de 584 pacientes que desarrollaron EMRR tras el CIS (429 homocigotos CC, 

142 heterocigotos CG, 13 homocigotos GG). No se encontraron diferencias en el 

tiempo de conversión entre los distintos genotipos (p>0,05), siendo los tiempos de 

conversión [expresados como media (desviación estándar)] para cada genotipo de: 3,0 

años (3,8) para el genotipo CC; 3,1 años (4,5) para el genotipo CG; y 1,7 años (1,9) 

para el genotipo GG. 

 

Por otro lado, se estudiaron los niveles plasmáticos de CHI3L1 según los distintos 

genotipos del SNP rs4950928. En la cohorte de pacientes de Barcelona (Cemcat), se 

determinó el genotipo y los niveles plasmáticos de CHI3L1 en un total de 50 controles 

sanos y de 138 pacientes con EM (57 pacientes con EMRR, 11 con EMSP, 50 con EMPP, 

y 20 EMRR durante el brote). Cuando se analizó todo el grupo formado por pacientes 

con EM y controles sanos, los niveles de CHI3L1 se encontraron elevados de forma 

significativa en los homocigotos CC comparado con los heterocigotos CG y los 

homocigotos GG, de la misma forma que se había descrito en otras enfermedades 171, 

172 (Figura 25A). Se observaron resultados similares cuando los pacientes con EM se 

clasificaron según la forma de inicio (EM de inicio en brotes y EMPP) (Figura 25B).  
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Figura 25. Niveles de CHI3L1 según el genotipo del SNP rs4950928. Diagramas de cajas 
representativos de los niveles plasmáticos de CHI3L1 en los homocigotos CC, heterocigotos CG y 
homocigotos GG para el SNP rs4950928 en todos los individuos (A) y en los pacientes con EM 
estratificados según la forma clínica (B). Inicio en brotes incluye pacientes con esclerosis múltiple 
remitente recurrente y secundariamente progresiva. EMPP: esclerosis múltiple primariamente progresiva.  

 

4.3.3 Expresión de CHI3L1 en tejido cerebral 

En un primer paso se clasificaron las lesiones de los pacientes con EM. Esto se realizó 

mediante las tinciones de HE (para determinar inflamación) y KB (para determinar 

desmielinización), lo que permitió clasificar las lesiones de EM en lesiones crónicas 
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p=0,014 

CC 

(n=52) 

CG 

(n=15) 

GG 

(n=1) 

CC 

(n=37) 

CG 

(n=10) 

GG 

(n=3) 

p=0,250 



RESULTADOS. Objetivo 4A 

 

124 

activas de alta (n=5) o baja (n=10) actividad inflamatoria (ver apartado de material y 

métodos para la descripción de la clasificación). 

Cuando se estudió la expresión de CHI3L1 en tejido del SNC se observó que en las 

lesiones con mayor actividad inflamatoria la tinción era más intensa y estaba localizada 

en el margen de las lesiones (cabezas de flecha) y en el área desmielinizada (flechas) 

(Figura 26G), mientras que en las lesiones de menor actividad inflamatoria la expresión 

fue menos intensa y prácticamente restringida al área desmielinizada (Figura 26H). Por 

el contrario, no se observó tinción de CHI3L1 en el SNC de los controles no 

neurológicos (Figura 26I). Mediante inmunohistoquímicas dobles se localizó la  

expresión de CHI3L1 en el citoplasma de astrocitos reactivos (células GFAP+; Figura 

26J) y macrófagos y microglía de las lesiones con alta actividad inflamatoria (células 

CD68+; Figura 26M), mientras que en las lesiones con baja actividad inflamatoria la 

expresión de CHI3L1 estaba restringida únicamente al citoplasma de algunos 

macrófagos y microglía (Figura 26N). En ningún caso se observó expresión de la 

proteína en linfocitos T (Figura 26P, Q, R). 

4.3.4 Estudio de la expresión de CHI3L1 en células del LCR 

4.3.4.1 Especificidad del anticuerpo anti-CHI3L1 

Inicialmente se realizaron experimentos de bloqueo con la proteína recombinante para 

determinar la especificidad del anticuerpo. Para ello se incubó el anticuerpo con la 

proteína recombinante previo al marcaje de las células. Como se puede observar en la 

Figura 27, el marcaje disminuyó de forma importante cuando el anticuerpo se bloqueó 

con la proteína recombinante, indicando que la tinción observada no era debida a la 

unión inespecífica del anticuerpo. Además, se usó un control de isotipo como control 

negativo de la tinción. 
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Figura 26. Expresión de CHI3L1 en tejido cerebral. Expresión de CHI3L1 en tejido cerebral de 
pacientes con EM y controles no neurológicos. Tinción con hematoxilina-eosina (A-C) y Kluver Barrera (D-
F). Tinción de CHI3L1 (G-I) y tinciones dobles con GFAP (J-I), CD68 (M-O) y CD3 (P-R). 
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4.3.4.2 Expresión de CHI3L1 en células de LCR 

Finalmente, se investigó la expresión de CHI3L1 en células de LCR mediante citometría 

de flujo. Las células se seleccionaron mediante forward scatter (FSC) y side scatter 

(SSC) y por el marcador CD45, para descartar células muertas y debris (ver Figura 34 

en el Anexo). La expresión de CHI3L1 se localizó en los monocitos (células CD14+) 

tanto de los pacientes con EM como de los controles neurológicos no inflamatorios 

(Figura 26), siendo más elevada en los pacientes con EM (p=0,008). Por el contrario, 

no se observó expresión de la proteína en los linfocitos T (células CD3+). Es 

interesante comentar que la principal fuente de CHI3L1 correspondió a monocitos 

caracterizados por una baja expresión de CD14 (CD14low), especialmente en el grupo 

de pacientes con EM (p=0,008 comparado con controles; Figura 28). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 27. Especificidad del anticuerpo anti-CHI3L1. Marcaje mediante citometría de flujo del 
control de isotipo (A), del anticuerpo anti-CHI3L1 (b) y del anticuerpo anti-CHI3L1 bloqueado previamente 
con la proteína humana recombinante (C). 
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Figura 28. Expresión de CHI3L1 en las células del LCR. Expresión de CHI3L1 en las células del LCR 
de pacientes con EM y controles. Dot plots representativos de la expresión de CHI3L1 en monocitos 
(CD14+) y linfocitos (CD3) de LCR. Gráficos representativos del porcentaje de monocitos y células T 
expresando CHI3L1 (izquierda). Gráficos representativos del porcentaje de monocitos expresando CHI3L1 
en función de su expresión de CD14: CD14 high (CD14high) y CD14 low (CD14low). EM: esclerosis múltiple.  
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Resultados relacionados con el objetivo 4B: Estudio de la 

función de la CHI3L1 en el modelo animal de EM 
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Dada la implicación de la CHI3L1 en la EM, parecía interesante estudiar su función en 

la enfermedad a través del modelo animal, la EAE. Para ello inicialmente se estudió la 

expresión génica de la Brp-39 en el SNC durante el desarrollo de la EAE así como su 

efecto en el curso clínico de la enfermedad y a nivel histopatológico en ratones KO y 

WT para la proteína. Además, se estudió la influencia de la Brp-39 en la respuesta 

inmune de las células de ratones WT y KO frente a distintos estímulos. 

 

4.4.1 Genotipado de los ratones 

Cuando se realizó el genotipado de los ratones, se observaron las bandas 

correspondientes a 415 pb para los ratones WT y de 899 pb para los ratones KO para 

la Brp-39, o bien ambas bandas en los ratones heterocigotos. A partir de los animales 

homocigotos WT y KO se establecieron las colonias respectivas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 29. Genotipado de los ratones Brp-39. En la figura se observan las bandas correspondientes 
al genotipado de los ratones. Cada muestra se amplifica con las sondas correspondientes a los genes de la 
Brp-39 (WT) o al gen de resistencia a la neomicina (KO).  
 

4.4.2 Regulación de la Brp-39 durante la EAE 

Para investigar si la expresión de Brp-39 se induce durante la EAE, determinamos la 

expresión de los niveles de ARNm de Brp-39 en los días 12 y 31 post inmunización 

(p.i.) en la médula espinal de ratones inmunizados con MOG normalizando la expresión 

respecto a los ratones WT inmunizados con suero fisiológico (SF). Se observó un 

incremento de la expresión de Brp-39 en la médula espinal de los animales 

inmunizados con MOG comparado con los controles durante la fase inflamatoria de la 

enfermedad (día 12 p.i), mientras que la expresión disminuyó durante la fase crónica 

de la enfermedad (día 31 p.i.). También se determinó la expresión de Brp-39 en la 

médula de animales KO para la Brp-39 inmunizados con MOG como control (Figura 

30).
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Figura 30. Expresión 
de Brp-39 en el SNC 
durante la EAE 
Expresión relativa de Brp-
39 en ratones WT y KO 
inmunizados con MOG o 
con SF a días 12 y 31 p.i. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

4.4.3 Influencia del gen Brp-39 en el curso clínico de la EAE 

A continuación evaluamos si la inmunización con MOG35-55 tenía un efecto diferente en 

el desarrollo de la EAE en los ratones Brp-39 WT y KO. Cuando se compararon los 

scores acumulados no se observaron diferencias significativas entre los dos grupos 

(p=0,54; Figura 31). Cuando se analizaron los experimentos de forma global, tampoco 

se encontraron diferencias en el score acumulado (p=0,75) o en el score máximo 

(p=0,91) entre grupos. Tampoco se encontraron diferencias en el día de inicio de la 

enfermedad, o en la tasa de mortalidad entre los ratones WT y KO para la Brp-39 

(Tabla 22). Cuando los ratones macho y hembra se analizaron por separado, no se 

encontraron diferencias significativas en el score acumulado entre ratones WT y KO 

(p=0,83 y p=0,93 respectivamente), ni en el porcentaje de mortalidad o día de inicio 

(Tabla 22). 
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Figura 31. Score acumulado y seguimiento clínico de los ratones WT y KO. Score acumulado y 
representación del seguimiento clínico diario comparando los ratones Brp-39 WT y KO de dos 
experimentos independientes y global. 

 

Genotipo N Mortalidad 
(%) 

p-valor Día 
inicio 

p-valor 

WT 48 12 (25) 1,0 9,85 0,60 

KO 54 13 (24) 9,70 

♀ WT 26 4 (15) 1,0 10,31 0,63 

♀ KO 29 4 (14) 10,03 

♂ WT 22 8 (36) 1,0 9,32 0,88 

♂ KO 25 9 (36) 9,32 

♀ 55 8 (14) 0,019 10,16 0,10 

♂  47 17 (36) 9,32 

 

Tabla 22: Resumen de las características clínicas de la EAE en los ratones WT y KO. Datos de 
mortalidad expresados como número de ratones muertos durante el período de seguimiento (porcentaje).  

4.4.4 Estudio histopatológico 

El estudio histopatológico de los ratones WT y KO para la Brp-39 en la fase crónica de 

la enfermedad (día 31 p.i.) mostró la presencia de infiltrados inflamatorios formados 

por linfocitos y macrófagos y localizados principalmente en la sustancia blanca de la 

médula espinal. Además, en el espacio subaracnoideo del cerebro prácticamente no se 

observaron infiltrados de linfocitos. Únicamente se observó desmielinización extensa en 

la sustancia blanca de la médula espinal. No se observaron diferencias en cuanto a la 

inflamación o desmielinización entre los ratones Brp-39 WT y KO (Figura 32).
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4.4.5 Efecto del gen Brp-39 en la respuesta inmune 

Cuando se compararon los índices de proliferación de los esplenocitos entre los ratones 

Brp-39 WT y KO frente a estímulos no antígeno-específicos (PHA y LPS) o antígeno-

específicos (MOG) no se observaron diferencias (Figura 33 A). Además, la adición de 

Brp-39 recombinante (rBrp-39) no produjo ningún efecto en la proliferación de los 

esplenocitos ni en las células de los ratones Brp-39 WT ni KO (Figura 33 B, C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Inflamación y desmielinización de la médula espinal durante la EAE en ratones 
Brp-39 WT y KO. Las tinciones de HE y KB mostraron niveles similares de inflamación y desmielinización 
en los ratones Brp-39 WT y KO. Los gráficos representan las puntuaciones de inflamación y 
desmielinización en los dos grupos de animales. 
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Figura 33. Respuesta inmune frente a PHA, LPS y MOG con o sin Brp-39 recombinante de 
ratón (rBrp-39). Los gráficos de barras representan el índice de proliferación de los esplenocitos 
obtenidos a día 12 p.i. de los ratones de los diferentes grupos frente a los distintos estímulos (A). En los 
gráficos inferiores se observan los índices de estimulación de los esplenocitos de los ratones Brp-39 WT 
(B) y KO (C) frente a los diferentes estímulos con o sin la adición de Brp-39 recombinante. 
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Durante los últimos años se han realizado importantes esfuerzos en la identificación de 

biomarcadores pronósticos en pacientes con CIS, concretados en diferentes 

publicaciones científicas. A pesar de los estudios, en la actualidad no existen 

biomarcadores pronósticos fiables que puedan emplearse en la práctica clínica para 

predecir el curso clínico que presentarán los pacientes con CIS. Con este objetivo 

llevamos a cabo la presente tesis doctoral. De los diferentes abordajes posibles, el del 

iTRAQ LC-MS/MS fue el que consideramos más adecuado para identificar 

biomarcadores por su precisión, sensibilidad rendimiento y automatización de la 

técnica 173, aunque también hay que tener en cuenta sus limitaciones 174, 175. El 

abordaje de proteómica mediante la aplicación del iTRAQ se ha usado ampliamente 

para el descubrimiento de biomarcadores en diferentes enfermedades como el 

Alzheimer 176, la enfermedad de Parkinson 177 y en distintos tipos de cáncer 178-180. El 

uso de esta técnica permite cuantificar diferencias en la concentración de proteínas en 

distintos estados fisiológicos o patológicos. En nuestro estudio hemos usado la 

metodología de iTRAQ para identificar proteínas asociadas con la conversión a EM en 

pacientes con CIS clasificados según unos criterios extremos. De forma interesante, 

mediante la aplicación de este abordaje de proteómica a los pooles de muestras de 

LCR obtenidas en el momento del CIS, los pacientes que convertían a EMCD se podían 

distinguir de aquellos que se mantenían como CIS. Así pues, en este estudio de 

proteómica se identificaron una serie de proteínas diferencialmente expresadas entre 

los pacientes con CIS que convertían a EMCD y los pacientes que continuaban como 

CIS, entre las que figuraban: la ceruloplasmina, la vitamin D BP y la Apo AI, que fueron 

más abundantes en los pacientes CIS que convertían a EMCD en las 6 comparaciones 

de pooles de LCR; la CHI3L1 estaba también aumentada en 5 de los 6 pooles; y 

finalmente la sema7A y la CNDP1 fueron menos abundantes y el plasminógeno, 

vitronectina, y Apo AIV más abundantes en 4 de los 6 pooles de muestras comparados.  

Todas estas proteínas fueron seleccionadas para una primera validación en muestras 

individuales de LCR usando una técnica analítica alternativa en una cohorte de 

pacientes parcialmente independiente. Dada la falta de disponibilidad de kits de ELISA 

comerciales para cuantificar la sema7A y la CNDP1, estas dos proteínas se midieron 

mediante selected reaction monitoring (SRM), que es una técnica de proteómica 

ampliamente usada para la validación de biomarcadores 160. En esta primera validación 

entre un 48% y un 72% de las muestras usadas provinieron de nuevos pacientes con 

CIS no incluidos en los pooles de LCR iniciales usados para el estudio de screening. 

Aunque la ceruloplasmina, vitamin D BP, plasminógeno, vitronectina y Apo AIV se 
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habían encontrado diferencialmente expresadas en 4 pooles o más en el estudio de 

screening, estas diferencias no se validaron cuando las proteínas se cuantificaron en 

muestras individuales de LCR mediante ELISA, y únicamente se validaron la CHI3L1, la 

Apo AI, la sema7A y la CNDP1 como biomarcadores asociados a la conversión a EM en 

los pacientes con CIS. Finalmente, en una segunda fase de validación de las proteínas 

candidatas en cohortes de pacientes totalmente independientes, únicamente se 

validaron la CHI3L1, la sema7A y la CNDP1. Es importante remarcar que el iTRAQ es 

una herramienta apropiada para el descubrimiento de biomarcadores, pero los 

resultados obtenidos mediante esta técnica siempre requieren de una validación por 

técnicas analíticas independientes y más sensibles para descartar posibles falsos 

positivos. 

La ceruloplasmina es un antioxidante que se había identificado previamente en pooles 

de LCR de pacientes con EM pero no en muestras de pacientes con otras 

enfermedades inflamatorias 181 y existen dos estudios recientes en los que se ha 

encontrado por un lado, niveles disminuidos de ceruloplasmina en el LCR de pacientes 

con EM respecto a controles con otras enfermedades neurológicas 182 y por otro lado 

niveles elevados de ceruloplasmina en el suero de pacientes con EM respecto a los 

controles 183. En nuestro estudio, no se encontraron diferencias en los niveles de 

ceruloplasmina entre los pacientes con CIS que convertían a EMCD y los que no 

convertían, ni entre los pacientes CIS y los controles con otras enfermedades 

neurológicas.  

En estudios de proteómica previos, la vitamin D BP se encontró disminuida en 

pacientes con EM y en pacientes con CIS respecto a individuos con otras enfermedades 

neurológicas 182, 184, 185, mientras que en otro estudio los niveles de vitamin D BP se 

encontraron elevados en el LCR de pacientes con EMSP respecto a controles con otras 

enfermedades neurológicas 186. En nuestro estudio, los niveles de vitamin D BP en LCR 

determinados mediante ELISA fueron similares entre los pacientes CIS que convertían 

a EMCD y los que permanecían como CIS, y también fueron comparables con los 

controles con otras enfermedades neurológicas, siendo estos resultados parecidos a un 

estudio reciente de Smolders y col. en el que no se encontraron diferencias en los 

niveles de la proteína entre pacientes con EM y controles, ni entre pacientes con EMRR 

durante el brote y en período de remisión 187. Los resultados obtenidos en nuestro 

estudio, además, fueron confirmados en una segunda cohorte de pacientes 

independientes, reafirmando así los resultados.  
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El plasminógeno es un enzima precursor inactivo, que es activado por los enzimas 

uroquinasa, activador tisular del plasminógeno o el activador endotelial del 

plasminógeno transformándolo en plasmina. El sistema de activación del plasminógeno 

se ha encontrado alterado en los pacientes con EM 188, 189, observándose una actividad 

10 veces mayor del enzima activador tisular del plasminógeno en los pacientes con EM 

que en los controles. Por otro lado, en los pacientes con EMSP se han descrito niveles 

disminuidos de plasminógeno en el LCR respecto a los pacientes con EMPP y los 

controles 155, mientras que en nuestro estudio no se encontraron diferencias entre los 

pacientes con CIS que convertían a EMCD y los que permanecían como CIS. 

En cuanto a la Apo AIV, son conocidas sus propiedades anti-inflamatorias 190. En un 

estudio de proteómica reciente se encontraron niveles disminuidos en el LCR de los 

pacientes con EM respecto a los controles 182, mientras que en nuestro estudio no se 

observaron diferencias entre los pacientes con CIS conversores y no conversores, del 

mismo modo que en otro estudio de proteómica anterior 191.  

La falta de reproducibilidad entre los diferentes estudios existentes de biomarcadores 

en la EM puede ser debida a los distintos abordajes usados. Por ejemplo, en muchos 

de estos estudios únicamente se incluyen pacientes con EM, y no pacientes con CIS. 

Por otro lado, en los estudios en los que sí se han incluido pacientes con CIS no se ha 

tenido en cuenta aquéllos que iban a convertir a EM y los que iban a permanecer como 

CIS, sino que se han considerado como un único grupo de pacientes. Además, el grupo 

de controles usado en los diferentes estudios es muy heterogéneo, lo que puede dar 

lugar a resultados muy variables, según si estos pacientes tienen enfermedades más o 

menos inflamatorias, como se ha observado en nuestro estudio. Así pues, la existencia 

de una gran cantidad de trabajos con resultados contradictorios en los estudios de 

biomarcadores se puede deber principalmente a la falta de un protocolo estándar para 

la realización de éstos, así como en la selección de los grupos de pacientes, la recogida 

de muestras y el almacenaje de éstas. Para intentar solucionar este problema, se han 

realizado estudios de consenso sobre conceptos generales de biomarcadores, así como 

intentos de establecer unos protocolos estandarizados para la recogida y conservación 

de las muestras para estudios de biomarcadores 145, 192-195. También en este sentido, el 

consorcio del BioMS (Biomarkers in Multiple Sclerosis) ha desarrollado un protocolo 

detallado de los grupos de estudio, centrándose en el tipo de pacientes usados como 

control, y unas guías de clasificación de éstos pacientes en diferentes grupos 146. En 

nuestro estudio hemos seguido estas guías para clasificar los controles como controles 

neurológicos inflamatorios (OENI) y no inflamatorios (OENNI) 146. 
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En el estudio de screening, en los pacientes con CIS que convirtieron a EMCD la Apo AI 

se encontró sobreexpresada en 6 de los 6 pooles comparados, la CHI3L1 se encontró 

sobreexpresada en 5 de 6 comparaciones y la sema7A y la CNDP1 se encontraron 

menos expresadas en 4 de los 6 pooles. Estos resultados se validaron mediante 

técnicas alternativas en dos cohortes de validación, la segunda de las cuales era 

totalmente independiente tanto de la primera cohorte de validación como de la cohorte 

de pacientes usada para el estudio inicial de screening. Para la primera validación de 

las proteínas seleccionadas del estudio de screening los niveles de CHI3L1 y de Apo AI 

se midieron tanto en muestras de LCR como de suero, mientras que la sema7A y la 

CNDP1 únicamente se determinaron en muestras de LCR. El LCR representa mejor los 

eventos que ocurren de forma local en el cerebro dada su proximidad al SNC, pero su 

obtención requiere un procedimiento invasivo, mientras que el suero es una muestra 

más fácil de obtener, y por esta razón sería interesante descubrir un biomarcador 

cuyos niveles se pudieran detectar de forma diferencial también en el suero. 

Desafortunadamente, las diferencias en los niveles de CHI3L1 y de Apo AI entre los 

pacientes con CIS únicamente se observaron en las muestras de LCR, aunque es de 

destacar que los niveles de CHI3L1 en el suero se encontraron más elevados en el 

grupo de pacientes con CIS considerado de forma global comparado con los controles 

con otras enfermedades neurológicas, un hallazgo que aumenta, de algún modo, la 

especificidad de las diferencias observadas en los niveles de la proteína en el LCR entre 

los pacientes con CIS que convierten a EM y los que permanecen como CIS. En la 

segunda cohorte de validación, únicamente se confirmaron los resultados observados 

para la CHI3L1, la sema7A y la CNDP1, encontrándose niveles incrementados de 

CHI3L1 y niveles disminuidos de sema7A y CNDP1 en el LCR del grupo de pacientes 

con CIS que convertían a EMCD. Además, el hecho de que las dos cohortes de 

validación incluyeran unos criterios de inclusión menos estrictos de conversión a EM 

comparado con la cohorte original usada para el estudio de screening (por ejemplo, el 

número de criterios de Barkhof en la RM basal y los tiempos de seguimiento) indican 

que tanto los niveles de CHI3L1 como de sema7A y CNDP1 podrían ser aplicados a un 

amplio espectro de pacientes CIS con el objetivo de discriminar aquellos que 

posteriormente convertirán a EM y aquellos que seguirán como CIS. 

La Apo AI es el componente proteico mayoritario del HDL (del inglés high density 

lipoprotein), y existen estudios que sugieren que podría ejercer efectos 

inmunomoduladores mediante la represión de la producción de citoquinas pro-

inflamatorias como la IL-1b o el TNFα 196, citoquinas implicadas en algunas 
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enfermedades inflamatorias y autoinmunes como la EM. En un estudio de proteómica 

reciente se observaron niveles disminuidos de Apo AI en pacientes con EM respecto a 

los controles con otras enfermedades neurológicas 182, mientras que en otro estudio no 

se observaron diferencias significativas entre pacientes con EMRR, pacientes CIS y 

controles 197. Como se ha comentado anteriormente, aunque en nuestro estudio la Apo 

AI se validó como biomarcador asociado a conversión a EM en la primera cohorte de 

validación, estos resultados no se validaron en una segunda cohorte de pacientes 

totalmente independiente, lo que parece indicar que esta proteína podría corresponder 

a un falso positivo de la técnica de screening. 

La sema7A pertenece a una familia de proteínas de membrana y solubles con 

funciones en la guía axonal y con efectos inmunomoduladores 198. Los niveles 

disminuidos de sema7A observados en los pacientes con CIS que convertían a EMCD 

comparado con los que no convertían podrían estar relacionados con su papel como 

regulador negativo de la activación de las células T 199. En este contexto, se ha descrito 

que en ratones deficientes en sema7A, el curso clínico de la EAE es más severo y que 

las células T muestran una respuesta proliferativa aumentada frente al antígeno MOG 

199, aunque hay resultados contradictorios al respecto, ya que en otro estudio se ha 

descrito una EAE más leve en los ratones KO para la sema7A 200.  

Por otro lado, en el estudio de Czopik y colaboradores se observó una mayor 

inflamación y desmielinización en el SNC de los ratones KO para la sema7A comparado 

con los WT, hallazgo que está en línea con la correlación negativa que hemos 

encontrado entre los niveles de sema7A en el LCR y la carga lesional en la RM. 

Por otro lado, la CNDP1 es una dipeptidasa expresada básicamente en el hígado y el 

cerebro que pertenece a la familia de metaloproteasas M20 201. La CNDP1 tiene como 

función hidrolizar la carnosina, que tiene efectos neuroprotectores conocidos. La 

carnosina ejerce su función neuroprotectora básicamente mediante su capacidad de 

disminuir el estrés oxidativo y la inflamación 202-204. Se han descrito niveles disminuidos 

de CNDP1 en pacientes con EM comparado con controles con otras enfermedades 

neurológicas 182, así como una disminución en la actividad enzimática en muestras de 

suero de pacientes con EM comparado con controles sanos 205. Los niveles disminuidos 

de CNDP1 que hemos observado en el LCR de los pacientes con CIS que convertían a 

EMCD comparado con los que no convertían en nuestro estudio, podrían estar 

asociados a un incremento en los niveles de carnosina, hecho que se podría interpretar 

como un intento de proteger el cerebro frente al estrés oxidativo y la inflamación en 

los pacientes que convierten a EM. De todos modos, el papel de la CNDP1 en estos 
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pacientes requiere de estudios adicionales, sobretodo dada la falta de asociación 

observada entre los niveles de CNDP1 en el LCR y las variables de RM como son el 

número de lesiones que captan contraste y el número de lesiones en T2, que 

reflejarían el grado de inflamación en el SNC.  

Finalmente, la CHI3L1 fue una de las tres proteínas que se validó como marcador 

asociado a conversión tanto en la primera cohorte de validación como en la segunda 

cohorte de pacientes con CIS totalmente independiente. Los niveles de CHI3L1 se 

encontraron elevados en el grupo de pacientes con CIS que convertían a EMCD 

comparado con los pacientes que se mantenían como CIS. Además, los niveles de 

CHI3L1 se correlacionaron con un peor pronóstico, puesto que niveles elevados 

estaban asociados a un menor tiempo de conversión a EM. Finalmente, la CHI3L1 fue 

validada en una cohorte mucho mayor de pacientes con CIS procedentes de 15 centros 

europeos de EM. En este estudio se encontraron nuevamente niveles de CHI3L1 más 

elevados en el LCR de los pacientes con CIS que posteriormente convertían a EM 

respecto a los que se mantenían como CIS. 

Cuando se estudió el papel de la CHI3L1 como biomarcador asociado a la conversión a 

EM en un modelo de regresión multivariado, los niveles de CHI3L1 resultaron ser un 

factor de riesgo para la conversión a EM independiente de otros factores predictivos de 

tanto peso como son las alteraciones en la RM y la presencia de bandas oligoclonales 

de IgG 148, 161, 206. 

Por otro lado, el largo tiempo de seguimiento de algunos de los pacientes con CIS 

incluidos en el estudio nos ha permitido explorar mejor el papel de la CHI3L1 en el 

desarrollo de discapacidad mediante el estudio del tiempo hasta alcanzar un EDSS de 

3,0. En este sentido, los niveles de CHI3L1 en el LCR resultaron ser un fuerte predictor 

de la progresión de la discapacidad, y de hecho fueron el único factor de riesgo 

independiente asociado con el desarrollo de discapacidad en un modelo de regresión 

multivariado. 

Además, más de un 40% de los pacientes con CIS resultaron tener niveles de CHI3L1 

en el LCR por encima de 170 ng/ml, un valor de cut-off con una clara implicación 

pronóstica, dado que los pacientes con niveles por encima de ese valor de cut-off 

presentaron un tiempo de conversión más corto y una progresión más rápida de la 

discapacidad. Este valor de cut-off se podría aplicar en la práctica para identificar 

aquellos pacientes con CIS con un peor pronóstico de la enfermedad. El hecho de 

hallar niveles elevados de CHI3L1 en el LCR además de información de otras variables 

como la presencia de bandas oligoclonales de IgG y 3-4 criterios de Barkhof en la RM 
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basal podrían ayudar al neurólogo en la toma de decisiones en el momento de iniciar el 

tratamiento. Esto es particularmente importante cuando se analiza el tiempo hasta 

alcanzar un EDSS de 3,0 dado que hemos observado que los niveles de CHI3L1 en el 

LCR superiores a 170 ng/ml confieren, como único factor predictivo, un riesgo 

aproximadamente 4 veces mayor de desarrollo de discapacidad. Además, los niveles 

altos de CHI3L1 en el LCR están asociados con una progresión de la discapacidad más 

temprana (de unos 5 años antes en alcanzar un EDSS de 3,0 comparado con los que 

tienen niveles bajos de proteína) con una sensibilidad por encima del 70%. 

Basándonos en esto, los pacientes con CIS que presenten niveles altos de CHI3L1 en el 

LCR en el momento basal de la punción lumbar se podrían beneficiar de un inicio 

temprano del tratamiento, y de un tratamiento más agresivo, que ayude a retrasar el 

desarrollo de la enfermedad, y disminuya el grado de discapacidad a largo plazo. 

La asociación entre los niveles de CHI3L1 en el LCR y las alteraciones en la RM y los 

parámetros del LCR en el momento del CIS apuntan hacia una estrecha relación entre 

los niveles de CHI3L1 y el grado de inflamación en el SNC de los pacientes con CIS. 

Esta relación probablemente explicaría las correlaciones observadas entre los niveles 

de CHI3L1 y la atrofia cerebral observada durante el seguimiento; aunque, debido al 

número relativamente pequeño de pacientes con datos de atrofia cerebral incluidos en 

el estudio, los resultados sobre el papel de la CHI3L1 en el desarrollo de atrofia 

cerebral tienen que ser confirmados en cohortes mayores de pacientes con CIS y con 

tiempos de seguimiento más largos. 

Las asociaciones encontradas entre los niveles de CHI3L1 y la inflamación en el SNC 

podrían llevarnos a especular que los infiltrados inflamatorios en el SNC procedentes 

de la periferia podrían ser la mayor fuente de CHI3L1 en el LCR. Pero tanto el cociente 

de albúmina (Q-alb) determinado en un subgrupo de pacientes como los hallazgos por 

inmunohistoquímica están en contra de esta hipótesis y sugieren un origen 

básicamente local de los niveles de CHI3L1 en el LCR. En primer lugar, el 

comportamiento independiente de los niveles de CHI3L1 del Q-alb, que es una medida 

establecida de la disfunción de la barrera hematoencefálica 207, es un indicador claro de 

que la CHI3L1 en el LCR procede principalmente de la producción en el cerebro. Esta 

hipótesis está respaldada por la observación de unos niveles de la proteína unas 6 

veces mayor en el LCR que en el suero en el estudio inicial 144 y de aproximadamente 8 

veces superior en un estudio reciente 208. Como consecuencia de esto, los niveles de 

CHI3L1 en el LCR no requieren una corrección por concentración en la sangre o por el 

Q-alb, que sí que es necesaria para otras proteínas derivadas de la sangre como por 
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ejemplo la IgG 209. En segundo lugar, la expresión de CHI3L1 en las lesiones crónicas 

activas con alta actividad inflamatoria de los pacientes con EM se encontró 

principalmente en los astrocitos, un hallazgo descrito también en estudios previos en 

los que la expresión de CHI3L1 se había observado principalmente en los astrocitos 

tanto de simios como de humanos con encefalitis lentiviral 210 y en pacientes con 

infarto cerebral 170. Aun así, la contribución de las células infiltradas en el SNC 

derivadas de la sangre a los niveles de CHI3L1 encontrados en el LCR no se puede 

descartar en base a nuestros hallazgos de expresión de CHI3L1 en los macrófagos y 

células gliales en tejido cerebral así como en los monocitos CD14+ del LCR. De todos 

modos, el hecho de que la expresión de la proteína se observara principalmente en los 

monocitos del LCR con una expresión baja de CD14 (CD14low), una población celular 

que se ha descrito que tiene un potencial migratorio disminuido hacia los tejidos 

inflamados debido a la falta del receptor de quimiocinas CCR5 211-214 sugiere que la 

expresión de CHI3L1 por los monocitos CD14low no está relacionada con el infiltrado 

inflamatorio de las células de la periferia al SNC sino que estas células estarían jugando 

un papel en el reemplazo de los macrófagos residentes 211. Se puede hipotetizar 

entonces, que los macrófagos y microglía del cerebro y que los monocitos CD14low del 

LCR son los responsables de un nivel basal bajo de expresión de CHI3L1 en el SNC, y 

que esta expresión puede ser incrementada de forma proporcional al estímulo 

inflamatorio producido en el SNC con la contribución de células adicionales, 

principalmente astrocitos. En este caso, los niveles elevados de CHI3L1 estarían 

reflejando el grado de activación astrocitaria debida a la inflamación. Este hecho está 

respaldado con el hallazgo de la expresión de CHI3L1 por astrocitos reactivos en 

lesiones con alta actividad inflamatoria, y con las correlaciones observadas entre los 

niveles de CHI3L1 en el LCR y las alteraciones en la RM y los parámetros inflamatorios 

del LCR. El hecho de que los niveles elevados de CHI3L1 estén asociados a un peor 

pronóstico en los pacientes CIS sugiere de forma indirecta un papel perjudicial de la 

activación de los astrocitos en la patogenia de la EM. 

La CHI3L1 (también conocida como YKL-40, human cartilage glycoprotein 39 – HC-

gp39, breast regression protein 39 – Brp-39) es un miembro de la familia de las 18-

glicosil-hidrolasas, que es capaz de unir la quitina. De todos modos, mientras que otras 

quitinasas de la familia como la quitotriosidasa y la acidic mammalian chitinase 

(AMCase) han demostrado actividad quitinolítica 215, 216 la CHI3L1 es capaz de unir la 

quitina pero carece de actividad quitinolítica 217, 218. La CHI3L1 se expresa en diferentes 
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tipos celulares como condrocitos 217, células vasculares del músculo liso 219, neutrófilos 

220, macrófagos 218 y células epiteliales de las vías respiratorias 221.  

Los niveles de CHI3L1 se han encontrado elevados en una gran variedad de 

enfermedades caracterizadas principalmente por inflamación crónica como por ejemplo 

la artritis reumatoide 222, 223, osteoartritis 224, enfermedad inflamatoria intestinal 225, 

sarcoidosis 226, lupus eritematoso sistémico 224, asma 227, fibrosis hepática 228, 

ateroesclerosis 229, diabetes de tipo 2 230 y obesidad 231. Además, en muchas ocasiones 

los niveles de CHI3L1 se correlacionaban con la actividad y/o la severidad de la 

enfermedad 222-228, 230, 231. Los niveles de CHI3L1 también se han encontrado elevados 

en una gran diversidad de cánceres en los que se incluyen cáncer de colon/recto232, 

mama 233, ovario 234, próstata 235, estómago 236, endometrio 237, pulmón 238 y cerebro 

239, en los que los niveles de CHI3L1 se encontraron asociados a un peor pronóstico en 

los pacientes con cáncer.  

En cuanto a los trastornos del SNC, los niveles séricos de CHI3L1 se encontraron 

aumentados en pacientes con accidente cerebrovascular y correlacionaron con el grado 

de recuperación funcional 240; los niveles de CHI3L1 en plasma y LCR se han 

relacionado con el diagnóstico de pacientes en estadios iniciales de la enfermedad de 

Alzheimer 168, 241, 242; en pacientes con EM, se han descrito niveles elevados en el LCR 

de pacientes con EMRR 170, 243. Teniendo en cuenta todos estos hallazgos, es evidente 

que la CHI3L1 no es un marcador específico de EM, y de hecho en nuestro estudio los 

niveles de CHI3L1 más altos se encontraron en el LCR del grupo de controles con otras 

enfermedades neurológicas inflamatorias, hallazgo de algún modo predecible, 

considerando que una gran proporción de estos pacientes padecían enfermedades 

infecciosas del SNC tales como meningitis y encefalitis, las cuales se han asociado con 

niveles extremadamente elevados de CHI3L1 en el LCR 210, 244. 

A pesar de los numerosos estudios que muestran una implicación de la CHI3L1 en las 

diversas enfermedades, su mecanismo de acción permanece sin ser del todo conocido. 

Existen algunos estudios que sugieren una función de la CHI3L1 como factor de 

remodelación tisular 245-247  y como promotor de la angiogénesis 248, 249. De todos 

modos, aunque no se conozca su actividad fisiológica, los estudios mencionados así 

como los hallazgos encontrados en nuestros estudios apuntan hacia un papel de la 

CHI3L1 como biomarcador pronóstico en una gran variedad de enfermedades. 

Además, se ha visto que la expresión de CHI3L1 se induce por citoquinas pro-

inflamatorias como la IL-1 y el TNFα 250. Este hallazgo puede indicar que, en los 

pacientes con CIS, la CHI3L1 es secretada por macrófagos activados en el contexto de 
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un fenómeno inflamatorio que está ocurriendo en el SNC. En nuestro estudio, los 

niveles de CHI3L1 en el LCR correlacionaron significativamente con el número de 

lesiones captantes de gadolinio y con el número de lesiones en T2. Además, la CHI3L1 

se había propuesto en un estudio previo como auto-antígeno candidato en la artritis 

reumatoide, y en este estudio se mostraba que las respuestas inmunes mediadas por 

la CHI3L1 en estos pacientes cambiaban hacia un fenotipo pro-inflamatorio dominado 

por interferón gamma (IFN-γ) 251. Si en los pacientes con EM se estuviera produciendo 

una respuesta inmune similar, la CHI3L1 podría estar contribuyendo al fenotipo Th1 

observado en la respuesta inmune de estos pacientes.  

De forma interesante, la actividad enzimática de otros miembros de la familia de las 

quitinasas, la quitotriosidasa, está incrementada en pacientes con EM respecto a los 

controles sanos 252, 253, lo que refuerza el papel importante de las proteínas de la 

familia de las quitinasas en la etiopatogenia de la EM.  

A raíz de estos resultados decidimos investigar el papel de la CHI3L1 en el curso clínico 

de la EM. Para ello se midieron los niveles de proteína en muestras de plasma de una 

gran cohorte de pacientes con representación de las diferentes formas clínicas de la 

enfermedad. Debido a que en diversos estudios se había observado la influencia de la 

edad en los niveles de la proteína 167-170, el análisis se ajustó por esta variable con el 

objetivo de controlar su efecto. Los pacientes con formas progresivas de la 

enfermedad, es decir, los pacientes con EMSP y EMPP, fueron aquéllos en los que se 

encontraron los niveles más elevados de CHI3L1 en el plasma comparado con los 

pacientes con EMRR y con los controles sanos, mientras que no se observaron 

diferencias en los niveles de la proteína entre estos dos últimos grupos. Teniendo en 

cuenta que la CHI3L1 está aumentada en patologías caracterizadas por inflamación 

crónica 222-231 el hallazgo de niveles elevados de CHI3L1 en los pacientes con formas 

progresivas y menos inflamatorias de la enfermedad fue de alguna forma 

sorprendente. Además, en un estudio reciente de Correale y Fiol 243 los niveles de 

CHI3L1 medidos en muestras de LCR se encontraron incrementados en los pacientes 

con EMRR respecto a los pacientes con EMSP, aunque estas diferencias entre grupos 

se perdían cuando la proteína se determinaba en muestras de suero. En este estudio 

de Correale y Fiol, la falta de inclusión de pacientes con EMPP no nos permitió una 

comparación directa de los niveles de CHI3L1 en LCR y suero entre los pacientes con 

EMPP y las otras formas clínicas de la enfermedad. Mientras que las discrepancias 

observadas entre los estudios pueden estar reflejando las diferentes muestras 

biológicas usadas para determinar los niveles de proteína, el hallazgo de niveles 
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elevados de CHI3L1 en el plasma de pacientes con formas progresivas de la 

enfermedad se ven reforzados por la asociación alélica observada entre el SNP 

rs4950928 y los pacientes con EMPP. 

En nuestro estudio, la asociación genética estaba potenciada por el alelo mayor C. 

Dado que la EMSP es la evolución natural de la EMRR, las asociaciones genéticas 

potenciales restringidas a la forma clínica EMSP no se pudieron evaluar, y por lo tanto, 

las formas EMRR y EMSP se agruparon para análisis de asociación como EM de inicio 

en brotes. A pesar de la inclusión de los pacientes con EMSP dentro del grupo de 

pacientes con EM de inicio en brotes, las asociaciones alélicas resultaron 

estadísticamente significativas cuando los pacientes EMPP se compararon con los 

controles sanos y también con los pacientes con EM de inicio en brotes. Estos hallazgos 

genéticos están en concordancia con los resultados de la determinación de los niveles 

plasmáticos de la CHI3L1, mostrando niveles plasmáticos más elevados en los 

pacientes con EMPP comparado con los pacientes con EMRR y los controles sanos. El 

SNP rs4950928 es un polimorfismo funcional localizado en la región promotora del gen 

de la CHI3L1, y se había correlacionado previamente con los niveles séricos de la 

proteína 171, 254, 255. Esta asociación entre el genotipo y el fenotipo también se observó 

en nuestro estudio, y la presencia del alelo C estaba claramente asociada con niveles 

más altos de la proteína en el plasma. Como ya se había reportado anteriormente para 

otras enfermedades 172 las diferencias relacionadas con el genotipo mencionadas 

anteriormente no se restringieron a la condición patológica y se observaron en los 

pacientes con EM independientemente de la forma clínica y en el grupo de controles 

sanos. 

Los resultados de niveles de CHI3L1 plasmáticos similares entre pacientes con EM en el 

momento del brote o durante el período de remisión clínica no sugieren un papel de la 

CHI3L1 en la actividad aguda de la enfermedad. Mientras que en el estudio de 

proteómica habíamos observado que los niveles de CHI3L1 en el LCR determinados en 

el momento del primer brote eran más elevados en los pacientes que convertían a EM 

comparado con los que no convertían, las determinaciones de la proteína en el suero 

de los mismos pacientes no mostraron estas diferencias. De forma similar y como ya se 

ha comentado antes, en el estudio de Correale y Fiol 243  las diferencias observadas 

entre los pacientes EMRR y EMSP en los niveles de CHI3L1 estaban restringidas al LCR 

y no se detectaron en el suero. 

Todos estos resultados sugieren que las variaciones en los niveles de CHI3L1 debidas a 

la inflamación podrían detectarse mejor en el LCR que en muestras de suero o plasma.
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Finalmente, nos propusimos investigar si los niveles de CHI3L1 en el plasma podían ser 

modulados por el tratamiento con IFN-β, ya que se ha observado recientemente que 

otros tratamientos, como el natalizumab 208, 256 o la mitoxantrona 208 disminuyen los 

niveles de la proteína en el LCR, aunque este efecto no se observó en el suero de los 

mismos pacientes 208. Para determinar el efecto del tratamiento con IFN-β, se midieron 

los niveles de CHI3L1 en muestras de plasma de un subgrupo de pacientes antes y 

después de recibir tratamiento con IFN-β. Aunque las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas, el tratamiento con IFN-β tendía a disminuir los niveles 

de la proteína después de un tiempo medio de tratamiento de 8 meses, hallazgo que 

sugiere que los efectos beneficiosos del INF-β en la EM podrían estar mediados a 

través de cambios en los niveles plasmáticos de CHI3L1. En este contexto, sería 

interesante explorar si los niveles de CHI3L1 en el LCR también son modulados por el 

tratamiento con IFN-β. 

En resumen, estos resultados apuntan hacia un papel de la CHI3L1 plasmática en el 

curso clínico de la EM pero no en la actividad aguda de la enfermedad. En este 

aspecto, mientras que el LCR parece ser más adecuado para capturar cambios en los 

niveles de CHI3L1 debidos a la inflamación, los niveles plasmáticos nos permiten 

discriminar mejor entre pacientes con formas progresivas de la enfermedad y pacientes 

con EMRR y controles sanos. La asociación observada entre el polimorfismo funcional 

del gen de la CHI3L1 y el grupo de pacientes con EMPP está en línea con los niveles 

plasmáticos más elevados observados en este grupo de pacientes, y apunta hacia un 

papel de la CHI3L1 en este grupo particular de pacientes. De todos modos, aunque se 

observaron niveles elevados de CHI3L1 en los pacientes con formas progresivas de la 

enfermedad, los niveles de la proteína no se correlacionaron con variables clínicas 

como el EDSS o parámetros radiológicos como la fracción del parénquima cerebral. 

Relacionado con este último punto, el hecho de que la información neuro-radiológica 

únicamente estaba disponible para el grupo de pacientes con EMPP es una limitación 

importante del trabajo. Aunque son necesarios más estudios, estos hallazgos sugieren 

que los niveles plasmáticos de CHI3L1 podrían ser usados como biomarcador de las 

formas progresivas de EM. 

Finalmente, quisimos explorar el papel de la CHI3L1 en la EM a través de la EAE, que 

es un modelo animal ampliamente utilizado para estudiar la enfermedad, en ratones 

KO y WT para Brp-39 (el análogo murino de la CHI3L1). En estudios previos, ratones 

KO para Brp-39 habían mostrado una respuesta inflamatoria diferencial de los ratones 

WT. En un modelo de asma inducido por ovoalbúmina (OVA), la Brp-39 se inducía en 
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las células epiteliales de los pulmones, y los ratones KO para la proteína mostraban 

una respuesta inflamatoria menor a la inmunización por OVA que los ratones WT 166. 

Por otro lado, en un modelo de lesión pulmonar aguda inducida por hiperoxia la 

expresión de Brp-39 en el pulmón resultó inhibida. En este estudio, los ratones KO 

para Brp-39 mostraron una mayor inflamación, oxidación y permeabilidad que los 

ratones WT 257. En nuestro estudio observamos que la inmunización con MOG35-55 

indujo la expresión de Brp-39 en el SNC de los animales WT durante la fase aguda y 

de inflamación de la EAE, y que esta expresión disminuyó durante la fase crónica de la 

enfermedad hasta alcanzar los niveles de expresión de los ratones control inmunizados 

con suero fisiológico. Si bien hemos observado que en la EAE se induce la expresión de 

Brp-39, no se encontraron diferencias en el curso clínico entre los ratones KO y WT 

para la proteína. Sin embargo, existe un estudio reciente en el que se indujo EAE en 

ratones KO y WT para Brp-39 y se observó que los ratones KO para la Brp-39 

presentaron un curso clínico más agresivo que los ratones WT 258. Estos resultados no 

validan los hallazgos encontrados en el estudio inicial con muestras humanas, ya que 

la depleción de la Brp-39 no parece tener ningún efecto en el curso clínico de la EAE ni 

en la respuesta inmune de los ratones KO para la proteína frente a estímulos 

específicos como la MOG ni frente a estímulos generales (PHA y LPS). De todos modos, 

sí que se ha observado un aumento en la expresión génica de la Brp-39 en la fase 

aguda de la EAE, que estaría en línea con los resultados observados en el estudio 

inicial, lo cual parece indicar que la CHI3L1 (o Brp-39) es un marcador de activación, 

más que una molécula que esté jugando un papel en el desarrollo de la enfermedad. 

De forma global, los resultados obtenidos apuntan hacia un papel de la CHI3L1 como 

biomarcador pronóstico en la EM. Los niveles elevados de la proteína en LCR podrían 

ayudar a identificar aquellos pacientes con CIS que tendrán un peor pronóstico de la 

enfermedad en términos de una conversión más temprana a EM y un desarrollo más 

rápido de discapacidad. Estos pacientes podrían beneficiarse de un tratamiento más 

temprano y agresivo de su enfermedad. Por otro lado, la determinación de CHI3L1 en 

plasma podría ayudar a identificar pacientes con formas progresivas de la enfermedad. 

Con los resultados obtenidos en el modelo animal, no se puede confirmar un papel de 

la CHI3L1 en la patogenia de la enfermedad, aunque es importante mencionar que la 

no presencia de esta proteína en los ratones KO podría ser perfectamente reemplazada 

por otras proteínas de la misma familia con funciones similares. Sin embargo, la 

CHI3L1 sí parece jugar un papel importante como biomarcador pronóstico en los 



DISCUSIÓN 

 

 

152 

pacientes con CIS, reflejando sus niveles en LCR el grado de inflamación que está 

teniendo lugar en el SNC y, más importante, el grado de activación astrocitaria, factor 

que posiblemente condiciona de una manera más directa el mal pronóstico de estos 

pacientes con niveles altos de la proteína. 
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Con los resultados obtenidos podemos concluir que: 

 

1. El abordaje de proteómica mediante iTRAQ acoplado a espectrometría de 

masas en muestras de LCR de pacientes con CIS ha permitido la 

identificación de proteínas asociadas con la conversión a EMCD.  

2. La CHI3L1, sema7A y CNDP1 se han validado como biomarcadores 

asociados con la conversión a EMCD mediante técnicas analíticas 

alternativas en cohortes independientes de pacientes con CIS. 

3. Los niveles de CHI3L1 en LCR tienen además claras implicaciones 

pronósticas en los pacientes con CIS, y niveles altos se asocian con un 

tiempo más corto de conversión a EM definida tanto por criterios clínicos 

como radiológicos, y con una progresión más rápida de la discapacidad 

neurológica.  

4. Un cut-off de 170 ng/ml en los niveles de CHI3L1 en LCR podría utilizarse 

en la práctica clínica para identificar los pacientes con CIS que presentarán 

un mayor riesgo de desarrollo de discapacidad, quienes podrían beneficiarse 

de un tratamiento más temprano de su enfermedad. 

5. A diferencia del LCR, los niveles de CHI3L1 en plasma no parecen reflejar el 

grado de inflamación que tiene lugar en le SNC de los pacientes con EM, y 

se asocian más con las formas progresivas de la enfermedad. 

6. Estudios en el modelo animal de EM no sugieren un papel inmunoregulador 

de la CHI3L1, en cuanto a que la eliminación del gen Brp-39 en ratones no 

se asoció con cambios en el curso clínico de la EAE, cambios 

histopatológicos, o alteraciones en las respuestas inmunitarias. 

7. Los niveles de CHI3L1 en el LCR de los pacientes con EM tienen un origen 

mayoritariamente local en el SNC, y reflejan el grado de activación de los 

astrocitos como consecuencia de la inflamación. Dicha activación 

astrocitaria es posiblemente la relacionada con un peor pronóstico de los 

pacientes con CIS que tienen niveles altos de CHI3L1 en LCR. 
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Con los resultados obtenidos en este trabajo se han redactado cinco artículos, tres de 

los cuales están ya publicados en revistas internacionales, uno se encuentra en revisión 

en revistas científicas, y otro está en fase de redacción.  

Los artículos correspondientes son: 

 

- Comabella M, Fernández M, Martin R, Rivera-Vallvé S, Borrás E, Chiva C, Julià E, 

Rovira A, Cantó E, Alvarez-Cermeño JC, Villar LM, Tintoré M, Montalban X. 

Cerebrospinal fluid chitinase 3-like 1 levels are associated with conversion 

to multiple sclerosis. Brain. 2010; 133 (Pt 4):1082-93. 

 

-  Cantó E, Reverter F, Morcillo-Suárez C, Matesanz F, Fernández O, Izquierdo G, 

Vandenbroeck K, Rodríguez-Antigüedad A, Urcelay E, Arroyo R, Otaegui D, Olascoaga 

J, Saiz A, Navarro A, Sanchez A, Domínguez C, Caminero A, Horga A, Tintoré M, 

Montalban X, Comabella M. Chitinase 3-like 1 plasma levels are increased in 

patients with progressive forms of multiple sclerosis. Mult Scler. 2012; 

18(7)983-90. 

 

- Cantó E, Tintoré M, Villar LM, Borrás E, Álvarez-Cermeño JC, Chiva C, Sabidó E, 

Rovira A, Montalban X, Comabella M. Validation of semaphorin 7A and and ala-

beta-his-dipeptidase as biomarkers associated with the conversion from 

clinically isolated syndrome to multiple sclerosis. Journal of Neuroinflammation 

(en prensa) 

 

- Cantó E, Tintoré M, Villar LM, Costa C, Nurtdinov R, Álvarez-Cermeño JC, Arrambide 

G, Reverter F, Deisenhammer F, Hegen H, Khademi M, Olsson T, Tumani H, Rodríguez-

Martín L,  Piehl F, Bartos A, Zimova D, Kotoucova J, Kuhle J, Kappos L, García-Merino 

JA, Sánchez AJ, Saiz A, Blanco Y, Hintzen R, Jafari N, Brassat D, Lauda F, Roesler R, 

Rejdak K, Papuc E, de Andrés C,  Rauch S, Khalil M, Enzinger C, Galimberti D, Scarpini 

E, Teunissen C, Sánchez A, Rovira A,  Montalban X, Comabella M. Chitinase 3-like 1:  

prognostic biomarker in clinically isolated syndromes. En revisión 

 

- Cantó E et al. Breast regression protein 39 (Brp-39) is not required for 

experimental autoimmune encephalitis induction. Manuscrito en preparación. 
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Figura 34. Dot plots representativos de la estrategia de gating usada para la determinación 
de la expresión de CHI3L1 en las células del LCR. (A) Región inicial alrededor de las células que 
tienen una expresión media-alta de CD45 con un side scatter de bajo a medio (P1). (B) Se realizó una 
segunda gate en el dot plot de side scatter para excluir restos celulares y las células apoptóticas (P2). 
Únicamente las células incluidas en P1 y P2 se consideraron para el análisis. (C) Gating de las células 
CD14high,  CD14low y CD3+ en un caso representativo de un paciente con EM. La tinción de CHI3L1 (D) y 
del isotipo correspondiente (E) en los tres subtipos celulares muestra que la expresión de CHI3L1 está 
restringida a los monocitos CD14low. 
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Extracción de ADN 

Protocolo: 

Día 1: 

1- Centrifugar los tubos de sangre con EDTA a 2000 rpm durante 10 minutos a T 

ambiente (18-20ºC). 

2- Tras la centrifugación descartamos el plasma de los tubos y recogemos la parte 

superior del sedimento donde están las células blancas y los eritrocitos y lo 

ponemos en un tubo tipo Falcon. 

3- Añadir los mililitros necesarios de RBC lisis buffer hasta 50 ml. 

4- Poner los tubos a agitar en el mobil-tube  durante 20 minutos. 

5- Centrifugar 20 minutos a 3250 rpm a Temp. Ambiente. 

6- Decantar el sobrenadante y volver a añadir RBC lisis buffer. 

7- Agitar en el mobil-tube durante 5 minutos.  

8- Centrifugar 20 minutos a 3250 rpm a temperatura ambiente.  

9- Extraer el sobrenadante y añadir 9 ml del Nuclei lisis y1 ml de proteinasa K. 

10-  Incubar los tubos 3 horas a 50 ºC o toda la noche a 37ºC .  

Día 2:  

11- Poner 3,5 ml de acetato de amonio 7,5 M en cada muestra y dejar 15 minutos 

a 4ºC para que precipite. 

12- Centrifugar 20 minutos a 3250 rpm a Temp. ambiente. 

13- Recoger la fase superior y a ésta se la añaden 25 ml de etanol y se vortea. 

14- Centrifugar 10 minutos a 3250 rpm.  

15- Decantar el sobrenadante y añadir 10 ml de etanol. Agitar en el mobil-tube 

durante 10 minutos. 

16- Centrifugar 10 minutos a 3250 rpm. 

17- Decantar el etanol y secar el tubo Falcon para eliminar el etanol restante. 

18- Añadir 3 ml de tampón TE (Tris EDTA) e incubar en el baño durante 3 horas a 

50ºC o overnight a 37ºC hasta la completa disolución del ADN. 

Reactivos: 

- NH4Cl (Sigma, A-9434) 

- NaHCO3 (Sigma, S-5761) 

- Na2-EDTA (Sigma, S-5134) 
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- NaCl (Prolabo, 27800.360) 

- Tris-HCl (Sigma, T-3253) 

- SDS (Sigma, L-3771) 

NH4Cl 2M  

 NH4Cl ..........................................106,98 g 

 Agua destilada..............................1000 ml 

 NaHCO3 25 mM 

 NaHCO3 .......................................1,05 g 

 Agua destilada...............................500 ml 

Na2EDTA 25 mM a pH=8 

 Na2EDTA.......................................9,3 g 

 Agua destilada...............................1000 ml 

NaCl 3M 

 NaCl.............................................87,66 g 

 Agua destilada...............................500 ml 

Tris 0,5M pH=8,2 

 Tris HCl.........................................39,4 g 

 Agua destilada...............................500 ml 

Ajustar el pH con HCl. 

SDS al 20% 

 SDS............................................. 10 g 

 Agua destilada...............................50 ml 

RBC lysis buffer: (1L) 

  NH4Cl 2M.....................................72 ml 

  NaHCO3 25 mM.............................40 ml 

  Na2EDTA 25 mM pH =8,2...............80 ml 

  Agua destilada..............................808 ml 
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Nucley lysis buffer: (500 ml) 

 NaCl 3 M.......................................67 ml 

 Tris-HCl 500 mM ph=8.2.................10 ml 

 Na2EDTA 25 mM ph=8.2.................40 ml 

 SDS al 20%...................................5 ml 

 Agua destilada...............................378 ml 

Proteinasa K 

- Reconstituirla a una concentración de 10mg/ml y alicuotarla. Conservarla a       

–20ºC hasta su uso. 

Solución de Acetato de amonio: 

 Acetato de amonio.......................578,1 g 

 Agua destilada............................1000 ml 

Extracción de ARN de tejido 

Protocolo: 

Extracción de ARN a partir de tejido congelado (-80ºC) 

1. Poner el tejido sobre una placa de Petri y descongelar lo suficiente para poder 

cortar el tejido en fragmentos más pequeños con un bisturí. 

2. Añadir el volumen de TRI reagent necesario (± 1ml de TRI reagent por 150 mg 

de tejido) y homogenar el tejido con la parte trasera de una jeringa.  

3. Traspasar el homogenado a un eppendorf RNAse free y centrifugar a 16.000 g 

5 minutos a 4ºC. 

4. Recoger el sobrenadante y pasarlo a un nuevo eppendorf. Añadir 200 µl de 

cloroformo por cada ml de TRI reagent usado y vortear durante 15 segundos. 

5. Dejar durante 3 minutos a temperatura ambiente y a continuación centrifugar a 

12.000 g durante 15 minutos a 4ºC. 

6. Recoger la fase superior (transparente) que es la que contiene el RNA y pasarla 

a un nuevo eppendorf. 

7. Añadir 500 µl de 2-propanol por cada ml de TRI reagent usado y vortear. 

8. Dejar 7 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a 12.000 g durante 10 

minutos a 4ºC. 
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9. Eliminar el sobrenadante por decantación y añadir 1 ml de etanol al 70% 

(preparado con agua RNAse free) y vortear. 

10. Centrifugar a 12.000 g durante 5 minutos a 4ºC. 

11. Eliminar el sobrenadante y dejar secar el pellet. Una vez seco resuspender con 

10-15 µl de agua RNAse free e incubar en el baño a 55ºC durante 5 minutos. 

  

Reactivos: 

TRI reagent (Sigma, 93289) 

Cloroformo (Sigma, C2432) 

2-propanol (Sigma, I9516) 

Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211) 

Agua RNAse free 

 

Paraformaldehído 4% 

Solución de paraformaldehído madre 

Paraformaldehído………………….40 g 

H2O destilada……………………….500 ml 

Calentar la mezcla anterior hasta 60ºC en agitación. Añadir hidróxido de sodio 8 M  

(Fluke, 3255) hasta la completa disolución del paraformaldehído. 

PBS 2x 

PBS 10x..............................100 ml 

H2O destilada......................400 ml 

PBS 10x 

KH2PO4...............................2,722 g 

Na2HPO.............................11,312 g 

NaCl..................................90 g 

H2O destilada.....................1 L 

 

Mezclar 500 ml de la solución madre de paraformaldehído con 500 ml de PBS 2x y 

ajustar el pH a 7,2 – 7,4. 
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Tinción de Hematoxilina-Eosina  

Protocolo: 

1- Desparafinar/hidratar: 

 Xilol I 5 min 

 Xilol II 5 min 

 Etanol 100º 5 min 

 Etanol 96º 5 min 

 Etanol 70º 5 min 

 Etanol 50º 5 min 

 Agua destilada 5 min 

2- Hematoxilina de Mayer 10 minutos 

3- Lavado con agua destilada 1 minuto 

4- Diferenciar con etanol 70º + HCl 0,05% 10 segundos 

5- Lavado con agua destilada 30 segundos 

6- Solución de trabajo de Eosina 30 segundos 

7- Lavado con agua destilada 1minuto 

8- Deshidratar: 

 Etanol 96º 1 min 

 Etanol 96º 5 min 

 Etanol 100 5 min 

 Etanol 100 5 min 

 Xilol I 10 min 

 Xilol II 10 min 

 

Reactivos: 

- Xilol (Prolabo, 28973.328) 

- Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211) 

- Hematoxilina de Mayer (Merck 1.09249.2500) 

- Floxina B (Merck, 15926) 

- Eosina Y (yellowish) (Merck, 1015935.0100) 

- Ácido acético glacial 100% (Merck, 1.00066.0250) 

- DPX (Panreac, 255254.1610) 
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Soluciones para la eosina: 

Solución madre de eosina: 

 Eosina..........................................5 g 

 Agua destilada..............................250 ml 

Solución madre de floxina: 

 Floxina........................................5 g 

 Agua destilada.............................250 ml 

Solución de trabajo  (500ml): 

 Solución madre de eosina.............56 ml 

 Solución madre de floxina.............6 ml 

 Etanol 96º..................................436 ml 

 Ácido acético glacial.....................2,5 ml 

  

Luxol fast blue – Klüver Barrera 

Protocolo: 

1- Desparafinar/hidratar: 

 Xilol I 5 min 

 Xilol II 5 min 

 Etanol 100º 5 min 

 Etanol 95º 5 min 

2- Solución de Luxol Fast Blue overnight a 60º 

3- Lavado con alcohol de 80º hasta la pérdida del exceso de color 

4- Lavado con agua destilada 

5- Diferenciar con carbonato de litio, hasta que se diferencien bien la sustancia gris y 

la blanca 

6- Diferenciar en alcohol de 60º 

7- Lavado con agua destilada 

8- Solución de violeta de cresilo a 37º durante 20 minutos 

9- Diferenciar con dos cambios de alcohol de 95º 
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10- Deshidratar: 

 Etanol 96º 1 min 

 Etanol 96º 5 min 

 Etanol 100 5 min 

 Etanol 100 5 min 

 Xilol I 10 min 

 Xilol II 10 min 

11- Montar con D.P.X. 

Reactivos: 

- Xilol (Prolabo, 28973.328) 

- Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211) 

- Solvent Blue 38 (Sigma, S-3382) 

- Ácido acético glacial 100% (Merck, 1.00066.0250) 

- Violeta de cresilo (Sigma, C-5042)  

- Carbonato de litio (Sigma, L-4283) 

- DPX (Panreac, 255254.1610) 

 

Soluciones 

 

Luxol fast blue: 

 Luxol Fast Blue………………………………0,1 g 

 Etanol 95º ……………………………………100 ml 

 Ácido Acético glacial 10% ………………0,5 ml 

a) Violeta de cresilo al 0,1% 

 Violeta de cresilo …………………………0,1 g 

 Agua destilada ……………………………100 ml 

 Ácido acético glacial al 10%: añadir 15 gotas antes de su utilización (una 

 vez ya calentado). 

Carbonato de litio 0,05% : 

 Carbonato de litio …………………………0,05 g 

 Agua destilada………………………………100 ml 
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Tinciones dobles por inmunohistoquímica 

Protocolo: 

1- Desparafinar/hidratar: 

 Xilol I 5 min 

 Xilol II 5 min 

 Etanol 100º 5 min 

 Etanol 100º 5 min 

 Etanol 95º 5 min 

 Etanol 95º 5 min 

 PBS 5 min 

2- Lavar con PBS 5 minutos (2x) 

3- Desenmascaramiento de antígeno con tampón TE pH=9, en 3 series de 3 minutos 

en el microondas a máxima potencia 

4- Dejar enfriar durante 1h 30 minutos 

5- Lavar con PBS 5 minutos (3x) 

6- Bloquear con dual endogenous enzyme block* durante 5 minutos 

7- Lavado con PBS 5 minutos 

8- Incubación del anticuerpo primario (YKL-40) durante 10 minutos 

9- Lavado con PBS 5 minutos 

10- Incubación con Polymer HPR* durante 10 minutos 

11- Lavado con PBS 5 minutos (2x) 

12- Revelado con DAB working solution* durante 3 minutos 

13- Lavado con agua destilada 1 minuto 

14- Lavado con PBS 5 minutos 

15- Incubación con Double Staining Block* durante 3 minutos 

16- Lavado con PBS 5 minutos. 

17- Incubación con el segundo anticuerpo (GFAP, CD68 o CD3) en solución de bloqueo 

durante 10 minutos. 

18- Lavado con PBS 5 minutos. 

19- Incubación con Rabbit/Mouse LINK* durante 10 minutos 

20- Lavado con PBS 5 minutos (2x) 

21- Incubación con Polymer/AP* durante 10 minutos 

22- Lavado con PBS 5 minutos (2x) 
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23- Revelar con Permanent Red Working solution* durante el tiempo necesarioa 

24- Lavado con agua destilada 1 minutos 

25- Lavado con agua destilada 5 minutos 

26- Tinción con Dako REAL Hematoxilina durante 30 segundos 

27- Lavado con agua destilada hasta la eliminación del exceso de hematoxilina 

28- Montar los portas con Dako glycerol mounting medium y conservar a 4ºC 

 

* Todos los productos están subministrados dentro del kit comercial EnVision™G|2 

Doublestain System, Rabbit/Mouse (DAB+/Permanent Red; K5361, Dako) 

a GFAP t= 1 minuto y 30 segundos; CD68 t= 5 minutos; CD3 t=3 minutos 

 

Reactivos: 

- Xilol (Prolabo, 28973.328) 

- Etanol absoluto (Panreac, 121086.1211) 

- Trizma Base (Sigma, T8524) 

- Ácido Etilendiaminotetraacético (EDTA) (Merck,  1.08418.0100) 

- Albúmina sérica bovina (BSA) (Merck,  1.08418.0100) 

- Tween 20 (Sigma, P-1379) 

- Fosfato potásico (H2KPO4) (Sigma, P-5655) 

- Fosfato sódico dibásico (Na2HPO4) (Sigma, S-S5136) 

- Cloruro sódico (NaCl) (Prolabo, 27800.360) 

- Dako REAL Haematoxylin (Dako, S2020) 

- Glycerol Mounting medium (Dako, C0563) 

 

Tabla de anticuerpos: 

 

Marcador Casa comercial Referencia Dilución 

CHI3L1 Quidel Corporation, San Diego 4815 1:100 

GFAP Dako, Dinamarca Z0334 1:900 

CD68 Dako, Dinamarca M0876 1:400 

CD3 Dako, Dinamarca A0452 1:100 
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PBS 10X 

 Fosfato potásico…………………………2,722 g 

 Fosfato sódico dibásico………………11,312 g 

 NaCl…………………………………………..90 g 

 Agua destilada…………………………….1 L 

 

Tampón TE pH=9 

 Trizma base………………………………0,6057 g 

 EDTA…………………………………………0,186 g 

 Agua destilada……………………………500 ml 

 

Solución de bloqueo 

 BSA………………………………………….0,2% 

 Tween 20…………………………………0,05% 

 PBS………………………………………volumen necesario 
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In most patients with multiple sclerosis, the disease initiates with a first attack or clinically isolated syndrome. At this phase,

magnetic resonance imaging is an important predictor of conversion to multiple sclerosis. With the exception of oligoclonal

bands, the role of other biomarkers in patients with clinically isolated syndrome is controversial. In the present study, we

aimed to identify proteins associated with conversion to multiple sclerosis in patients with clinically isolated syndrome. We

applied a mass spectrometry-based proteomic approach (isobaric labelling) to previously collected pooled cerebrospinal fluid

samples from patients with clinically isolated syndrome, who subsequently converted to clinically definite multiple sclerosis

(n = 30) and patients who remained as having clinically isolated syndrome (n = 30). Next, three of the most represented

differentially expressed proteins, i.e. ceruloplasmin, vitamin D-binding protein and chitinase 3-like 1 were selected for

validation in individual cerebrospinal fluid samples by enzyme-linked immunosorbent assay. Only chitinase 3-like 1 was

validated and cerebrospinal fluid levels were increased in patients who converted to clinically definite multiple sclerosis

compared with patients who continued as clinically isolated syndrome (P = 0.00002) and controls (P = 0.012). High cerebrosp-

inal fluid levels of chitinase 3-like 1 significantly correlated with the number of gadolinium enhancing lesions and the

number of T2 lesions observed in brain magnetic resonance imaging scans performed at baseline, and were associated

with disability progression during follow-up and shorter time to clinically definite multiple sclerosis (log-rank

P-value = 0.003). Cerebrospinal fluid chitinase 3-like 1 levels were also measured in a second validation clinically isolated

syndrome cohort and found to be increased in patients who converted to multiple sclerosis compared with patients who

remained as having clinically isolated syndrome (P = 0.018). Our results indicate that patients who will convert to clinically
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definite multiple sclerosis could be distinguished from those patients who will remain as clinically isolated syndrome by

proteomic analysis of cerebrospinal fluid samples. Although protein levels are also increased in other disorders characterized

by chronic inflammation, chitinase 3-like 1 may serve as a prognostic biomarker for conversion to multiple sclerosis and

development of disability which may help to improve the understanding of the aetiopathogenesis in the early stages of

multiple sclerosis.

Keywords: clinically isolated syndrome; multiple sclerosis; proteomics; chitinase 3-like 1; cerebrospinal fluid

Abbreviations: CHI3L1 = chitinase 3-like 1; CIS = clinically isolated syndrome; ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay;
iTRAQ = isobaric tag for relative and absolute quantitation

Introduction
In most patients who later develop multiple sclerosis, the disease

usually initiates with an acute or subacute episode of neurological

disturbance known as a clinically isolated syndrome (CIS). At this

stage, MRI is an important tool, both to predict conversion to

clinically definite multiple sclerosis and development of disability

(Brex et al., 2002; Tintoré et al., 2006; Fisniku et al., 2008). In

addition, the presence of oligoclonal bands was found to be a risk

factor for conversion to multiple sclerosis independently of base-

line MRI findings (Tintoré et al., 2008). With the exception of

oligoclonal bands, the role of other biomarkers in CIS patients is

controversial (Berger et al., 2003; Kuhle et al., 2007; Pelayo et al.,

2007). Biomarker discovery in CIS patients at the time of disease

onset may be useful (i) to differentiate CIS patients who will con-

vert to multiple sclerosis from patients in whom CIS is due to a

separate disorder; (ii) to develop prognostic factors for disease

progression and development of disability; and (iii) to understand

the pathogenesis underlying the early stages of the disease better.

Proteomics is well suited for biomarker discovery, and mass

spectrometry-based approaches have been widely applied for pro-

tein identification. Proteomic studies in patients with multiple scle-

rosis are rapidly emerging and have helped to identify proteins

that may be potential disease-specific markers (Hammack et al.,

2003; Dumont et al., 2004; Noben et al., 2005; Irani et al., 2006;

Lehmensiek et al., 2007; Chiasserini et al., 2008; D’Aguanno

et al., 2008; Stoop et al., 2008; Qin et al., 2009; Tumani et al.,

2009). These studies have analysed the proteome profile present

in CSF samples from patients with multiple sclerosis as well as

other inflammatory and non-inflammatory neurological disorders.

Its proximity to inflammatory lesions in the CNS makes CSF ideal

for the identification of biomarkers related to the underlying

disease.

In a first phase of the study, we applied a mass spectrometry-

based approach to identify proteins associated with conversion to

clinically definite multiple sclerosis in pooled CSF samples from

patients with CIS who converted to clinically definite multiple scle-

rosis and patients who remained as CIS during the follow-up

period. In a second phase of the study, selected proteins

were validated by an independent technique in individual CSF

samples. Our data show that the CSF proteome profile is different

between CIS patients who will convert to multiple sclerosis and

CIS patients who will not convert, and propose a candidate marker

associated with conversion to clinically definite multiple sclerosis

in CIS patients.

Materials and methods

Patients

Screening phase

For the screening phase, 60 patients with CIS recruited at the Centre

d’Esclerosi Múltiple de Catalunya from 1995 onwards were selected

based on the following criteria: Group 1—no conversion to clinically

definite multiple sclerosis, IgG oligoclonal band negative and normal

brain MRI after 5 years of follow-up (n = 30); and Group 2—conver-

sion to clinically definite multiple sclerosis, presence of oligoclonal

bands and 3 or 4 Barkhof criteria at baseline brain MRI (n = 30). The

study was approved by the Ethics Committee of Vall d’Hebron

University Hospital. Clinical and MRI assessments have been previously

described elsewhere (Tintoré et al., 2006). Briefly, brain MRI scans

were performed at baseline and after 1 and 5 years of follow-up on

a 1.0 or 1.5 T magnet with a standard head coil. MRI included the

following sequences: transverse proton-density and T2-weighted con-

ventional spin echo, and contrast-enhanced T1-weighted spin-echo.

The number of Barkhof criteria (Barkhof et al., 1997; Tintoré et al.,

2008), number of T2 lesions, number of gadolinium enhancing lesions

and number of new T2 lesions were scored. Disability was evaluated

according to the Expanded Disability Status Scale score in each visit

and only Expanded Disability Status Scale performed during stability

periods were considered. Clinically definite multiple sclerosis was diag-

nosed when there was a second attack with a new neurological abnor-

mality that was confirmed by examination (Poser et al., 1983). Time of

follow-up was computed as the difference between the date of the

last visit and the date of the CIS event. A summary of demographic

and clinical characteristics of patients with CIS included in the screen-

ing phase is depicted in Table 1.

First validation phase

Totally 84 patients with CIS recruited at the Centre d’Esclerosi Múltiple

de Catalunya were selected for a first validation phase. Forty-eight

patients fulfilled Group 2 criteria, and 20 patients strictly satisfied

Group 1 criteria. An additional group of 16 patients with less stringent

Group 1 criteria, namely no conversion to clinically definite multiple

sclerosis, negative oligoclonal bands and normal brain MRI after 1 year

follow-up was also included. Clinical and MRI assessments in these

84 patients were comparable to those described in the screening

phase. Additionally, a control group of 20 individuals with other
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neurological disorders was included in the study. Demographic and

clinical characteristics of CIS patients and controls are shown in

Table 2. Eighteen patients (50.0%) from Group 1 and 25 patients

(52.1%) from Group 2 were also included in the screening phase of

the study (Table 2).

Second validation phase

A second independent cohort comprised of 52 new CIS patients

recruited at the Hospital Ramón y Cajal (Madrid, Spain) was used

for validation of candidate proteins. Group 1 included 26 CIS patients

who remained as CIS during the follow-up, with negative oligoclonal

bands and 0 (11 patients; 42.3%), 1 (11 patients; 42.3%), or 2

(four patients; 15.4%) Barkhof criteria at baseline brain MRI.

Group 2 included 26 CIS patients who converted to multiple sclerosis

(by the Poser criteria in 24 patients and McDonald criteria in two

patients; McDonald et al., 2001), with positive oligoclonal bands

and 3 or 4 Barkhof criteria at baseline brain MRI. The median

time (interquartile range) between the CIS event and CSF extraction

was 36.5 days (9.5–111.3 days) in patients from Group 1 and

26.0 days (10.0–78.8 days) in patients from Group 2. Sixteen

individuals with inflammatory neurological disorders were used as

controls. Table 2 describes demographic and clinical character-

istics of CIS patients and controls included in the second validation

cohort.

CSF sampling and pooling strategy
CSF samples were collected at baseline by lumbar puncture and cen-

trifuged for 5 min at 1500 rpm to remove cells. Samples were subse-

quently used for routine CSF diagnostics that included biochemistry

and determination of IgG oligoclonal bands by agarose isoelectric

focusing combined with immunoblotting and immunoperoxidase stain-

ing. The remaining volume of the samples was aliquoted and con-

served at –80�C until used. CSF characteristics of patients included

in Groups 1 and 2 are shown in Table 1.

A CSF pooling strategy was designed in the screening phase to

identify proteins differentially expressed between patients belonging

to Groups 1 and 2. Twelve CSF pools were created, six per group,

each pool containing CSF from five different patients, and each patient

contributing with 300ml to a final volume of 1.5 ml. Pools between

groups were sex- and age-matched, and patients between pools were

different. An illustration of the pooling design is depicted in

Supplementary Fig. S1.

Proteomic analysis
Supplementary Fig. S2 exemplifies the workflow followed for proteo-

mic analysis, which comprised the following steps.

Sample depletion and preparation

After thawing, CSF samples were first concentrated and then albumin

and IgG depleted with the ProteoPrep Immunoaffinity Albumin and

IgG Depletion Kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) following

the manufacturer’s recommendations. Subsequently, samples were

precipitated by adding four volumes of ice-cold acetone overnight,

centrifuged and the protein pellet diluted in water. Finally, protein

concentration was determined using the Bradford’s protein quantifica-

tion method (Bio-Rad Protein Assay, Bio-Rad Laboratories GmbH,

Munich, Germany).

Isobaric tag for relative and absolute quantitation
labelling

CSF pools were analysed by isobaric tag for relative and absolute

quantitation (iTRAQ) as follows. Three independent 4-plex experi-

ments were performed, and each experiment contained two pools

from each group. Fifty micrograms of protein were transferred to a

sample tube and dried in a speedvac. After re-dissolving samples in the

Sample Buffer-Plasma following the manufacturer’s recommendations

(iTRAQTM Reagents Application Kit-Plasma Protocol, Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA), samples were reduced, alkylated

and enzymatically digested with porcine trypsin (Promega, Madison,

WI, USA) as per the manufacturer’s protocol. The resulting peptides

were then labelled with the iTRAQTM reagents and pooled following

the manufacturer’s protocol. Due to the complexity of the peptide

mixture, a strong cation exchange chromatography was carried out.

Table 1 Clinical information and CSF characteristics of CIS patients included in the screening phase

Characteristics Group 1 No conversion Group 2 Conversion to multiple sclerosis P-values

n 30 30 –

Age (years)a 29.9 (8.9) 27.1 (6.6) 0.371

Female/male (% female) 23/7 (76.7) 23/7 (76.7) 1.0

Follow-up time (years)a 6.0 (3.0) 5.5 (2.0) 0.294

Clinical presentation

Optic neuritis 19 (63.3%) 9 (30.0%) 0.073

Brainstem 4 (13.3%) 8 (26.7%)

Spinal 4 (13.3%) 9 (30.0%)

Others 3 (10.0%) 4 (13.3%)

Time between CIS and CSF extractionb 51.0 (13.5–114.5) 47.0 (24.0–85.0) 0.877

Leukocytesb 2.0 (0–4.0) 2.0 (0–7.0) 0.367

Red cellsb 2.0 (0–12.5) 0 (0–23.0) 0.993

Protein concentration (g/l)b 0.310 (0.250–0.430) 0.350 (0.260–0.440) 0.166

Albumin concentration (g/l)b 0.169 (0.135–0.231) 0.186 (0.139–0.244) 0.522

IgG concentration (g/l)b 0.021 (0.016–0.030) 0.032 (0.023–0.060) 0.020

a Data are expressed as mean (SD).
b Data are expressed as median (interquartile range). P-values were obtained following comparisons between Groups 1 and 2 by means of chi-square test (gender and
clinical presentation) and Mann–Whitney’s U-test (remaining variables).
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Peptides were eluted using salt steps and seven fractions finally

collected using a KCl range from 25 mM to 1M.

Nanoflow liquid chromatography and tandem mass
spectrometry analysis

Samples were run on a Q-Star Pulsar i (Applied Biosystems) instrument

fitted with a nano-ESI source, previous nano-liquid chromatography

separation in an Ultimate II system (LCPackings). Prior to liquid

chromatography-mass spectrometry analysis, tryptic peptide mixtures

were desalted and concentrated on reverse phase-C18 columns (Spec

C18, Varian). The reverse phase chromatography was performed in an

Atlantis dC18 NanoEase Column, 75mm� 150 mm (Waters), using a

linear gradient of 5–55% acetonitrile in water 0.1% formic acid over

120 min. A data dependent analysis was performed using software

Analyst QS 1.1 (Applied Biosystems).

Data processing and selection of differentially expressed
proteins

Protein identification and quantification was performed by the

ParagonTM Algorithm in thorough search mode implemented in the

ProteinPilotTM Software 2.0. Proteins were identified by searching in

the UniProt/Swiss-Prot or NCBInr databases.

For the analysis, six-pool comparisons were performed as

follows: Pool 1 from Group 1 was directly compared with Pool 1

from Group 2, Pool 2 from Group 1 was compared with Pool 2

from Group 2, and so forth. From each pool comparison, differ-

entially expressed proteins between Groups 1 and 2 (P50.05) were

selected, and the number of pool comparisons in which a selected

protein was differentially expressed was counted. Proteins with

changing directions in their expression, i.e. up-regulated and

down-regulated in different pool comparisons, were not considered

in the analysis.

Enzyme-linked immunosorbent assay

In the validation phase, baseline levels of selected proteins were deter-

mined in CSF and serum samples using commercially available

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kits according to the

manufacturers’ recommendations. CSF samples were collected as

described before, and serum was obtained after centrifugation of the

clotted blood and stored frozen at –80�C until used. Levels of chitinase

3-like 1 (CHI3L1) were measured with the METRA, EIA kit (Quidel

Corporation, San Diego, USA) in undiluted CSF and serum following a

1:2 dilution factor. Levels of ceruloplasmin were measured by quanti-

tative competitive sandwich ELISA (AssayPro, St Charles, USA) in

diluted CSF (1:2) and serum (1:400) samples. Levels of vitamin

D-binding protein were detected using a sandwich ELISA

(Immunodiagnostik AG, Germany) following CSF (1:100) and serum

(1:40 000) dilutions. All samples were measured in duplicate. The

intra-assay variability was 8.4% for CHI3L1, 5.3% for vitamin

D-binding protein and 12.2% for ceruloplasmin. The inter-assay vari-

ability was 15.0% for CHI3L1, 20.0% for vitamin D-binding protein

and 22.7% for ceruloplasmin.

Statistical analysis
Statistical analysis was performed by using the Statistical Package for

the Social Sciences 15.0 package (SPSS Inc, Chicago, IL) for

MS-Windows. A Mann–Whitney’s test was used to test for significant

differences in CSF and serum levels of selected proteins between

Group 1 and Group 2 CIS patients, and between CIS patients and T
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control individuals. Correlations between CHI3L1 levels and radiologi-

cal and clinical variables in CIS patients were assessed by the

Spearman rank correlation coefficient. Development of clinically defi-

nite multiple sclerosis according to baseline CSF levels of CHI3L1 was

assessed by Kaplan–Meier survival analysis with Log Rank test and Cox

proportional hazard regression.

Results

Screening phase: clinical information
and CSF characteristics
A schematic flow chart summarizing the main steps performed in

study design is represented in Fig. 1. At baseline, demographic and

clinical characteristics were comparable between CIS patients who

did not convert to clinically definite multiple sclerosis (Group 1)

and CIS patients who converted to clinically definite multiple scle-

rosis (Group 2) (Table 1). A higher number of CIS patients pre-

senting with optic neuritis was observed in Group 1 compared

with Group 2, although overall differences in clinical presentation

were not statistically significant. As shown in Table 1, the median

time between the CIS event and CSF collection was similar

between Groups 1 and 2 (51.0 and 47.0 days, respectively).

Comparisons of CSF characteristics between groups only revealed

a statistically significantly higher IgG concentration in Group 2

patients, which is associated with the IgG oligoclonal bands that

are present in these patients.

Screening phase: proteins associated
with conversion to multiple sclerosis
In order to identify proteins associated with conversion to clinically

definite multiple sclerosis, pooled CSF samples from 30 CIS

patients fulfilling Group 1 criteria and 30 CIS patients satisfying

Group 2 criteria were compared using the iTRAQ proteomic tech-

nique, as described in the ‘Materials and methods’ section. Only

4 proteins out of 267 identified (1.5%) showed up-regulation or

down-regulation in different pool comparisons: alpha-1 antitrypsin

precursor, which is a contaminant from the trypsin enzymatic

digestion of proteins, and serum albumin precursor, serotransferrin

precursor and plasma retinol-binding precursor, which all are

common blood contaminants of CSF.

Table 3 displays the 23 proteins that were found to be differ-

entially expressed between Groups 1 and 2 in three or more pool

comparisons. Seventeen proteins (73.9%) were up-regulated and

Figure 1 Flow chart summarizing the different steps undertaken in the study design. In a first phase of the study (screening phase), a

mass spectrometry-based proteomic approach (iTRAQ) was applied to pooled CSF samples from 30 patients who converted to multiple

sclerosis and 30 patients who remained as CIS (original CIS cohort) in order to identify proteins associated with conversion to multiple

sclerosis. In a second phase of the study (validation phase), three proteins, CHI3L1, vitamin D-binding protein (VDBP) and ceruloplasmin

(CP) were selected for validation in individual CSF samples by means of ELISA. CSF levels for these proteins were measured in a partially

overlapping CIS cohort comprised of 48 patients who converted to multiple sclerosis and 36 patients who continued as CIS (first validation

cohort). Only CHI3L1 was validated and an additional analysis was performed in order to evaluate the association between CSF levels of

CHI3L1 and MRI parameters, Expanded Disability Status Scale and time to multiple sclerosis. Finally, CSF CHI3L1 levels were determined

in a totally independent CIS cohort comprised of 26 patients who converted to multiple sclerosis and 26 patients who remained as CIS

(second validation cohort). CHI3L1 was also validated in this new CIS cohort. The follow-up time (FT) and the percentage of new patients

included in the different CIS cohorts are indicated. MS = multiple sclerosis.
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6 (26.1%) proteins down-regulated in Group 2 compared with

Group 1. These results indicate that patients who converted to

clinically definite multiple sclerosis could be distinguished from

those patients who remained as CIS by proteomic analysis of

CSF samples collected at the time of a CIS event.

First validation phase: CSF CHI3L1
levels are increased in patients who
converted to clinically definite multiple
sclerosis
To rule out the presence of false positive results associated with

the pooling methodology and proteomic technique, three of the

most represented differentially expressed proteins were selected

for validation in individual CSF samples using an independent ana-

lytical method. Ceruloplasmin and vitamin D-binding protein were

selected among the three proteins found differentially expressed in

all the pool comparisons, and CHI3L1 was selected as the unique

protein identified in five-pool comparisons. CSF and serum levels

of selected proteins were determined by ELISA in a first validation

cohort comprised of 36 CIS patients who remained as CIS

(Group 1) and 48 CIS patients who converted to clinically definite

multiple sclerosis (Group 2). CSF and serum levels for these pro-

teins were also determined in 20 individuals with other neurolog-

ical diseases. As shown in Fig. 2, only CHI3L1 was validated. CSF

CHI3L1 levels were significantly higher in CIS patients who con-

verted to clinically definite multiple sclerosis compared with

patients who did not convert (P = 2.3� 10–5) and controls with

other neurological disorders (P = 0.012). This finding was restricted

to CSF samples, as CHI3L1 serum levels were similar between

Groups 1 and 2. However, CHI3L1 serum levels were higher in

CIS patients than in controls (Group 1 versus controls, P = 0.048;

Group 2 versus controls, P = 0.003). CSF and serum levels of cer-

uloplasmin and vitamin D-binding protein were similar between

patients who converted to clinically definite multiple sclerosis

and patients who did not convert and comparable to the levels

found in controls (P40.05 for all the comparisons).

These results point to CHI3L1 as the CSF biomarker that more

reliably and best discriminated between patients who converted

to clinically definite multiple sclerosis and those who continued

as CIS.

CSF CHI3L1 levels are associated
with brain MRI abnormalities at
baseline and disability progression
during follow-up
We next investigated whether levels of CHI3L1 in CSF correlated

with brain MRI-derived metrics in patients with CIS at the time of

disease onset. As shown in Table 4, baseline CSF CHI3L1 levels

significantly correlated with the number of gadolinium enhancing

lesions and the number of T2 lesions observed in brain MRI scans

performed at baseline.

To determine whether baseline CSF CHI3L1 levels are associated

with MRI abnormalities and disability progression during

Table 3 Differentially expressed proteins identified in the screening phase in 3 or more CSF pool comparisons between Group 1 and 2 patients

Protein Accession number Expressiona Number of poolsb

Ceruloplasmin P00450 up 6

Vitamin D-binding protein P02774 up 6

Apolipoprotein A-I P02647 up 6

Chitinase-3-like protein 1 P36222 up 5

Semaphorin-7 A O75326 down 4

Beta-Ala-His dipeptidase Q96KN2 down 4

Plasminogen P00747 up 4

Vitronectin P04004 up 4

Apolipoprotein A-IV P06727 up 4

Ig alpha-1 chain C region P01876 up 4

Ig kappa chain C region P01834 up 4

Ig mu chain C region P01871 up 4

Ig lambda chain C regions P01842 up 4

Brevican core protein Q96GW7 down 3

Secretogranin II P13521 down 3

Proactivator polypeptide P07602 down 3

Thy-1 membrane glycoprotein (CD90 antigen) P04216 down 3

Alpha-1-antichymotrypsin P01011 up 3

Serum paraoxonase/arylesterase 1 P27169 up 3

Corticosteroid-binding globulin P08185 up 3

Haptoglobin P00738 up 3

Heparin cofactor 2 P05546 up 3

Alpha-2-antiplasmin P08697 up 3

a Refers to the direction in protein expression: up = up-regulated in Group 2 (conversion to clinically definite multiple sclerosis) versus Group 1 (no conversion to clinically
definite multiple sclerosis); down = down-regulated in Group 2 versus Group 1.
b Refers to the number of pool comparisons in which a protein was found to be differentially expressed in the same direction (up or down).
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follow-up, analysis was restricted to those patients who will con-

vert to multiple sclerosis (Group 2). As shown in Table 4, signifi-

cant correlations between baseline CSF CHI3L1 levels and brain

MRI findings were lost at 1- and 5-year follow-up, most likely

reflecting the small number of patients from whom MRI data

were available. Of note, baseline CSF CHI3L1 levels were asso-

ciated with disability progression at follow-up, as reflected by the

statistically significant correlations observed between CSF CHI3L1

levels and Expanded Disability Status Scale during Years 1

through 4 (Table 4).

These results indicate that CSF levels of CHI3L1 at the time of a CIS

event are associated with the amount of CNS inflammation and T2

lesion burden, and more interestingly, that CHI3L1 may be used as a

prognostic marker for disability progression in patients who will later

convert to clinically definite multiple sclerosis.

Baseline high CSF levels of CHI3L1
in patients with CIS are associated
with shorter time to clinically definite
multiple sclerosis
In order to evaluate the association between baseline levels of

CHI3L1 in CSF and time to clinically definite multiple sclerosis,

Figure 2 CSF and serum levels of selected proteins in CIS patients and controls included in the first validation phase of the study. Levels of

ceruloplasmin (mg/ml), vitamin D-binding protein (VDBP; ng/ml) and CHI3L1 (ng/ml) were determined by ELISA in CSF and serum

samples from CIS patients who did not convert to clinically definite multiple sclerosis (Group 1, n = 36), CIS patients who converted to

clinically definite multiple sclerosis (Group 2, n = 48), and individuals with other neurological disorders (C; Controls, n = 20). CSF CHI3L1

levels were significantly higher in Group 2 compared with Group 1 and controls (�P = 2.3� 10–5 and P = 0.012, respectively,

Mann–Whitney U test). Serum CHI3L1 levels were higher in CIS patients compared with controls (Group 1 versus controls, �P = 0.048;

Group 2 versus controls, �P = 0.003). Boxes represent the 75th and 25th percentiles divided horizontally by the median. Whiskers are

drawn to the nearest value not beyond a standard span (1.5 and 3� the interquartile range) from the 75th and 25th percentiles. VDBP:

vitamin D binding protein; CHI3L1: chitinase 3-like 1.

Table 4 Correlations between CHI3L1 CSF levels and clinical and radiological parameters at baseline and during follow-up

Follow-up MRI Follow-up

Baseline MRI 1 year 5 years Expanded Disability Status Scale

NGD
(n = 44)

NT2L
(n = 44)

NGD
(n = 24)

NT2L
(n = 25)

NGD
(n = 18)

NT2L
(n = 18)

1 year
(n = 44)

2 years
(n = 39)

3 years
(n = 41)

4 years
(n = 37)

5 years
(n = 29)

CHI3L1 0.32
(0.037)

0.44
(0.003)

–0.23
(0.274)

0.07
(0.756)

0.12
(0.636)

–0.05
(0.833)

0.34
(0.025)

0.40
(0.012)

0.47
(0.002)

0.38
(0.022)

0.29
(0.131)

Data are expressed as Spearman correlation coefficient (P-value). Number of patients available for each comparison is shown in parenthesis. NGD = number of gadolinium
enhancing lesions; NT2L = number of T2 lesions. Statistically significant correlations are shown in bold.
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patients were classified into two groups (high/low) based on a

cut-off value in the CSF CHI3L1 levels of 287.9 mg/ml. This

cut-off value was calculated from the mean CSF CHI3L1 levels

+ 2 SDs obtained in the group of patients with other neurological

disorders. Nineteen (22.6%) CIS patients with CHI3L1 levels in

CSF above the cut-off value comprised the ‘high’ group, and

the remaining 65 (77.4%) patients comprised the ‘low’ group.

Interestingly, the time to clinically definite multiple sclerosis was

significantly shorter in patients with high levels of CHI3L1 in CSF

at baseline compared with patients with low protein levels

(log-rank P = 0.003) (Fig. 3). The median survival times (95% con-

fidence interval) between the CIS event and the second relapse in

patients with high and low CSF CHI3L1 levels were 17.6 months

(11.6–23.7) and 34.2 months (16.9–51.5), respectively. When the

CSF CHI3L1 levels were incorporated into a univariate Cox regres-

sion model, the presence of high baseline CHI3L1 levels

were associated with an increased risk of conversion to clinically

definite multiple sclerosis (hazard ratio: 2.5; 95% confidence

interval: 1.3–4.7; P = 0.004).

These results indicate that high baseline CSF levels of CHI3L1

may be used as a prognostic marker for conversion to clinically

definite multiple sclerosis.

Determination of CSF CHI3L1 levels in a
second validation cohort of patients
with CIS
Finally, in a second validation phase, CSF levels of CHI3L1 were

also determined by ELISA in a totally independent validation

cohort comprised of 52 new CIS patients classified based on

conversion to multiple sclerosis, as described in the ‘Materials

and methods’ section. Sixteen individuals with inflammatory neu-

rological disorders were also included as a control group. Similar to

the findings observed in the first validation cohort, CSF CHI3L1

levels were found to be significantly increased in CIS patients who

later converted to multiple sclerosis compared with patients who

remained as CIS (P = 0.018; Fig. 4). Although CSF levels of CHI3L1

were also higher in patients who converted to multiple sclerosis

compared with controls with other inflammatory neurological dis-

orders, the difference did not reach statistical significance

(P = 0.351). These results reinforce the potential of CHI3L1 to dis-

criminate between CIS patients who convert to multiple sclerosis

and patients who remain as CIS.

Given the contradictory results observed between the iTRAQ

and ELISA techniques for proteins that were differentially

expressed in all pool comparisons using the proteomic approach,

CSF levels of vitamin D-binding protein were also measured by

ELISA in the second validation cohort. Mean values of vitamin

D-binding protein were similar between groups (P = 0.752 for

comparison between Group 2 and Group 1; P = 0.711 for compar-

ison between Group 2 and controls; Mann–Whitney U-test) (data

not shown). These results confirm the lack of association between

CSF vitamin D-binding protein levels and conversion to multiple

sclerosis observed in the first validation cohort, and point to a false

positive result of the iTRAQ technique for this protein.

Discussion
Mass spectrometry has been widely applied in proteomics for pro-

tein identification. Recently, new strategies based on 2D liquid

Figure 4 CSF levels of CHI3L1 in CIS patients and controls

included in the second validation phase of the study. Levels of

CHI3L1 (ng/ml) were measured by ELISA in CSF samples from a

second independent validation cohort comprised of CIS patients

who did not convert to multiple sclerosis (Group 1, n = 26), CIS

patients who converted to multiple sclerosis (Group 2, n = 26),

and controls with inflammatory neurological disorders (C;

Controls, n = 16). CSF CHI3L1 levels were significantly increased

in Group 2 compared with Group 1 (�P = 0.018, Mann–Whitney

U-test).

Figure 3 Kaplan-Meier curves for time to clinically definite

multiple sclerosis according to baseline CSF levels of CHI3L1 in

patients with CIS. Levels of CHI3L1 were categorized into low

and high as described in the ‘Results’ section. CIS patients with

high CHI3L1 levels had a significantly shorter time to clinically

definite multiple sclerosis (CDMS) compared with patients with

low CHI3L1 (log-rank P-value = 0.003). Median survival time

(95% CI) in patients with high and low levels of CHI3L1 in CSF is

17.6 months (11.6–23.7) and 34.2 months (16.9–51.5),

respectively.
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chromatography with tandem mass spectrometry have been

developed in order to quantify differences between distinct phys-

iological or pathological stages. The advantages of mass

spectrometry-based protein quantification are precision, sensitivity,

throughput and convenient automation (Boehm et al., 2007).

Stable isotopic-labelling approaches rely on the covalent attach-

ment of stable isotope tags to specific amino acid residues of

proteins or peptides. iTRAQ is one of the chemical-labelling tech-

niques that has received more attention (Zieske, 2006; Wiese

et al., 2007) and the performance and limitations of this technique

have been described elsewhere (DeSouza et al., 2005; Wu et al.,

2006). In this approach, peptides are labelled at the N-terminus

and the lysine side chains. MS/MS fragmentation produces signa-

ture ions (114, 115, 116 and 117 for four states) that are used to

determine relative amounts of each protein in each sample. The

quantization of proteins is based on the ratio observed in tryptic

peptides identified for each protein. Then, in order to quantify one

protein, at least three peptides from this protein should be quan-

tified with good P-values (statistically significant); in consequence,

not all proteins identified can be confidently quantified.

We took advantage of the iTRAQ methodology to identify pro-

teins associated with conversion to multiple sclerosis in CIS

patients classified based on stringent criteria. Interestingly, by

applying this proteomic approach to CSF samples collected at

the time of a CIS event, patients who converted to clinically def-

inite multiple sclerosis could be distinguished from those who

remained as CIS. In this methodology, relative quantitation of pro-

teins in the CSF relies on the assumption that the expression levels

for most proteins do not change in response to disease.

Three of the most represented proteins that were differentially

expressed in the pool comparisons were selected for a first valida-

tion phase in individual CSF samples using a different analytical

approach. To give more strength to the validation process,

approximately 50% of the CSF samples used for validation came

from new CIS patients not included in the initial CSF pools.

Although vitamin D-binding protein and ceruloplasmin were dif-

ferentially expressed in all pool comparisons, differences were not

validated by ELISA. It is important to remark that iTRAQ is an

appropriate tool for biomarker discovery, but results always need

to be validated by more sensitive and independent analytical

approaches. Vitamin D-binding protein is an immunomodulatory

factor that binds vitamin D and monomeric actin (Niino et al.,

2002). In two previous proteomic studies, vitamin D-binding pro-

tein was decreased in patients with multiple sclerosis and CIS

compared with individuals with other neurological disorders

(Lehmensiek et al., 2007; Qin et al., 2009). Ceruloplasmin is an

antioxidant protein that was previously identified in pooled CSF

from multiple sclerosis patients but not in samples from patients

with other inflammatory disorders (Hammack et al., 2003). In our

study, CSF levels of vitamin D-binding protein and ceruloplasmin

determined by ELISA were similar between CIS patients who con-

verted to multiple sclerosis and patients who continued as CIS,

and comparable to individuals with other neurological disorders.

Furthermore, the lack of association between CSF levels of

vitamin D-binding protein and conversion to multiple sclerosis

was also confirmed in a second validation cohort. Differences

in the study design may explain the lack of reproducibility

between studies. For instance, in previous studies CIS patients

were analysed as a whole without drawing a distinction between

patients who will convert to multiple sclerosis and patients who

will remain as CIS.

In five out of six-pool comparisons, CHI3L1 was overexpressed

in CIS patients who converted to clinically definite multiple sclero-

sis. Interestingly, proteomic results were confirmed by ELISA in

two independent validation cohorts, and CSF CHI3L1 levels were

increased in this group of patients. The fact that both validation

cohorts included less stringent classification criteria of conversion

to multiple sclerosis compared with the original cohort used in the

screening phase, i.e. number of Barkhof criteria at baseline MRI

and follow-up times, indicates that CHI3L1 can be applied to a

broad spectrum of CIS patients to discriminate between patients

who will later convert to multiple sclerosis and patients who will

continue as CIS. CHI3L1, also known as YKL40, is a member of

the glycoside hydrolase 18 chitinase family that binds chitin of

different lengths but lacks chitinase activity (Renkema et al.,

1998). It is mainly secreted by activated macrophages, chondro-

cytes, neutrophils, vascular smooth muscle cells and some tumour

cells. CHI3L1 has been found to be up-regulated in several human

cancers, in which increased serum levels have been associated with

disease severity, poorer prognosis and shorter survival (Jensen

et al., 2003; Johansen et al., 2004; Diefenbach et al., 2007;

Kucur et al., 2008; Mitsuhashi et al., 2009). In addition, increased

serum levels of CHI3L1 have been found in non-neoplastic disor-

ders characterized by chronic inflammation and tissue remodelling,

such as rheumatoid arthritis, osteoarthritis, inflammatory bowel

disease and sarcoidosis; and protein levels again correlated with

disease severity (Vos et al., 2000; Koutroubakis et al., 2003;

Johansen et al., 2005; Erzin et al., 2008). Hence, CHI3L1 was

not expected to be specific for multiple sclerosis and, in fact,

differences of CSF CHI3L1 levels between CIS patients who

converted to multiple sclerosis and individuals with inflammatory

disorders were not statistically significant. In our study, increased

CSF CHI3L1 levels correlated with baseline brain MRI findings that

reflect the degree of brain inflammation and lesion burden,

and with development of disability progression at follow-up.

Interestingly, high baseline CSF protein levels paralleled poorer

prognosis, as they were associated with shorter time to clinically

definite multiple sclerosis.

For the first validation phase, CHI3L1 levels were measured in

both CSF and serum samples. CSF represents better the local

events occurring in the brain but is invasive, whereas serum is

simpler to collect. However, differences in CHI3L1 levels between

CIS patients were only observed in CSF samples. Of note, CHI3L1

serum levels were increased overall in CIS patients compared with

individuals with other neurological disorders, a finding that

increases the specificity of the differences observed in the CSF

protein levels between patients who converted to multiple sclerosis

and patients who continued as CIS. Although its precise physio-

logical role is unclear and the identity of its ligand remains

unknown, our data point to CHI3L1 not only as a reliable protein

associated with conversion to multiple sclerosis but also as an

attractive prognostic marker for the disease. CHI3L1 expression

has been shown to be induced by strongly proinflammatory

cytokines such as interleukin-1b and tumour necrosis factor-�
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(Recklies et al., 2005). This finding may indicate that, in CIS

patients, CHI3L1 is secreted by activated macrophages in the con-

text of the inflammatory environment that is taking place in the

CNS. In our study, CSF levels of CHI3L1 significantly correlated

with the number of gadolinium enhancing lesions and the number

of T2 lesions. Furthermore, CHI3L1 is proposed as a candidate

autoantigen in rheumatoid arthritis, and CHI3L1-mediated

immune responses in these patients are shifted toward an

interferon-gamma-�-dominated proinflammatory phenotype (van

Bilsen et al., 2004). If similar responses are operating in patients

with multiple sclerosis, CHI3L1 might contribute to the Th1 type

immune responses observed in these patients.

Interestingly, enzyme activity of another member of the chiti-

nase family, the chitotriosidase, was increased in patients with

multiple sclerosis compared with controls (Sotgiu et al., 2006;

Comabella et al., 2009), which further reinforces an important

role of the chitinase family in the aetiopathogenesis of multiple

sclerosis.

Although they need to be validated, the remaining proteins

identified in our study represent potential candidates associated

with conversion to multiple sclerosis. Apolipoprotein A-I was

up-regulated in all pool CSF comparisons. Apolipoprotein A-I has

been shown to block the T cell-dependent contact-mediated acti-

vation of monocytes (Bresnihan et al., 2004), and it was

up-regulated in a previous study in CIS and multiple sclerosis

patients compared with controls (Lehmensiek et al., 2007).

However, given its presence in blood contaminated CSF samples

(You et al., 2005), apolipoprotein A-I was not considered for val-

idation in the present study.

Of note, among the proteins that were differentially expressed

in four pool CSF comparisons, semaphorin-7 A and beta-Ala-His

dipeptidase were down-regulated in patients who later converted

to clinically definite multiple sclerosis. Semaphorin-7 A is a

membrane-anchored member of the semaphorin family that is

involved in immune responses and plays an important role

in axon growth and guidance (Pasterkamp et al., 2003).

Beta-Ala-His dipeptidase, also known as carnosinase, is an

enzyme with diverse biological functions such as intracellular

buffer, metal-chelator (particularly copper), antioxidant and free

radical scavenger. Interestingly, serum carnosinase activity was

decreased in patients with multiple sclerosis compared with control

individuals (Wassif et al., 1994).

The remaining proteins identified in four-pool comparisons were

up-regulated in patients who developed multiple sclerosis.

Plasminogen is a circulating zymogen that is converted to the

active enzyme plasmin, the main function of which is to dissolve

fibrin clots. Interestingly, tissue plasminogen activators have been

implicated in multiple sclerosis pathogenesis (Gveric et al., 2003).

Vitronectin is a plasma and extracellular matrix glycoprotein

involved in pleiotropic functions such as cell adhesion, coagulation

and phagocytosis. Of note, in the animal model of multiple scle-

rosis, experimental autoimmune encephalomyelitis, vitronectin

deposition in brain tissue directly promoted microglial activation

and matrix metallopeptidase-9 expression (Milner et al., 2007).

Apolipoprotein A-IV is a major circulating apolipoprotein with

physiological functions that are not completely understood. It

was previously identified in CSF from multiple sclerosis patients

but not from controls (Hammack et al., 2003). In a recent study

(Tumani et al., 2009), apolipoprotein A-IV was overexpressed in

CSF samples from CIS patients who remained as CIS compared

with patients who converted to multiple sclerosis. Differences in

the methodology, CSF characteristics and criteria to classify CIS

patients may account for the discrepancies observed between

the two studies.

Finally, the overexpressed IgG heavy and light chains are most

likely associated with intrathecal immunoglobulin synthesis (Fischer

et al., 2004), and related to one of the classification criteria

applied to patients who converted to multiple sclerosis (presence

of IgG oligoclonal bands).

In summary, the iTRAQ proteomic approach carried out in the

present study facilitated identification of CSF proteins associated

with conversion to clinically definite multiple sclerosis that may

help to understand the aetiopathogenesis of early stages of multi-

ple sclerosis better. In particular, CHI3L1 is proposed as an attrac-

tive and strong prognostic biomarker for disease conversion and

development of disability in a patient with CIS.
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Chitinase 3-like 1 plasma levels are 
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Abstract
Background: Chitinase 3-like 1 (CHI3L1) is upregulated in a wide variety of inflammatory conditions. Recent studies 
have pointed to a role of CHI3L1 in multiple sclerosis (MS) pathogenesis.
Objective: The objective of this study was to investigate the role of plasma CHI3L1 in MS clinical course and disease 
activity and to evaluate the effect of interferon-beta (IFNβ) treatment on protein levels.
Methods: Plasma CHI3L1 levels were determined by ELISA in 57 healthy controls (HC), 220 untreated MS patients [66 
primary progressive MS patients (PPMS), 30 secondary progressive MS patients (SPMS), and 124 relapsing–remitting MS 
patients (RRMS), 94 during clinical remission and 30 during relapse], and 32 MS patients receiving IFNβ treatment. A 
polymorphism of the CHI3L1 gene, rs4950928, was genotyped in 3274 MS patients and 3483 HC.
Results: Plasma CHI3L1 levels were significantly increased in patients with progressive forms of MS compared with 
RRMS patients and HC. CHI3L1 levels were similar between RRMS patients in relapse and remission. A trend towards 
decreased CHI3L1 levels was observed in IFNβ-treated patients. Allele C of rs4950928 was significantly associated with 
PPMS patients and with higher plasma CHI3L1 levels.
Conclusions: These findings point to a role of CHI3L1 in patients with progressive forms of MS, particularly in those 
with PPMS.
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Introduction

The 18 glycosyl hydrolase family of chitinases is a gene 
family that codes for chitinases and chitinase-like proteins 
and include the acidic mammalian chitinase AMCase and 
chitotriosidase, which possess enzymatic activity, and chi-
tinase 3-like 1 (CHI3L1), YKL-39, oviductin and stabilin-
1-interacting chitinase-like protein, which lack enzymatic 
activity.1

CHI3L1, also known as YKL-40, is produced by a broad 
spectrum of cells including macrophages, neutrophils, 
chondrocytes, synovial cells, osteoblasts and vascular 
smooth muscle cells,2-4 but its physiological role remains 
unclear and the identity of its ligand is not known yet. 
CHI3L1 is a normal component of human serum that is 
upregulated in several human cancers and non-neoplastic 
disorders characterized by chronic inflammation such as 
rheumatoid arthritis and sarcoidosis, where serum CHI3L1 
levels have been found to influence prognosis and disease 
severity.5-8 CHI3L1 has also been implicated in the patho-
genesis of multiple sclerosis (MS). In a previous study by 
our group,9 cerebrospinal fluid (CSF) CHI3L1 levels were 
found to be associated with conversion to MS in patients 
presenting with a clinically isolated syndrome (CIS). In 
these patients, increased CSF levels of CHI3L1 correlated 
with shorter time to clinically definite MS and higher 
degree of brain inflammation and lesion burden measured 
by MRI.9 In a more recent study,10 CSF CHI3L1 levels 
were reported to be higher in patients with relapsing–remit-
ting MS (RRMS) compared with patients with secondary 
progressive MS (SPMS) and controls, suggesting that 
CHI3L1 levels may differ between MS clinical forms.

Based on these findings, we aimed to expand our knowl-
edge of the role of CHI3L1 in MS pathogenesis by measur-
ing plasma CHI3L1 levels in a large cohort of MS patients 
with representation of several clinical forms and activity 
phases of the disease, and also including patients receiving 
treatment with interferon-beta (IFNβ).

Materials and methods

Patients

Fifty-seven healthy controls and 220 patients with clini-
cally definite MS who had not received treatment with cor-
ticosteroids in the 3 months before blood drawing were 
included in the study. The study was approved by the Ethics 
Committee of Vall d´Hebron University Hospital and sub-
jects involved in the study gave written informed consent.

Plasma CHI3L1 levels and MS clinical 
course

In order to evaluate plasma levels of CHI3L1 in patients 
with different clinical phases of MS, disease course of 
individual patients was labelled as RRMS (n = 94), SPMS 

(n = 30), or primary progressive (PPMS; n = 66) according 
to the Lublin and Reingold classification.11 None of these 
patients received previous treatment with IFNβ or immuno-
suppressive therapies.

CHI3L1 levels in plasma during clinical 
exacerbations

To investigate whether plasma CHI3L1 levels are modi-
fied during acute relapses, plasma CHI3L1 levels were 
measured in patients whose blood was collected during 
clinical remission (n = 94) and at the time of a clinical 
exacerbation (n = 30), defined by the appearance of new 
neurological symptoms or worsening of pre-existing neu-
rological symptoms attributable to MS which persisted for 
over 24 hours.

Table 1 summarizes the main demographic and baseline 
clinical characteristics of MS patients and healthy controls 
included in the study.

Effect of treatment with IFNβin plasma 
levels of CHI3L1

Plasma CHI3L1 levels were measured in 32 RRMS patients 
that had been treated with IFNβ for a median time of 8.7 
months (range: 5–10 months). Nineteen patients were 
treated with subcutaneous IFNβ-1b, 7 patients with intra-
muscular IFNβ-1a, and 6 patients with subcutaneous 
IFNβ-1a.

Plasma CHI3L1 levels and clinical and 
radiological variables

Levels of plasma CHI3L1 were correlated with clinical 
variables including disease duration, number of relapses in 
the previous two years, and the Expanded Disability Status 
Scale (EDSS) at the time of blood sampling. In a subgroup 
of PPMS patients (N = 50), CHI3L1 levels were also cor-
related with radiological variables such as T2-weighted 
lesion load (T2LL), T1-weighted lesion load (T1LL), and 
brain parenchymal fraction (BPF).

Determination of CHI3L1 levels in plasma

Peripheral blood was collected by standard venipuncture 
into vacuum tubes with EDTA and plasma was subse-
quently isolated by centrifugation and stored frozen at 
–80°C until used. Plasma CHI3L1 levels were determined 
using a commercially available enzyme-linked immuno-
sorbent assay (ELISA) kit (METRA YKL-40 ELISA kit, 
Quidel Corporation, San Diego, CA, USA) according to the 
manufacturers’ recommendations. Undiluted plasma sam-
ples were measured in duplicate and the intra-assay and 
inter-assay coefficients of variation were 2.1% and 11.9%, 
respectively.
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CHI3L1 genotyping

Genomic DNA was extracted from whole blood using 
standard methods and rs4950928 was genotyped in a 
Spanish cohort comprising 3274 MS patients and 3483 
healthy controls. DNA samples from cases and controls 
were collected from four geographical regions of Spain: 
East [Barcelona/CEM-Cat cohort, comprising 814 controls 
(mean age: 38.7 years; female/male ratio: 1.1) and 803 
cases (mean age: 40.4 years; female/male ratio: 1.7; % 
PPMS: 12.2); and Barcelona/Clinic cohort, comprising 213 
controls (mean age: not available; female/male ratio: 1.9) 
and 204 cases (mean age: 45.5 years; female/male ratio: 
1.9; % PPMS: 5.4)]; South [Andalucía cohort, comprising 
1216 controls (mean age: 35.5 years; female/male ratio: 
2.5) and 1044 cases (mean age: 39.8; female/male ratio: 
2.2; % PPMS: 1)]; Center [Madrid cohort, comprising 534 
controls (mean age: not available; female/male ratio: 1.8) 
and 497 cases (mean age: 45.0 years; female/male ratio: 
1.9; % PPMS: 13)]; North [Bilbao cohort, comprising 459 
controls (mean age: not available; female/male ratio: 2.6) 
and 514 cases (mean age: 40.7 years; female/male ratio: 
2.6; % PPMS: 10.7); and San Sebastian cohort, comprising 
213 controls (mean age: 50.7 years; female/male ratio: 1.4) 
and 212 cases (mean age: 42.9 years; female/male ratio: 
1.5; % PPMS: 3.3)].

Except for the Barcelona/CEM-Cat cohort, rs4950928 
genotyping was performed using the iPLEXTM Sequenom 
MassARRAY platform in the Spanish National Genotyping 
Center (CEGEN, Santiago de Compostela, http://www.
cegen.com). Two CEPH trios were genotyped as part of the 
quality control. Genotypes from these samples confirmed the 
absence of Mendelian inconsistencies and corresponded 
with those deposited in HapMap. On the other hand, a ran-
dom 10% of samples were subjected to re-genotyping. Final 
data were concordant with an average accuracy of 99.9%.

The Barcelona/CEM-Cat cohort was genotyped by 
means of the 5’ nuclease assay technology for allelic dis-
crimination using fluorogenic TaqMan® probes.

Statistical analysis

Statistical analysis of plasma CHI3L1 levels was per-
formed by using the SPSS 17.0 package (SPSS Inc, 
Chicago, IL) for Microsoft Windows. A one-way analysis 
of covariance (ANCOVA) was used to compare CHI3L1 
levels between healthy controls and the whole MS group, 
and between patients with different clinical forms of MS 
(RRMS patients in clinical remission, SPMS patients, 
and PPMS patients). Given that in our study mean age 
was significantly different between healthy controls and 
MS patients (analysis of variance [ANOVA] p-value = 
2.7 × 10–18) and age correlated with CHI3L1 levels 
(Spearman rank correlation coefficient: 0.368, p-value = 
4.5 × 10–9), this variable was included in the model as a 
covariate. A Mann–Whitney U-test was used to test for 
significant differences in CHI3L1 levels between RRMS 
patients during clinical exacerbations and during remis-
sion. Comparisons of CHI3L1 levels before and after 
IFNβ treatment were assessed by a Wilcoxon signed 
ranks test. Partial correlations controlling for age were 
used to assess the relationship between CHI3L1 levels 
and clinical and radiological variables. Bonferroni cor-
rection was used to correct the alpha level for multiple 
comparisons.

To investigate potential associations between single 
nucleotide polymorphism (SNP) rs4950928 and the dis-
ease, allele frequencies were compared between healthy 
controls and the whole MS group, and between different 
clinical forms of the disease taking into account possible 
stratification due to different population origin using the 
Cochran–Mantel–Haenszel test. Data processing, missing-
ness and Hardy–Weinberg analysis were performed with 
SNPator (http://www.snpator.org).12 A Cochran–Mantel–
Haenszel test was performed using plink (http://pngu. 
mgh.harvard.edu/~purcell/plink/).13 Differences between 
rs4950928 genotypes and CHI3L1 levels and time to con-
version to clinically definite MS were assessed by a Mann–
Whitney U-test.

Table 1. Summary of demographic and clinical characteristics of MS patients and HC included in the study.

Characteristics RRMS 

in remission   in relapse I    FN-treated

SPMS PPMS HC

n 94 30 32 30 66 57
Female/male (% women) 66/28 (70.2) 21/9 (30.0) 22/10 (68.7) 20/10 (66.7) 32/34 (48.5) 40/17 (70.2)
Age (years)a 37.0 (9.1) 31.4 (8.8) 30.7 (7.4) 49.2 (10.4) 49.2 (9.4) 37.1 (11.5)
Duration of disease (years)a 6.2 (5.8) 5.4 (4.8) 6.4 (6.6) 14.6 (9.4) 11.3 (7.3) –
EDSSb 2.0 (1.5–2.5) 3.0 (2.5–3.5) 2.0 (1.5–3.0) 4.5 (4.0–6.0) 6.0 (4.5–6.5) –
Number of relapses in the 2 
previous yearsa

2.0 (1.2) 1.8 (1.9) 2.4 (1.2) 0.5 (0.7) – –

aData are expressed as mean (SD).
bData are expressed as median (interquartile range).
EDSS, Expanded Disability Status Scale; RRMS, relapsing–remitting multiple sclerosis; SPMS, secondary progressive multiple sclerosis; PPMS, primary 
progressive multiple sclerosis; IFN, interferon; HC, healthy controls; MS, multiple sclerosis.
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Results

Plasma CHI3L1 levels are increased in 
patients with progressive forms of the 
disease

When plasma protein levels were compared between 
healthy controls and the whole MS group, mean CHI3L1 
levels were significantly higher in MS patients than in 
healthy controls (p = 0.019; Figure 1). When MS patients 
were further classified based on the clinical form, plasma 
CHI3L1 levels were significantly increased in PPMS 
patients compared with RRMS patients (p = 0.040) and 
healthy controls (p = 0.004), and in SPMS patients when 
compared with the control group (p = 0.029) (Figure 1). No 
significant differences in the mean plasma CHI3L1 levels 
were observed between RRMS patients and healthy con-
trols (p = 1.000; Figure 1).

Plasma CHI3L1 levels are not altered during 
relapses and are modulated by treatment 
with IFNβ
We next investigated whether CHI3L1 levels were modi-
fied at the time of acute disease exacerbations by compar-
ing protein levels in patients during relapses and patients 
during clinical remission. As shown in Figure 2A, plasma 
CHI3L1 levels were similar between both groups of patients 
(p = 0.735). When the effect of IFNβ treatment was evalu-
ated by comparing plasma CHI3L1 levels in MS patients 
before and after treatment, a trend towards decreased pro-
tein levels was observed during treatment (p = 0.045) 
(Figure 2B).

CHI3L1 gene is associated with the disease 
in patients with PPMS

Inasmuch as plasma CHI3L1 levels were found to be sig-
nificantly increased in MS patients compared with controls, 

A

B 
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0

10

20

30

Group Dif. mean (ng/ml) 95% CI dif. (ng/ml) p-values*

MS 7.465 1.2 to 13.7 p = 0.019 

RRMS in clinical remission 4.183 -4.7 to 13.0 p = 1.000 

SPMS 13.375 0.9 to 25.9 p = 0.029 

PPMS 13.523 3.0 to 24.0 p = 0.004 

RRMSHC

SPMS PPMS
MS

Figure 1. Differences of the mean plasma CHI3L1 levels and 
95% confidence intervals of the difference in the whole MS 
group, RRMS patients in clinical remission, SPMS patients, and 
PPMS patients relative to healthy controls. (A) Table containing 
the difference values. (B) Illustrative graph representing the 
difference values in the whole MS group, MS subtypes, and 
healthy controls. The y-axis shows differences of mean plasma 
CHI3L1 levels in ng/ml.
Dif. mean: adjusted differences of the mean in (ng/ml). 95% CI dif.: 95% 
confidence intervals of the differences in ng/ml. MS: whole MS group. 
RRMS: relapsing–remitting multiple sclerosis. SPMS: secondary progres-
sive multiple sclerosis. PPMS: primary progressive multiple sclerosis. 
*Corrected p-values after Bonferroni correction.

Figure 2. Comparisons of plasma CHI3L1 levels between RRMS patients in clinical remission and RRMS patients during relapse 
(A), and between untreated and IFNβ-treated MS patients (B). Baseline: indicates CHI3L1 levels determined before treatment. IFN: 
indicates CHI3L1 levels determined in the same group of patients after 8 months of treatment with IFNβ. Boxes represent the 75th 
and 25th percentiles divided horizontally by the median. Whiskers are drawn to the nearest value not beyond a standard span (1.5× 
and 3× the interquartile range) from the 75th and 25th percentiles.
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we investigated whether rs4950928, a functional polymor-
phism located in the promoter region of the CHI3L1 gene, 
was associated with the disease. As part of a multicentric 
collaborative study, SNP rs4950928 was genotyped in a 
large cohort of Spanish MS patients and healthy controls, 
as described in the Methods section. The overall genotype 
success was 98.1% and SNP rs4950928 was in Hardy–
Weinberg equilibrium (p = 0.61). Interestingly, combined 
analysis of the study cohorts revealed a statistically signifi-
cant association of allele C with PPMS patients when com-
pared with relapse-onset patients [odds ratio (OR) 1.4 (95% 
CI 1.1–1.8), p-value = 0.0181] and healthy controls [OR 
1.4 (95% CI 1.1–1.8), p-value = 0.0182] (Table 2). Allele 
frequencies were similarly distributed between the whole 
MS group and the healthy control group (p = 0.6962), and 
between relapse-onset MS patients and healthy controls (p 
= 0.9727) (Table 2).

Plasma CHI3L1 levels are increased in allele 
C carriers for SNP rs4950928

In the Barcelona/CEM-Cat cohort, both plasma CHI3L1 
levels and SNP genotyping were available for 50 healthy 
controls and 138 MS patients (57 RRMS patients in clinical 
remission, 11 SPMS patients, 50 PPMS patients, and 20 
MS patients during relapses). To evaluate whether CHI3L1 
genotypes were associated with changes in plasma protein 
levels, CHI3L1 levels were compared between CC homozy-
gotes, CG heterozygotes, and GG homozygotes for 
rs4950928 in the whole group of individuals with available 
samples. As shown in Figure 3A, the presence of allele C 
was associated with increased CHI3L1 levels, and differ-
ences reached statistical significance for CC homozygotes 
when compared with CG heterozygotes (p = 3.8 × 10−6) and 
GG homozygotes (p = 0.003), and also for CG heterozy-
gotes when compared with GG homozygotes (p = 0.016). 
Further stratification of patients into different clinical forms 
resulted in similar trends (Figure 3B).

Association between CHI3L1 and clinical 
and radiological variables

As shown in Table 3, in SPMS and PPMS patients no statis-
tically significant correlations were observed between 

plasma CHI3L1 levels and clinical variables such as dis-
ease duration, number of relapses in the previous 2 years, 
and EDSS score at the time of blood collection. In the 
whole MS group and in RRMS patients, trends towards sig-
nificant positive correlations were found between plasma 
CHI3L1 levels and EDSS scores (r = 0.19; p = 0.011) and 
number of relapses in the previous 2 years (r = 0.24, p = 
0.024), respectively, although these associations did not 
reach the threshold for statistical significance after 
Bonferroni correction (Table 3). In the PPMS group, no sig-
nificant linear associations were observed between plasma 
CHI3L1 levels and radiological variables such as T1 and 
T2 lesion loads, and BPF (Table 3).

Insomuch as in a previous study 9 CHI3L1 levels meas-
ured in the cerebrospinal fluid were found to correlate with 
the time to conversion to clinically definite MS in CIS 
patients, we also investigated potential associations 
between rs4950928 genotypes and time to a second relapse 
after a CIS in a subgroup of 584 patients with relapse-onset 
MS (429 CC homozygotes / 142 CG heterozygotes / 13 GG 
homozygotes). Time to conversion to clinically definite MS 
[mean values (standard deviation)] was 3.0 years (3.8) in 
CC homozygotes, 3.1 years (4.5) in CG heterozygotes, and 
1.7 years (1.9) in GG homozygotes, and differences were 
not statistically significant (p > 0.05 for all comparisons 
between genotypes).

Discussion

In order to investigate the role of CHI3L1 in MS clinical 
course, we measured protein levels in plasma samples from 
a large cohort of MS patients with representation of differ-
ent clinical forms of the disease. Given the influence of age 
in plasma CHI3L1 levels, the analysis was adjusted for this 
variable in order to control its confounding effect. Patients 
with progressive forms of MS, i.e. SPMS and PPMS, were 
found to have the highest plasma levels of CHI3L1 com-
pared with RRMS patients and HC, whereas no differences 
were observed between the latter two groups. Considering 
that CHI3L1 is upregulated in disorders characterized by 
chronic inflammation,5,7 our findings of higher CHI3L1 
levels in patients with progressive and less inflammatory 
clinical forms of the disease are somewhat unexpected. 
Furthermore, in a recent study by Correale and Fiol,10 

Table 2. Results of the association analysis between single nucleotide polymorphism rs4950928 and MS.

Group comparisons Risk allele p-value Odds ratio 95% CI

MS versus HC C 0.6962 1.0 1.0–1.1
Relapse-onset versus HC G 0.9727 1.0 0.9–1.1
PPMS versus HC C 0.0182 1.4 1.1–1.8
PPMS versus relapse-onset C 0.0181 1.4 1.1–1.8

Relapse-onset includes patients with both relapsing–remitting and secondary progressive MS. Significant p-values are shown in bold.
MS, multiple sclerosis; PPMS, primary progressive multiple sclerosis; HC, healthy controls; 95% CI, 95% confidence intervals.
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Figure 3. Boxplots representing plasma CHI3L1 levels among CC homozygotes, CG heterozygotes, and GG homozygotes for SNP 
rs4950928 located in the promoter region of the CHI3L1 gene, in all individuals (A) and in MS patients stratified by the clinical form 
(B). Whole group: refers to healthy controls and all untreated MS patients. Relapse-onset MS: includes patients with both relapsing–
remitting and secondary progressive MS. PPMS: primary progressive multiple sclerosis.

Table 3. Partial correlations between plasma levels of CHI3L1 and clinical and radiological parameters.

Characteristics* MS  
r (p)

RRMS  
r (p)

SPMS  
r (p)

PPMS  
r (p)

Duration of disease 0.05 (0.480) 0.02 (0.838) −0.18 (0.378) 0.04 (0.764)
Number of relapsesa 0.16 (0.081) 0.24 (0.024)   0.18 (0.386) –
EDSS 0.19 (0.011) 0.06 (0.581)   0.01 (0.957) 0.10 (0.416)
T2LLb – – – 0.04 (0.773)
T1LLb – – – 0.05 (0.723)
BPFb – – – − 0.03 (0.824)

*Analysis was restricted to the Barcelona/CEM-Cat cohort.
aNumber of relapses in the two previous years.
bData were available in a subgroup of 50 PPMS patients.
MS, the whole multiple sclerosis group; RRMS, relapsing–remitting multiple sclerosis in remission; SPMS, secondary progressive multiple sclerosis; 
PPMS, primary progressive multiple sclerosis; T2LL, T2-weighted lesion load; T1LL, T1-weighted lesion load; BPF, brain parenchymal fraction; r, partial 
correlation coefficient; p, p-value.
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CHI3L1 levels measured in CSF samples were increased in 
RRMS patients compared with SPMS, although differences 
between these two groups were lost when protein levels 
were measured in serum samples. In the Correale and Fiol 
study,10 the lack of inclusion of patients with PPMS did not 
allow for direct comparisons in the CSF and serum CHI3L1 
levels between PPMS and other clinical forms of the dis-
ease. Whereas the discrepancies observed between the 
studies may well reflect the type of biological sample used 
to measure protein levels, the findings of increased plasma 
CHI3L1 levels in patients with progressive forms of the 
disease is further supported by the allelic association 
observed between SNP rs4950928 and PPMS patients.

In our study, genetic association was driven by the major 
allele C. Given that SPMS is the natural evolution of 
RRMS, potential genetic associations restricted to the 
SPMS clinical form cannot be evaluated, and hence RRMS 
and SPMS are usually grouped together for association pur-
poses as relapse-onset MS. Despite the inclusion of SPMS 
patients, allelic associations became statistically significant 
when PPMS patients were compared not only with HC but 
also with relapse-onset MS patients. Genetic findings are in 
agreement with the ELISA results showing higher plasma 
CHI3L1 levels in the PPMS group compared with the 
RRMS and HC groups.

rs4950928 is a functional polymorphism located in the 
promoter region of the CHI3L1 which is known to correlate 
with serum protein levels.14-16 This association between 
CHI3L1 genotype and phenotype was also observed in our 
study, and the presence of allele C was clearly associated 
with higher plasma proteins levels. As it has been previ-
ously reported for other diseases,17 the above-mentioned 
genotype-related differences were not limited to the patho-
logical condition and were observed in MS patients regard-
less of the clinical form and also in the HC population.

The results of similar plasma CHI3L1 levels between 
MS patients whose blood was extracted at the time of a 
clinical exacerbation and patients in clinical remission do 
not seem to support a role of plasma CHI3L1 in acute dis-
ease activity. Whereas in a previous study by our group9 
CSF CHI3L1 levels measured at the time of the first relapse 
or CIS were higher in patients who later converted to MS 
compared with those who did not convert, CHI3L1 meas-
urements in serum samples collected from the same patients 
failed to show such differences. Similarly, in the Correale 
and Fiol study,10 differences between RRMS and SPMS 
patients in CHI3L1 were restricted to CSF and not detected 
in serum samples. Altogether these findings suggest that 
variations in the CHI3L1 levels due to inflammation are 
possibly better captured in CSF than in serum and plasma 
samples.

Finally, to investigate whether plasma CHI3L1 levels 
may be modulated by current MS therapies, protein levels 
were also measured in a subgroup of MS patients receiving 
treatment with IFNβ. Although the difference was not 

statistically significant, IFNβ tended to decrease protein 
levels after a median treatment time of 8 months, finding 
that suggests that the beneficial effects of IFNβ in MS may 
be mediated through changes in plasma CHI3L1 levels. In 
this context, it will be interesting to explore in future stud-
ies whether CSF levels of CHI3L1 are also modulated by 
IFNβ.

In summary, our study supports a role of CHI3L1 in the 
MS clinical course but not in acute disease activity. In this 
setting, whereas CSF may be more suitable to capture 
changes in CHI3L1 levels secondary to inflammation, 
plasma CHI3L1 levels discriminated well between 
patients with progressive forms of MS and patients with 
RRMS and HC. The association observed between a func-
tional polymorphism of the CHI3L1 gene and the PPMS 
group is in line with the higher plasma CHI3L1 levels 
observed in PPMS patients, and points to a role of CHI3L1 
in this particular group of patients. However, despite the 
increased plasma CHI3L1 levels observed in patients with 
progressive forms of the disease, protein levels did not 
correlate with clinical variables such as the EDSS or with 
radiological parameters such as the BPF. Related to the 
latter point, the fact that neuroradiological information 
was only available for the PPMS group is a limitation of 
the study.

Although more studies are needed, our findings suggest 
that plasma CHI3L1 levels may be used as biomarkers of 
the progressive forms of MS.
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