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Natalizumab es un anticuerpo monoclonal (AcMo) muy eficaz en el tratamiento de la esclerosis
multiple remitente recurrente (EMRR), sin embargo, se ha relacionado con el desarrollo de
leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP). Estd aprobado a una dosis fija en base a los
resultados de los estudios pivotales, en los que la concentracién media del farmaco en el estado
estacionario oscilé entre 23 pg/mly 29 pg/ml, aunque una concentracion de entre 1-2 pg/ml es
suficiente para lograr la saturacion de la integrina a4B1 (su diana de accién). A este hecho hay

que anadir que la mayoria de AcMo son dosificados de forma individualizada.

Con estos antecedentes, nos propusimos analizar el impacto de diferentes parametros que
incluyen peso, altura, superficie corporal (SC), indice de masa corporal (IMC), edad, género,
duracidn del tratamiento e intervalo de dosis sobre la farmacologia de natalizumab, con la
hipotesis de que la optimizacidn de las dosis de natalizumab en funcién de las caracteristicas
individuales de los pacientes, puede garantizar la maxima efectividad del fdrmaco y reducir al
minimo la posibilidad de aparicion de LMP. Para ello, realizamos un estudio prospectivo en el
gue reclutamos 32 pacientes con EMRR en tratamiento con natalizumab en nuestro hospital
desde hacia al menos 7 meses. La farmacocinética se caracterizé midiendo las concentraciones
de natalizumab en el suero de los pacientes mediante ensayo inmunoenzimatico y la
farmacodinamia se estudié midiendo la ocupacién del receptor de integrina a4B1 (OR) por

citometria de flujo.

Las concentraciones detectadas en las muestras fueron muy dispares entre los pacientes (con
un rango de entre 0.72 y 67 ug/ml). La mayoria de los pacientes tenian concentraciones de mas
de 5 pg/ml. El andlisis de la OR también reveld gran variabilidad (con un rango de entre 44% a
100%). El peso y el IMC influenciaron de forma significativa tanto la OR como las concentraciones
(estas ultimas también dependian del esquema de dosis). Por ultimo, se calculd la concentracion
de natalizumab a la cual la correlacion con la OR era maxima, resultando ser de 9 pug/ml. En
conclusion, el peso, el IMCy el esquema de tratamiento tienen un impacto significativo sobre la
farmacologia de natalizumab en cada paciente. Como consecuencia de ello, la mayoria de
nuestros pacientes estaban sobretratados, y alguno podria estar infratratado debido a la
tendencia clinica actual a utilizar el esquema de dosis extendida. Ademads, la OR depende en
gran medida de la concentracién hasta alcanzar 9 ug/ml, a partir de la cual se produce una
saturacion de los receptores en la mayoria de los pacientes. Nuestros hallazgos sientan las bases
para recomendar vivamente la medida de la concentracion de natalizumab en suero y de la OR,

con el fin de personalizar su esquema de tratamiento y evitar asi un uso ineficiente del mismo.

28



Natalizumab is a highly effective monoclonal antibody (mAb) in the treatment of relapsing
remitting multiple sclerosis (RRMS), however, it has been linked to the development of
progressive multifocal leukoencephalopathy (PML). Is approved at a fixed dose based on the
results of pivotal studies, in which the mean steady-state concentration of the drug ranged from
23 pg/ml to 29 pg/ml, although a concentration of between 1-2 ug/ml is sufficient to achieve
a4B1 integrin saturation. To this fact must be added that most mAbs are dosed on an

individualized basis.

With this background, we aimed to analyze the impact of different parameters including weight,
height, body surface area (BS), body mass index (BMI), age, gender, treatment duration and
dosing interval on natalizumab pharmacology, with the hypothesis that optimizing natalizumab
doses according to individual patient characteristics can ensure maximum drug effectiveness
and minimize the possibility of PML occurrence. To this end, we conducted a prospective study
in which we recruited 32 patients with RRMS under treatment with natalizumab in our hospital
for at least 7 months. Pharmacokinetics was characterized by measuring natalizumab
concentrations in patient serum by enzyme-linked immunosorbent assay and
pharmacodynamics was studied by measuring integrin a4p1 receptor occupancy (RO) by flow

cytometry.

The natalizumab concentrations detected in the samples were very disparate among patients
(ranging from 0.72 to 67 pg/ml). Most patients had concentrations of more than 5 pg/ml.
Analysis of RO also revealed great variability (ranging from 44% to 100%). Weight and BMI
significantly influenced both RO and concentrations (the latter also depended on the dosing
schedule). Finally, a strong association between concentration and RO was confirmed up to a
value of 10 pg/ml, after which RO was lost. Therefore, the serum concentration at which its
correlation with the OR was maximal was calculated, resulting to be 9 pug/ml. In conclusion,
weight, BMI and treatment schedule have a significant impact on natalizumab pharmacology in
each patient. As a consequence, most of our patients were overtreated, and some might be
undertreated due to the current clinical tendency to use the extended dose schedule.
Furthermore, the RO is highly concentration-dependent until reaching 9 pug/ml, beyond which
receptor saturation occurs in most patients. Our findings provide the basis for strongly
recommending the measurement of serum natalizumab concentration and RO in order to

personalize the treatment scheme, avoiding inefficient drug use.
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1. ESCLEROSIS MULTIPLE: DEFINICION

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crénica del sistema nervioso central (SNC) que
se caracteriza por presentar inflamacion, desmienilizacidon y neurodegeneracion. Se trata de una
patologia heterogénea, multifactorial, mediada por el sistema inmunitario y causada por
complejas interacciones genéticas y ambientales. La enfermedad afecta a alrededor de 2.5
millones de personas en el mundo, principalmente a adultos jovenes y es mas prevalente
en mujeres. El impacto social y econdmico de la enfermedad es muy alto, en parte debido a que
la media de edad de comienzo de la enfermedad es de 30 afos. La mayoria de los pacientes
debutan con la forma conocida como EM recurrente remitente (EMRR), en la que las recidivas
son seguidas por periodos de remisién completa o parcial. Alrededor de un 50% de los pacientes
con EMRR evoluciona a una fase conocida como EM secundaria progresiva (EMSP), la cual esta
caracterizada por un aumento gradual de la discapacidad con o sin recurrencia ocasional
[1] [2]. En torno al 10% de los pacientes con EM presentan un curso progresivo desde el
comienzo, que puede ir acompafiando o no de actividad clinica o radioldgica. Esta forma tiene
como principal caracteristica un empeoramiento de la discapacidad, independiente de la

actividad clinica y se conoce como EM primaria progresiva (EMSP).

La clinica de la enfermedad es muy heterogénea ya que depende de la localizacién de las
lesiones en el SNC y puede iniciarse con sintomas sensoriales, visuales, disfunciones motoras,
fatiga o con déficits cognitivos [1]. Por su parte, tanto la gravedad como la frecuencia de los
brotes, la evolucién de la discapacidad y los patrones de desmielinizacién también varian mucho

entre pacientes. Las razones de dicha heterogeneidad no se conocen del todo por el momento

[3].

2. HISTORIA DE LA ENFERMEDAD

Los primeros en describir la EM fueron Jean Cruveilhier en el afio 1829 y Robert Carswell
alrededor del afio 1837 [4] [5]. Sin embargo, fue Jean-Martin Charcot (1825-1893) quien realizd
la primera descripcion clinica completa de la enfermedad y su correlacién anatomoclinica [6].
Por otro lado, las primeras teorias sobre la etiologia de la EM las realizé Pierre Marie en el afo
1884, postulando un origen infeccioso tras observar que la sintomatologia de la enfermedad se

agudizaba después de infecciones o estados febriles [7].

El concepto de EM como enfermedad de base inmunitaria es introducido por Thomas River en

el ano 1935, quien tras inyectar tejido neural de otra especie en animales de experimentacion,
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demostré que el sistema inmunitario puede atacar a las vainas de mielina de las neuronas [8].
Por su parte, Quinke habia introducido la técnica de puncién lumbar [9], que comenzé a
utilizarse como método diagndstico a partir de 1943 cuando gracias al empleo de técnicas
electroforéticas se encontraron por primera vez aumentos de las gamma globulinas en el liquido
cefalorraquideo (LCR) [10]. Desde el punto de vista clinico, un hecho primordial fue la
introduccion de Kurtzke en el afio 1955 de una escala, conocida como escala expandida del
estado de discapacidad (EDSS, del inglés “expanded disability status scale”), que permitia medir
el grado de afectacién del paciente [11]. Por otro lado, la introduccién de la resonancia
magnética (RM) constituyd un gran avance ya que permite identificar las lesiones

desmienilizantes en el SNC [12].

3. EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de la enfermedad es muy dispar a nivel mundial, siendo las zonas mds afectadas
Europa, Estados Unidos, Japdén, Australia y Nueva Zelanda. La mayor frecuencia de la
enfermedad se da entre los 40-602 de latitud norte y ocurre lo mismo en el hemisferio sur. En
los afios setenta, Kurtzke agrupd las distintas zonas de prevalencia en zonas de riesgo alto (>30
casos por cada 100 000 habitantes), de riesgo medio (de 5 a 25 casos) y de riesgo bajo (<5 casos)
[13]. Sin embargo, la prevalencia ha aumentado en las Ultimas décadas y actualmente se clasifica
de la siguiente forma: alta >100, media, de 50 a 100 y baja <50. En el sur de Europa y en Espafia
concretamente, la prevalencia ha aumentado en las dos ultimas décadas y, de hecho, estd
incluida entre los paises con prevalencia alta, con alrededor de 100 casos por cada 100.000

habitantes [14] [15].

4. ETIOLOGIA

Se asume que su origen es autoinmune, aunque la causa exacta de la enfermedad es
desconocida. Lo que si que se puede afirmar es que es una enfermedad de origen multifactorial,
en la cual coexisten tanto factores ambientales como genéticos, aunque no se sabe en qué
medida influye cada uno [16]. Los factores etiolégicos que juegan un papel mas importante en

el desarrollo de la EM son:
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4.1. FACTORES GENETICOS:

La EM es una enfermedad genéticamente compleja que no sigue un patron de herencia
mendeliana e influyen en ella numerosas variantes genéticas que aumentan la susceptibilidad
de padecer la enfermedad. El 20% de los pacientes tiene al menos un familiar con EM. Ademas,
existe una tasa de concordancia entre gemelos monocigéticos del 31% frente al 5% existente
entre los gemelos dicigdticos; por su parte, el riesgo de padecer la enfermedad entre hermanos
no gemelos 30 veces mayor que en los individuos no emparentados y la mitad para medios
hermanos [17]. También se ha observado que el riesgo a padecer la enfermedad es mayor si
ambos progenitores estan afectados [18].

Hasta la fecha, el complejo conocido como sistema del antigeno leucocitario humano (HLA, del
inglés “Human Leukocyte Antigen”) es el factor genético con mayor asociacion a la EM, aunque
otros genes distintos del HLA y las interacciones entre genes (epistasis) parecen desempefiar
también un papel importante en la patogénesis de la EM [19]. En este sentido, los estudios de
asociacién gendmica (GWAS, del inglés “Genome-Wide Association Studies”) han tenido mucho
éxito en la identificacién de variantes genéticas asociadas a la susceptibilidad de padecer EM
[20]. Hasta la fecha, los cribados gendmicos realizados en diferentes poblaciones, en su mayoria
de ascendencia europea, han revelado 233 regiones independientes a lo largo de todo el
genoma humano significativamente asociadas con esta susceptibilidad, incluyendo 32 efectos
alélicos y de locus independientes dentro de la regién del complejo principal de
histocompatibilidad (CPH). Concretamente, se ha observado que la variante del alelo HLA-
DRB1*15:01 es el determinante genético que confiere el mayor riesgo de padecer EM y muestra
una odds ratio media de 3,08. Adicionalmente, existen otros genes relacionados con la
susceptibilidad a padecer la enfermedad, la mayoria pertenecientes al sistema inmunitario que
codifican para moléculas involucradas en la proliferacién y activacion de linfocitos T. Como
ejemplos podemos citar al receptor del factor de necrosis tumoral (TNF, del inglés Tumor

Necrosis Factor) [21], la IL-2 [22], el receptor de la IL-7 [23] o la sefalizacién por NF-kB [24].

4.2. FACTORES AMBIENTALES:

El desarrollo de la EM se asocia con la exposicién a diversos factores ambientales, especialmente

si esa se produce en edades tempranas (infancia y adolescencia) [25].

Esta demostrado el papel de la vitamina D como factor protector de la enfermedad. Asi, diversos

estudios evidencian una asociacion inversa entre los niveles de vitamina D en sangre de adultos
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jévenes y el riesgo de desarrollar EM [26], correlacidn que se debe, al parecer a su metabolito

activo, la 25-hydroxivitamina [27].

La hipdtesis que propone la infeccién por el virus de Epstein-Barr (VEB) como desencadenante
de la EM se postula desde hace décadas [28]. En este sentido, hace afios, varios estudios
demostraron que la tasa de seropositividad para el VEB es de alrededor del 99,5% en los
pacientes con EM y del 94% en los individuos sanos [29]. Mas recientemente, Bjornevik et al.
analizaron los anticuerpos contra el VEB en el suero de 801 individuos que desarrollaron EM en
una cohorte de mas de 10 millones de personas activas en el ejército estadounidense durante
un periodo de 20 anos (1993-2013). La seropositividad al VEB era generalizada en el momento
del desarrollo de la EM, y sélo uno de los 801 casos de EM era seronegativo en el momento del
inicio de la EM. Treinta y cinco de los 801 casos de EM fueron inicialmente seronegativos y 34

se infectaron con el VEB antes de la aparicién de la EM [30].

El consumo de tabaco es otro factor ambiental que aumenta la susceptibilidad de padecer la
enfermedad [31]. Ademas, en general, los pacientes que fuman experimentan mayor frecuencia

de brotes y son mas incapacitantes [32], y tienen mayor riesgo de conversidon a EMSP [33].

La obesidad y el consumo de sal también se han descrito como factores de riesgo para
desarrollar EM. De hecho, un indice de masa corporal (IMC) elevado en la adolescencia y la nifiez

se asocia con mayor riesgo a desarrollar la enfermedad [34] [35].

5. ANATOMIA PATOLOGICA DE LA ENFERMEDAD

La lesidn caracteristica de la EM son las placas o lesiones focales en la sustancia blanca que son
areas de desmielinizacidn. Las lesiones tienen una distribucion general por todo el SNC, pero se
localizan mas frecuentemente en la sustancia blanca periventricular y subpial y de forma tipica
alrededor de las vénulas poscapilares, lo que produce la alteracién de la BHE. Tipicamente estas
lesiones se localizan en el nervio dptico, las regiones periventriculares, el tronco encefélico y la
médula espinal; tienen un tamano variable, de alrededor de 1,5 cm de didmetro y tendencia a
fusionarse, lo que da lugar a unas placas de mayor tamafio. En ocasiones pueden existir también
placas en la sustancia gris, aunque estas son mas dificiles de identificar al estar las neuronas

relativamente inalteradas [36].

En la fase aguda el fenédmeno predominante es la inflamacién con su componente de linfocitos

T y B, microglia activada y macréfagos que contienen restos de mielina. Se produce, ademas,
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pérdida de oligodendrocitos, de las vainas de mielina, una degeneracién axonal de caracter
variable y proliferacion de astrocitos. Pueden observarse placas con remielinizacién parcial, lo
cual evidencia la existencia de oligodendrocitos o de sus prolongaciones y axones mielinizados

[37].

En la fase crénica los fendmenos preponderantes son la desmielinizacién, la degeneraciéon
axonal y la gliosis. En esta fase la actividad inflamatoria es escasa, pero se produce una
importante pérdida de vainas de mielina y de oligodendrocitos, lo cual deja los axones
desmielinizados o rotos, formandose redes de prolongaciones astrocitarias [37]. En esta fase se
observan ademas lesiones difusas constituidas por nédulos microgliales, nédulos linfoides en la

pia-aracnoides, lesiones en la sustancia gris, desmielinizacion cortical y una atrofia global [37].

Las técnicas inmunohistoquimicas han puesto de manifiesto la importancia diagnédstica de las
lesiones de la sustancia gris, ya que anteriormente su extensién no era apreciable [38]. Las
lesiones corticales pueden ser clasificadas en tres tipos, segun localizacién y extension:
leucocorticales, intracorticales y subpiales [39] [40]. Caracteristicamente, estas lesiones
contienen menor cantidad de células inflamatorias que las activas en la sustancia blanca [41], lo
cual revela su estado cronico. Las lesiones corticales, ademas, estan en relacion con inflamacion

de las leptomeninges [42], asocidndose esto a mayor gravedad y mortalidad [43].

También existen déficits en el transporte axonal, encontrandose dafios en los nddulos de
Ranvier aparte de la disfuncidn axonal, siendo estos fendmenos independientes a la
desmielinizacién local [44]. Estudios recientes apuntan a que la disfuncion axonal es debida al
estrés oxidativo y a una activacion de la microglia [45]. Por ultimo, muy caracteristico de las
formas progresivas son un tipo de lesiones activas que muestran un fino borde de microglia
activada con unos pocos macréfagos que contienen mielina y que se denominan smoldering

lesions (lesiones de lento crecimiento) [46].

6. FISIOPATOLOGIA DE LAEM

La EM es una enfermedad mediada por el sistema inmunitario, de probable origen autoinmune.
En la actualidad se desconocen los mecanismos exactos que la desencadenan, aunque la
hipdtesis mas aceptada apunta a linfocitos T y B autorreactivos especificos de determinados
antigenos presentes en el SNC que, tras su activacion en los ganglios linfaticos periféricos,
atravesarian la BHE y montarian la respuesta inmunitaria inflamatoria responsable de la

desmielinizacidn, la activacién de las células de la glia y el dafio axonal.
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Hoy en dia sabemos, ademas, que existen mecanismos inflamatorios de inicio tanto a nivel

periférico como del SNCy que existe una importante interaccién entre ambos compartimentos.

No esta del todo claro como y donde se produce la activacion de los linfocitos T autorreactivos
en la EM, pero parece ser que tiene lugar a nivel periférico tras la presentacion por parte de las
células presentadoras de antigenos (CPA) de algunos antigenos de mielina en los ganglios
linfaticos cervicales a los linfocitos T [47]. Dichos antigenos de mielina no se han definido
completamente, pero incluyen la proteina basica de la mielina o la glucoproteina mielinica del
oligodendrocito. También se han descrito autoantigenos distintos de los de la mielina. Por otro
lado, el mecanismo del mimetismo molecular (antigenos virales que presentan similitud con
autoantigenos) también se ha propuesto como desdencadenante de la EM y de sus brotes. En
concreto, hay una importante evidencia epidemioldgica en este sentido con el VEB. Finalmente,
el propio dano del parénquima puede exponer autoantigenos adicionales en el proceso que se
denomina “propagacién de epitopos”. Con independencia del antigeno, lo que si es claro es que
las CPA, ya sean linfoides (linfocitos B) o mieloides (células dendriticas, macréfagos y microglia)
juegan un papel fundamental en la activacion de los linfocitos T, ya sea en periferia como en

SNC.

Una posible causa de la activacién aberrante de los linfocitos T autorreactivos seria una
regulacién defectuosa o insuficiente por parte de las células T reguladoras. Esto es debido a que,
aunque la cantidad de linfocitos T reguladores en los pacientes con EM es igual a la de los
pacientes sanos, dichos linfocitos tienen menor expresion de FoxP3 y su capacidad de inhibicion
de la proliferaciéon de linfocitos T CD4+ es menor [48]. De hecho, se ha visto que la aparicién de
respuestas reguladoras adecuadas se asocia con ausencia de autoinmunidad en un modelo

experimental [49].

Tras su activacion en los drganos linfoides secundarios, los linfocitos T autoreactivos, tanto CD4+
como CD8+, aumentan en su superficie receptores de quimiocinas y moléculas de adhesion
(entre las que se incluye la integrina a4f1, diana de natalizumab) que facilitan su migracién y
extravasacion a través de la BHE. Una vez en el SNC, los linfocitos T efectores reconocen de
nuevo su antigeno en el contexto del CPH de las CPA, lo que pone en marcha una respuesta
inmunitaria mediada por los particulares mecanismos de accién de cada subpoblacidon

linfocitaria, que se describen a continuacién (Figura 1).
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Figura 1: inmunopatogenia de la EM.

Adaptada de: Steinman L. Nat Rev Immunol 2009; 9(6):440-7

(a) Las células T expresan la integrina a4fB1 que les permite unirse a los ligandos molécula de adhesién celular vascular 1
(VCAM1) y osteopontina en las células endoteliales que recubren la vénula, atravesar la matriz extracelular mediante
diapédesis y entrar al SNC.

(b) Enelinterior del SNC, la secrecion de citocinas, osteopontina y otras moléculas por parte de las células Ty APC dafia los
oligodendrocitos (productores de mielina).

(c) Las células plasmaticas producen anticuerpos especificos de la mielina, causando un mayor dafio sobre la vaina de

mielina.
(d) Alrededor de la membrana basal de la vénula existen astrocitos que expresan proteina aB cristalina (esta puede inducir

remision en encefalitis autoinmune experimental debido a su papel protector mediante la reduccion de la inlfamacién).

IFNy, interferén-y; IL-23, interleucina-23.

Las células T CD4+ efectoras mas importantes en la EM son las Thl y Th17. Su mecanismo de
accion incluye la activacién de microglia, macréfagos, astrocitos, linfocitos B y linfocitos T CD8+,
a través de la produccidn de sus citocinas caracteristicas que son el IFN-y y la IL-17,
respectivamente. A su vez, la activacion de macréfagos y microglia resulta en fagocitosis y mas
secrecion de citocinas proinflamatorias y quimiocinas que reclutan mas linfocitos T CD4+, T
CD8+, linfocitos B y monocitos al SNC. También se han propuesto mecanismos de dafio directo

de las células Thl y Th17, no bien definidos, sobre oligodendrocitos y neuronas [50].
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En cuanto a los linfocitos T CD8+, sabemos que son los mas abundantes en las lesiones de los
pacientes con EM [51] y que tienen un papel patogénico directo en la EM [52]. De hecho, el
grado de lesidn axonal del paciente es proporcional al nUmero de macréfagos y linfocitos T CD8+
presentes en estas lesiones [53]. Otro hecho que apoya su papel patogénico en la EM es su
expansion clonal en el SNC, LCR y sangre periférica de los pacientes [54]. Los mecanismos
efectores de los linfocitos T CD8+ son la citotoxicidad por liberacién de perforinay granzima By

la secrecion de citocinas proinflamatorias como IFN-y [55].

Por su parte, el papel de los linfocitos B en la patogénesis de la EM tampoco se discute en la
actualidad, como lo demuestra la eficacia de los tratamientos basados en anticuerpos anti-CD20.
De forma similar a los linfocitos T, también hay linfocitos B autoreactivos en los sujetos sanos
cuya tolerancia se rompe en las patologias autoinmunes como la EM. En el caso de los linfocitos
B debemos mencionar que existen los mecanismos dependientes e independientes de las

inmunoglobulinas.

Asi, sabemos que casi la totalidad de los pacientes con EM presentan un aumento de sintesis
intratecal de inmunoglobulinas que se detecta por la presencia de bandas oligoclonales de IgG
o IgM a nivel del LCR, y en las lesiones de estos pacientes podemos encontrar anticuerpos y
componentes del complemento [56]. Sin embargo, el papel patogénico de estos anticuerpos
cuya especificidad incluye algunos antigenos de la mielina no estd claro, a diferencia de otros
anticuerpos caracteristicos de otras patologias autoinmunes como los dirigidos contra la

aquoporina 4 en la neuromielitis dptica [57].

Lo que si parece claro es que la compartimentalizacidn de los linfocitos B en el SNC juega un
papel patogénico en la EM con independencia de la produccién de inmunoglobulinas. Asi, los
podemos encontrar en LCR y en el parénquima cerebral, pero sobre todo en las meninges donde
forman estructuras linfoides terciarias o ectdpicas de tipo ganglionar que contienen también
linfocitos T y células dendriticas. El papel patogénico de los linfocitos B, en especial de los
linfocitos B de memoria, esta respaldado porque el aumento de su porcentaje en LCR [58] se
asocia a una mayor progresién de la enfermedad, que podria estar en relacién con la inflamacién
meningea que contribuye a la propagacidon del dafio cortical subpial. Ademas, la rapida mejoria
producida por los tratamientos anti-CD20 respaldan el papel patogénico de los mecanismos
independientes de los anticuerpos y que pueden incluir su papel en la presentacion antigénica,
la activacidon de los linfocitos T y la secrecién de citocinas, tanto proinflamatorias (TNF-a, GM-
CSF, IL-6) como anti-inflamatorias (IL-35 e IL-10) [59]. En este sentido, en la EM, al parecer estan

mas polarizados a un fenotipo proinflamatorio, siendo defectuosa su funcién reguladora [60].
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Por su parte, en la EM se detecta un aumento de microglia y macroéfagos activados en
localizaciones préximas a las lesiones desmielinizantes activas en las etapas mas tempranas de
la enfermedad, donde van a liberar citocinas proinflamatorias y quimiocinas que reclutan mas
leucocitos hacia el SNC. Producen, ademas, radicales libres de oxigeno y nitrogéno que, junto

con las anteriores, promueven la desmielinizacién y la neurodegeneracion [61] [62].

Los astrocitos son las células de la glia mas abundantes y tienen funciones estructurales y
metabdlicas ademdas de promover la respuesta inmunitaria innata mediante diversos
mecanismos. Concretamente, regulan la expresiéon de moléculas de adhesién de las células
endoteliales de la BHE, permitiendo con ello a los linfocitos acceder al SNC. Ademas, liberan

citocinas y quimiocinas y promueven la activacién de la microglia y de los linfocitos T [63].

En los pacientes con EM los astrocitos tienen una funcionalidad alterada que nos les permite
mantener la integridad de la BHE. Por otro lado, liberan dxido nitrico y de glutamato. Todo ello
provoca disfuncidn en la actividad mitocondrial de las neuronas y una degeneracién axonal [64]

[65].

7. PAPEL DE INTEGRINA A4B1 EN LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Las integrinas representan una de las familias mas importantes de receptores de adhesion
celular que median en las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular. Son proteinas
transmembrana heterodiméricas compuestas por una asociacién estable no covalente entre una
subunidad a y una subunidad B. En los mamiferos se han identificado 24 posibles heterodimeros,
derivados de la combinacién diferencial de 18 subunidades a y 8 subunidades B. De hecho, se

clasifican en funcién de la combinacion de las subunidades a y B [66].

La cadena a4 o CD49d puede asociarse con las subunidades B1 (CD29) o B7. En concreto, la
integrina a4B1 se expresa en la mayoria de los leucocitos (linfocitos, eosindfilos, monocitos,
macroéfagos, células NK, basdfilos y mastocitos) y media la migracion, la localizacién, el trafico,
la diferenciacién, la activacion y la supervivencia de las células que la expresan. Sus ligandos son
las moléculas VCAM-1 (del inglés “vascular cell adhesion molecule 1”), fibronectina, JAM-B (del
inglés “junctional adhesion molecule-B”) y MAdCAM-1 (del inglés “mucosal vascular addressin

cell adhesion molecule-1") [66] [67] [68] [69].

Como puede apreciarse en la figura 2, la integrina a4p1 o VLA-4 (del inglés “very late antigen-

4") esta estrechamente relacionada con varios procesos de la respuesta inmunitaria, asi la
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administracion a largo plazo de un agente anti integrina a4B1 puede afectar (a) a la generacion
de la respuesta inmunitaria asi como a la diferenciaciéon de las células T, (b) a la llegada de
linfocitos a los focos de inflamacidn, (c) y a la fase efectora de la respuesta inmune mediada por
células. Asi, cuando se administra un anti integrina a4f1 puede darse una interferencia en la
sinapsis inmune formada por las células T CD4+ y las células dentriticas presentadoras de
antigenos (1), inhbiendo la diferenciacidn de los linfocitos Th1, y favoreciendo la de los Th2 (2).
Sin embargo, algunos agentes anti integrina a4B1 pueden actuar como moléculas agonistas,
promoviendo la diferenciacion de los linfocitos Th1 (3). Aunque el putativo contra-receptor de
integrina a4fB1 en estas CPA podria corresponder a VCAM-1 o integrina a4f1, esta posibilidad
requiere mas estudios. El efecto mejor caracterizado de los agentes anti integrina a4B1 se ejerce
sobre la extravasaciéon de los leucocitos a los focos inflamatorios, especificamente durante su
anclaje/rodaje (4), la adhesion firme (5) en el endotelio activado, y su migracion transedotelio
(6) como consecuencia del bloqueo de las interacciones integrina a4f1/VCAM-1, integrina a4p1
/MadCAM-1. Ademas, el bloqueo de integrina a4B1 podria interferir en la migracion de los
leucocitos a través de la matriz extracelular mediante la inhibicion de su interaccién con Ila
fibronectina (7). Por ultimo, podemos apreciar la posible implicacién de integrina a4B1 en la

interaccion de las células T citotdxicas CD8+ con algunas células diana (8).
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Figura 2: posibles consecuencias del bloqueo de la integrina a481.

Adaptada de: Gonzdlez-Amaro R. Inmunology.2005; 116, 289-296

Para unirse al endotelio de la BHE y transmigrar al SNC durante el desarrollo de la EM, las células
inmunitarias participan en un proceso de extravasacién que implica su salida del torrente
sanguineo hacia el paréquima del SNC. La primera fase de este proceso se denomina rodamiento

y consiste en la adhesidén celular reversible mediada por las selectinas P y E sobre el endotelio
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activado por las citocinas derivadas del tejido inflamado, como TNF-a e IL-1. A su vez, las células
endoteliales activadas aumentan la expresion de los ligandos de las integrinas leucocitarias a41
y aLB2 como VCAM-1 e ICAM-1 y producen quimiocinas que serdn responsables, a través de la
union a sus receptores correspondientes, de mediar la activacién y el cambio conformacional de
las integrinas leucocitarias como a4p1 [70].Por su parte, la distribucidn en general difusa de
VCAM-1 en la superficie endotelial se concentra debajo de la célula con la integrina a4p1
previamente activada, lo que promueve la adhesidn leucocitaria al endotelio activado. Este es
un paso esencial ya que garantiza la fase de la adhesién firme de dichas integrinas con sus
ligandos endoteliales como VCAM-1 o ICAM-1 y que precede a la migracién hacia el lugar
lesionado [71]. Por su parte, la unidon de los leucocitos mediante a4B1 a fibronectina u
ostepontina garantiza también la adhesién a la matriz extracelular y la migracion
intraparenquimatosa, perpetuando la inflamacién a nivel del SNC. Dicha interaccién funciona
ademads como una segunda sefial o sefial coestimuladora en la activacién de los linfocitos T. En
este sentido, como ya se ha comentado, a4fB1 participa en la sinapsis inmunitaria entre las CPA
y los linfocitos T lo que favoreceria la diferenciacién Thl asi como en la sinapsis citotdxica entre
los linfocitos T y sus células diana [72]. Finalmente, VCAM-1 no se expresa en el SNC en
condiciones normales. Sin embargo, bajo condiciones de inflamacién se puede expresar en

pericitos y astrocitos.

Todas estas propiedades hacen de a4B1 una diana terapéutica atractiva en patologias que
cursan con inflamacion crénica como es el caso de la EM vy alld por los afios 90 se comenz6 a
usar anticuerpos anti-a4fB1 antagonistas en distintos modelos de enfermedad inflamatoria
como la encefalitis experimental autoinmune (EAE), que constituye el modelo animal de EM mas
empleado en investigacion [73] [74] [75]. La EAE consiste en la inyeccidn de una de las proteinas
de la mielina en roedores que desarrollaran una enfermedad con caracteristicas muy similares
a las de la EM humana. La primera evidencia del papel patogénico de la integrina a4p1 derivd
del trabajo de Yednock et al que utilizaron un modelo de EAE en el que inyectaban por via
peritoneal linfocitos T especificos de la proteina basica de la mielina. La inyecciéon de un
anticuerpo anti-a4f1 dos dias antes de administrar los linfocitos T prevenia la paralisis de los
animales o reducia de forma significativa su severidad. Estudios posteriores en otros modelos
animales corroboraron los hallazgos de Yednock asi como la confirmacién de que el grado de

infiltracidn del SNC correlacionaba con los niveles de expresion de a431 [76].

Curiosamente, la via integrina a4B1/VCAM-1 podria estar relacionada con la mayor
susceptibilidad de las mujeres a la EM, como pudo apreciarse en un estudio en el que las

hormonas sexuales masculinas fueron capaces de suprimir la expresidon de B1 en las células T
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femeninas cebadas con la proteina basica de mielina, mientras que las hormonas sexuales

masculinas no produjeron efecto [77].

8. FORMAS CLINICAS DE LA ENFERMEDAD:

Una de las seias de identidad de la EM es su gran variabilidad, ya que los sintomas y signos estan
determinados por la localizacién de las lesiones desmielinizantes que se pueden desarrollar a lo
largo de todo el neuroeje. Aunque la inflamacién se produce en todo el parénquima, las lesiones
se localizan especificamente en ciertas partes del SNC (periventriculares, nervio y quiasma
Optico, tronco cerebral, pedunculos cerebelosos, médula), y desencadenan debilidad,
parestesias, alteracion de la vision, diplopia, nistagmo, disartria, temblor intencional, ataxia,
alteracion de la sensibilidad profunda, disfuncidn vesical, paraparesia, alteraciones emocionales,
deterioro intelectual, ademas de otros sintomas. Todo ello va a crear una compleja combinacion
de sintomas y signos que puede conducir al diagnéstico de la EM, siempre y cuando exista
evidencia clinica o paraclinica de diseminacién tanto en espacio (mas de una lesidn en el

neuroeje) como en tiempo (mads de un episodio de disfuncién neuroldgica) [78].

La EM suele evolucionar en dos fases, la primera caracterizada por la presencia de brotes de
disfuncidn clinica acompafnados de gran actividad en la RM y una segunda fase en la que, tras
afios de evolucidn de la enfermedad, una parte de los pacientes entra en una fase progresiva,
en la que puede o no haber brotes y en la que se detecta menos actividad en EM, pero en la que
existe un creciente grado de atrofia cerebral. Hoy en dia se postula que la atrofia y la progresion
que experimentan algunos pacientes tienen lugar desde el principio, como un continuo. Aunque
en todas existen cambios inmunoldgicos y neuropatoldgicos, en la primera fase predominan
mecanismos compensatorios como la reorganizacién y redistribucién de las redes funcionales o
la capacidad adaptativa de los sistemas neuronales y de la plasticidad cerebral, sin embargo, en

la segunda estos van disminuyendo [Figura 3].

Al primer episodio que sugiere enfermedad desmielinizante se le denomina Sindrome
Desmielinizante Aislado (SDA) y es la forma de presentacion mas frecuente. Este puede afectar
a cualquier zona del SNC siendo las mas frecuentes el nervio oOptico (neuritis Optica
desmielinizante), la médula espinal (mielitis transversa) y el tronco de encéfalo. Del total de
pacientes que padece un SDA, un alto porcentaje desarrollara una EM clinicamente definida
[79]. De ellos, alrededor de un 90% van a presentar episodios o brotes de disfuncién neuroldgica

mas o menos reversibles, los cuales se van a ir repitiendo cada cierto tiempo y van a ir dejando
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secuelas funcionales neuroldgicas. Esta forma clinica es la denominada EMRR [80]. Al transcurrir
en torno a 10 afios, un 50% de los pacientes van a pasar a un estado progresivo carente de fases
de remision que denominamos EMSP. Los pacientes que muestran un curso progresivo desde el

comienzo, se dice que presentan esclerosis multiple progresiva primaria (EMPP).
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Inflammatory
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Figura 3: Curso clinico de la EM.

Adaptada de: M.F et al. Nature Reviews Disease Primers, 2018 Nov 8;4(1):43

9. MANIFESTACIONES CLINICAS DE LA ENFERMEDAD: SIGNOS Y
SINTOMAS.

El paciente puede debutar a cualquier edad, aunque rara vez lo hace antes de los 10 o después
de los 60 anos. En general, el comienzo de la enfermedad va a producirse entre los 25 y los 40
afios (siendo el pico de mayor incidencia entre los 25 y 30 afios) [81], y afecta mas a mujeres

(60%) que a hombres (40 %) [82].

En el transcurso de la enfermedad se van a ver afectados la mayoria de los sistemas funcionales

neurolégicos, produciéndose de forma mas comun alteraciones motoras (90% de los pacientes),
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sensitivas (77% de los pacientes) y cerebelosas (75% de los pacientes), seguidas por las
alteraciones del tronco cerebral, de los esfinteres, cognitivas y visuales. A medida que la
enfermedad evoluciona, el paciente va a desarrollar una combinacidon cada vez mayor de

sintomas y signos [82].

En cuanto a la recurrencia de los brotes, ésta es variable, aunque se producen alrededor de 0,9
brotes al afio en los pacientes en la fase de EMRR y 0,30 independientemente de la forma clinica
en la que el paciente se encuentre. Las recaidas se producen en el primer afio en un 30% de los
pacientes, en un 20% a partir del segundo y hasta alrededor del noveno afio y en un 10% a los
10-30 afios. Cuanto antes sufra una recaida el paciente, peor sera el pronédstico de su
enfermedad [82]. Existen ciertos sintomas que, aunque no son exclusivos de la EM, si son muy
comunes, como el signo de Lhermitte, atrofia muscular, dolor crénico, fatiga, epilepsia, cuadros
pseudotumorales, trastornos afectivos, narcolepsia, alteraciones esfinterianas, neuritis dptica,

afectacion sexual, etc [83].

Debido a la necesidad de analizar la evolucién clinica de los pacientes con EM se han
desarrollado una serie de escalas. Las mas utilizadas son la EDSS que puntua la disfuncién de 0
(normal) a 10 (fallecido), con intervalos de 0,50 puntos [83] y la denominada escala funcional
compuesta de EM (MSFC, del inglés “multiple sclerosis functional composite scale”). La
puntuacién en esta ultima se calcula sumando las puntuaciones que el paciente obtiene en tres

test estandarizados [84].

10. DIAGNOSTICO

El diagndstico de la EM es eminentemente clinico, atendiendo a la presencia de sintomas y
signos que indiquen la existencia de dos lesiones independientes en el SNCy a que haya 2 o mas
episodios de disfuncién neuroldgica. Es decir, mediante criterios de diseminacion espacial y
temporal al tiempo que se excluyen otras causas de enfermedad. Aunque el diagndstico es
clinico, este debe acompafiarse de criterios diagndsticos, ya que no existe ningln signo
patognomodnico de la enfermedad y que varias enfermedades del SNC son similares a la EM
(infecciosas, autoinmunes, metabdlicas, degenerativas), por lo que es imprescindible el uso de
pruebas complementarias. Estas son el estudio del LCR, la RM cerebral y medular y los
potenciales evocados, si bien estos ultimos hoy dia apenas se usan. Gracias a la valoracion de la
clinica y estos métodos, la EM se diagnostica de forma mas segura y precoz, lo cual ha mejorado

su evolucidén [85].
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10.1 RESONANCIA MAGNETICA:

Es imprescindible para el diagnéstico diferencial ya que nos permite descartar otras
enfermedades, evidenciar la presencia de lesiones desmielinizantes sin sospecha clinica o
determinar en un solo estudio los criterios de diseminacién espacial y temporal. Ademas,
permite elaborar un mapa mas completo de la enfermedad debido a que la actividad mostrada
en RM aparece antes que los sintomas clinicos y es, en muchas ocasiones, 20 veces mas

frecuente que los brotes clinicos.

10.2 LiQuIDO CEFALORRAQUIDEO

El LCR de los pacientes con EM es de aspecto normal a nivel macroscépico, transparente,
incoloro y con una presiéon normal. También la celularidad (con una mayoria de linfocitos T) asi
como las proteinas totales y albumina suelen ser normales, aunque pueden estar ligeramente
elevadas. La sintesis intratecal de IgG es el hallazgo fundamental en el LCR de lainmensa mayoria
de los pacientes con EM y puede ser estudiada por métodos cuantitativos y cualitativos. Los
primeros se basan en la determinacién de varios indices, siendo los mas utilizados el indice
cuantitativo de Tourtellote [86] y los indices semicuantitativos de Tibbling [87] y de Reiber [88].
Todos ellos tienen en cuenta la funcion de la BHE, ya que introducen en su férmula el cociente
albimina LCR/suero, el cual ha de ser menor de 0.7 en individuos sanos: indice IgG=
(IgGLCR/IgGsuero)/ (AlbuminalLCR/Albuminasuero). Los valores normales se hallan en el rango
de 0.3-0.66. La existencia de valores por encima indica que se estda produciendo sintesis
intratecal de IgG. La albdmina es Unicamente sintetizada en el higado, asi ante un aumento de
la 1gG del LCR y también de la albumina, el cociente permaneceria dentro de los limites
normales, debiéndose ello a una disfuncién de la BHE. Pero al producirse mayor sintesis de I1gG
dentro del SNC tendremos niveles aumentados de I1gG en LCR, pero no de albumina, de manera

que el cociente aumenta por encima del limite establecido [89].

Los métodos cualitativos son mas sensibles y estan fundamentados en la deteccién de bandas
oligoclonales (bandas aisladas en la regidén catddica de los anadlisis electroforéticos del LCR),
producidas por uno o mas clones de células plasmaticas. Hay que tener en cuenta que pueden
conducir a falsos positivos, pues estas bandas también pueden aparecer en otras enfermedades
como la panencefalitis esclerosante subaguda, varias infecciones viricas, infecciones crénicas del

SNC, en el sindrome de Guillain-Barré, etc.
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Los parametros generalmente afectados en el LCR de los pacientes con EM son: presencia de
bandas oligoclonales, elevacién de la IgG, elevacién del porcentaje de gammaglobulinas,
elevacidn de las células y de las proteinas totales y un indice 1gG elevado. En casi el 100% de los
casos se encuentra anormalidad en alguno de estos pardmetros [90]. Por su parte, la sintesis

intratecal de inmunoglobulinas IgM se asocia a un peor pronéstico de la EM [91] [92].

Por otro lado, la presencia de mas de 50 células, de leucocitos polimorfonucleares, como la de
mas de 100 mg/100 ml de proteinas totales, asi como la ausencia de bandas oligoclonales
deberia significar que el paciente padece otra enfermedad [93]. Resumiendo, el analisis del LCR
es muy relevante tanto en el diagndstico positivo como diferencial de la EM, tanto es asi que
constituye un criterio diagndstico mas. Sin embargo, por si mismo no permite concluir de
manera univoca el diagnéstico de la EM, ya que otras patologias de tipo inflamatorio o infeccioso

podrian dar lugar a los mismos resultados [94].

10.3 CRITERIOS DIAGNOSTICOS:

Los mas utilizados al principio fueron los postulados en 1983 por Poser [95]. Sin embargo, en el
afio 2000, y debido sobre todo a la concienciacién de la suma importancia que tiene el
diagndstico temprano de la enfermedad, se imponen los establecidos por McDonald, que han
sido revisados en 2005, 2010 y 2017 [94] [96]. Dichos criterios, ademas de adelantar el
diagnéstico de EM de forma significativa, definen de forma mas precisa las formas progresivas
primarias. Principalmente estan fundamentados en la diseminacién en espacio y tiempo de las
lesiones, valoradas por la aparicion de nuevos brotes o por RM. La diseminacidn en el espacio
se puede demostrar con la presencia de al menos dos lesiones en T2 en los territorios
considerados caracteristicos de la EM (yuxtacortical, periventricular, infratentorial y medular).
La diseminacidn en el tiempo se demuestra por la aparicion de nuevas lesiones en T2 y/o una
lesién captante de gadolinio en comparacién con una RM previa o por la existencia de lesiones
captantes y no captantes en RM. La ultima revision en 2017 de los criterios de McDonald
introduce los siguientes cambios: en pacientes con SDA y demostracion clinica o por RM de
diseminacion en el espacio, la presencia de bandas oligoclonales especificas del LCR permite el
diagndstico de esclerosis multiple; las lesiones sintomaticas pueden utilizarse para demostrar la
diseminaciéon en el espacio o en el tiempo en pacientes con sindrome supratentorial,
infratentorial o medular; y las lesiones corticales pueden utilizarse para demostrar la

diseminacion en el espacio [94].
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11. TRATAMIENTOS

El tratamiento estdndar de la EM se puede dividir en 3 tipos: sintomatico, cuyo objetivo es
mejorar la calidad de vida de los pacientes, el tratamiento de los brotes y el tratamiento que
incide sobre la fisiopatologia de la enfermedad, también conocido como tratamiento

modificador de la enfermedad (TME) [97].

11.1 TRATAMIENTOS MODIFICADORES DE LA ENFERMEDAD

Los TME modulan o inhiben la respuesta inmunitaria, disminuyendo la actividad inflamatoria
dentro del SNC. Actualmente se ha conseguido modificar el componente inflamatorio de la
enfermedad, sin embargo, no se dispone de ninglin fdrmaco que modifique de forma especifica
el componente neurodegenerativo (predominante en las fases mas avanzadas). La actividad de
la EM se va a medir de 3 formas diferentes: i) nimero de brotes ii) la actividad inflamatoria
detectada en la imagen por RM encefdlica y medular y lesiones captantes de gadolinio v iii) la
progresion de la discapacidad confirmada por dos exdmenes separados en 6 meses [98]. Con la
finalidad de disponer de un marcador que pudiera indicar que un farmaco es efectivo, surgié el
término de “no evidencia de actividad de la enfermedad” (NEDA, del inglés “no evidence of
disease activity”), que se cumple con los siguientes criterios: ausencia de brotes, no mayor carga
lesional y no progresién de la discapacidad (NEDA-3). Algunos autores incluyen un fenémeno
mas a la hora de definir este concepto, el NEDA-4, que también considera la ausencia de pérdida

de volumen cerebral [99].

El tratamiento de la EM se debe iniciar cuanto antes para ser mas efectivo, reduciendo en mayor
grado la evolucién de la discapacidad [100]. Por ello y porque se trata de tratamientos crénicos,
que necesitan controles analiticos y radioldgicos regulares y periddicos, es sumamente

importante concienciar al paciente de la adherencia al tratamiento.

En cuanto a la seleccidn del farmaco, segun las guias de tratamiento, se deberia de comenzar
con uno de eficacia moderada y cambiar a uno de eficacia alta si el primero no era eficaz, para
utilizar los de mas alta eficacia como ultima opcién (escalado de la terapia). Sin embargo, en la
actualidad se tiende a individualizar el tratamiento en funcién de la actividad o el prondstico de
la enfermedad. De este modo, se puede iniciar el tratamiento directamente con un fdrmaco mas
eficaz si la enfermedad es muy activa o presenta signos de mal prondstico [101]. Hemos de tener

muy claro que no existen estudios directos comparativos de eficacia entre la mayoria de los
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farmacos, Unicamente estudios indirectos, hecho que hace muy complicado decir de forma

taxativa cual es el farmaco mas eficaz.

Fdrmacos de eficacia moderada y media
Interferon

Su mecanismo de accién no es del todo conocido, aunque se sabe que actua reduciendo la
proliferacién celular y la capacidad de presentacién antigénica. Por otro lado, reduce la entrada
de linfocitos T al SNC a través de la BHE, por medio de la interaccion en la adhesion molecular e

inhibiendo la produccién de metaloproteasa 9 [102].

Existen tres tipos de interferén: IFNB-1B, IFNB-1A y PEG-IFN, que reducen la tasa de brotes en
pacientes con EMRR y la progresidn de la enfermedad en porcentajes variables [103] [104] [105]

[106].

|II

Sus efectos secundarios mas frecuentes son “sindrome pseudogripal” y lesiones cutaneas en el
lugar de la inyeccidn. Ademas, algunos pacientes van a desarrollar anticuerpos contra los

diferentes tipos de interferones, disminuyendo la efectividad [106].

Acetato de glatiramero

Bloquea a los receptores de los linfocitos T activados y a las CPAs, impidiendo de este modo que
se desencadene el ataque inflamatorio a la mielina del SNC. Esto es posible gracias a que su
estructura molecular es altamente parecida a la proteina bdsica de la mielina producida por el

oligodendrocito [107].

Se administra por via subcutdnea y sus reacciones adversas son escasas. Es un farmaco muy

utilizado en embarazo y lactancia [107].

Teriflunomida

Actua inhibiendo la dihidroorotato deshidrogenasa, lo que bloquea la sintesis de novo de las
pirimidinas y de este modo la expansion clonal de los linfocitos activados. Se administra por via
oral y tiene un gran perfil de seguridad, siendo bien tolerado, aunque requiere monitorizar la

cifra total de linfocitos en sangre pues puede producir linfopenia [108].
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Dimetilfumarato

Activa la via de transcripcion del factor nuclear Nrf2 responsable de mediar en la respuesta
celular al estrés oxidativo, protegiendo a las células del SNC. Ademas, inhibe al factor nuclear
kappa B (FNkB) que esta relacionado con la expresidon de genes pro inflamatorios [109]. Se
administra por via oral y produce dolores abdominales y sofocos, que se pueden prevenir con la
ingestidon de alimentos y antiinflamatorios. Puede producir linfopenia, por lo que hay que vigilar

los valores linfocitarios del paciente de forma periddica [110].

Fdrmacos de alta eficacia
Fingolimod

Fue el primer farmaco aprobado para tratar la EMRR por via oral. En su forma fosforilada se une
al receptor de la esfingosina-1-fosfato (S1PR), un lipido extracelular que promueve el egreso de
los linfocitos de los ganglios linfaticos. Fingolimod produce la internalizacion de S1PR presente
en la superficie de los linfocitos y bloquea, asi, la salida de los linfocitos T de los ganglios linfaticos
al torrente circulatorio y su llegada al SNC. Ademas, promueve la remielinizacion y la

neuroproteccion [111].

El farmaco aumenta el riesgo de sufrir infecciones debido al secuestro de los linfocitos en los
ganglios linfaticos y puede llegar a producir una linfopenia severa [111]. Por ello, al inicio del
tratamiento se debe vacunar a los pacientes contra la varicela. Ademas, se debe realizar un
electrocardiograma porque puede provocar bradicardia tras la primera dosis y vigilar el fondo

de ojo y la piel ya que puede producir edema macular y neoplasias cutaneas.

Ozanimod, Siponimod y Ponesimod

Los tres son moduladores de nueva generacion de S1P1. A diferencia de fingolimod se unen de
forma selectiva a los subtipos 1 y 5 de S1PR en el caso de los primeros y al subtipo 1 en el caso

del ponesimod, por lo que su perfil de seguridad ha de ser mejor que el de fingolimod [112].

Cladribina

Se trata de un andlogo sintético de la desoxiadenosina que a diferencia de ésta no es degradado
por el enzima adenosindeaminasa. En el interior celular se fosforila a cladribina trifosfato e
interfiere en la sintesis y reparacién del ADN a través de su incorporacién al ADN y de la

inhibicidn de las enzimas que participan en el metabolismo del ADN, como la ADN polimerasa y
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la ribonucledtido reductasa. Esto, a su vez, provoca roturas de la cadena de ADN vy, en ultima
instancia, la muerte de la célula. Actia de forma bastante selectiva sobre los linfocitos Ty B

[113].

Ocrelizumab

Es un anticuerpo monoclonal dirigido contra la molécula CD20, que se expresa casi
exclusivamente en los linfocitos B maduros, por lo que no elimina las células B precursoras ni de
las células plasmaticas. Se administra por IV y su perfil de seguridad es bueno; es, en general, un
farmaco bien tolerado, que produce raramente un aumento de la frecuencia de las infecciones
respiratorias. Es, junto con el siponimod, el Unico que se ha aprobado para las formas

progresivas [114].

Alemtuzumab

Este anticuerpo monoclonal bloquea la molécula CD52 expresada en la superficie de todos los
leucocitos, el cual actia como via de sefializacién tanto en linfocitos T como en los B. Al ser
bloqueado se produce una destruccién linfocitaria en sangre periférica, provocando una intensa
linfopenia en sangre, teniendo menor efecto en dérganos linfoides secundarios y sin apenas
efecto en medula dsea. A partir del segundo aino, pueden aparecer enfermedades autoinmunes
y trastornos tiroideos. El riesgo de infecciones es mayor durante el primer mes después de la
infusidn [115]. De forma rutinaria se debe vacunar al paciente contra el virus varicela zoster y

realizar la prueba de la tuberculosis.

Mitoxantrona

Tiene un perfil de seguridad y una eficacia peores que otros farmacos usados en EM por lo que
actualmente estd en desuso para esta enfermedad. El mecanismo de accién se basa en su
pequefio tamafio molecular, que le permite atravesar la BHE y actuar sobre el SNC, impidiendo
la proliferacién de los linfocitos T y B inhibiendo la replicacion y transcripcion del ADN al
intercalarse en éste. Adicionalmente este farmaco disminuye la secrecidn de citocinas

proinflamatorias e induce apoptosis de macréfagos [116].

51



Eleccion del tratamiento

Segun el consenso elaborado por la Sociedad Espafiola de Neurologia, la eleccién del
tratamiento se debe realizar mediante un algoritmo basado en la actividad y el prondstico de la
enfermedad, el sexo del paciente, su proyecto de vida y sus preferencias y el ratio

riesgo/beneficio [101].

De este modo, en el SDA el tratamiento de inicio seria IFNB-1A subcutaneo, IFNB-1A
intramuscular, IFNB-1B o el acetato de glatiramero. En la EMRR, los tratamientos de primera
linea son IFNB-1B subcutaneo, IFNB-1A subcutdneo e intramuscular, PEG-IFN subcutaneo,

acetato de glatirdmero, dimetilfumarato y teriflunomida.

En los casos en los que el paciente debute con brotes muy frecuentes e incapacitantes, alta carga
lesional en la RM y presencia de bandas oligoclonales en el LCR se deberia iniciar el tratamiento
con farmacos de alta eficacia. De lo contrario, estos se deben reservar para las situaciones en
las que la respuesta al tratamiento de primera linea no haya sido la esperada, es decir, cuando
a pesar del tratamiento, el paciente continta sufriendo brotes clinicos o se detecta aumento de

la discapacidad o actividad inflamatoria registrada en imagen por RM [98].

Corticoides

Son el tratamiento de eleccidn para los brotes y se utilizan a altas dosis, en general 1.250 mg por
via oral de metilprednisolona o 1.000 mg por via IV diariamente durante 3 a 5 dias dependiendo
de si el brote es sensitivo o motor [117]. El uso de corticoides reduce la duracion de los sintomas
provocados por el brote, sin embargo, no va a prevenir la aparicién de nuevos brotes ni que la
enfermedad siga evolucionando. Cuando los corticoides estén contraindicados se debe recurrir

a la plasmaféresis [118].

11.2 NATALIZUMAB

Es un anticuerpo monoclonal humanizado que reconoce de forma selectiva la integrina a4B1y
es, por tanto, un farmaco biolédgico [119] que pertenece al grupo farmacoterapéutico de los
agentes inmunosupresores selectivos con cddigo ATC LO4AA23. Se desarrolld mediante la
insercidn de las regiones de complementariedad del anticuerpo bloqueante murino AN100226m
en el marco de una IgG4. Se selecciond el isotipo IgG4 porque no media citotoxicidad y parece

perdurar mas en la circulacion que el resto de isotipos. Al igual que AN100226m, natalizumab
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bloqueaba de forma eficaz la interaccién entre la integrina a4B1 y VCAM-1 y revertia los

sintomas y la infiltracion por los linfocitos T en un modelo animal de EAE [120].

Debido a su baja biodisponibilidad oral (son rdpidamente degradados por las enzimas
proteoliticas o desnaturalizados por el pH 4cido del estémago), todos los AcMo aprobados en la
actualidad se administran por via parenteral, bien IV, subcutanea o intramuscular. Tras su
administracion, la absorcién de los AcMo se produce a través del sistema linfatico. En general,
la maxima concentracion del AcMo se alcanza transcurridos 1-8 dias desde su administracion y

la biodisponibilidad varia entre el 50 y 100%.

Los AcMo no circulan en plasma unidos a proteinas, dependiendo su distribucidn a los diferentes
tejidos Uunicamente de su capacidad de difundir a través de las membranas celulares. Debido a
su baja capacidad de difusion, la concentracién del AcMo en el fluido intersticial en el estado
estacionario es mucho menor que en la circulacidn, por ello su volumen de distribucion (Vd) es
relativamente  bajo, siendo aproximadamente igual al volumen plasmatico,

independientemente de la dosis utilizada [121].

Debido a su alto peso molecular, solo una pequefia porcion sufre filtraciéon glomerular. Asi pues,
las Igs son eliminadas mediante su degradacion a péptidos y aminodcidos por parte del sistema
reticulo endotelial. Adicionalmente, la eliminacién mediada por el receptor también desempefia
un papel importante en su catabolismo. Esta consiste en la internalizacidn del AcMo a través del

receptor, con el consecuente catabolismo intracelular por parte de los lisosomas [121].

Es importante apuntar también que la eliminacion de los AcMo es un proceso dependiente de
concentracién, siendo de hecho a menudo un proceso saturable que depende en gran medida
de la expresion del receptor. Asi, su aclaramiento desciende en general con la dosis. Este seria
el caso del natalizumab. Sin embargo, en AcMo cuya diana es un antigeno soluble como el factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés vascular endothelial growth factor), el

aclaramiento no varia tanto con la dosis [121].

En general, la semivida de los AcMo aumenta desde los anticuerpos quiméricos (8-10 dias) hasta

los humanizados (natalizumab) o los totalmente humanos (20-30 dias) [121].

La mayoria de los AcMo muestran un perfil farmacocinético caracterizado por un modelo
bicompartimental lineal con una rapida fase de eliminacién, caracterizado por un corto proceso
de distribucion, seguido de un proceso mas lento de eliminacién mediado por un aclaramiento
no especifico dependiente del sistema reticuloendotelial y de la interaccidon con el receptor

neonatal FC (FcRn) [121].

53



Farmacocinética de natalizumab

Segun los estudios realizados por varios grupos, al administrar entre 1y 3 mg/kg de natalizumab
a voluntarios sanos o a pacientes con EM, las concentraciones del fdirmaco son detectables en
sangre durante un periodo que puede durar entre 3 y 8 semanas [119] [122]. Tras la
administracién repetida por via IV de una dosis de 300 mg de natalizumab, la concentracidn
maxima (Cmax) media observada es de 110 + 52 pg/ml. La media de las concentraciones de
natalizumab en el estado de equilibrio durante el periodo de administracién oscila entre 23
pg/ml y 29 pg/ml. El tiempo previsto hasta alcanzar el estado de equilibrio es de

aproximadamente 36 semanas [119].

Por otro lado, su Vd es relativamente pequeino, permaneciendo el fdrmaco casi en su totalidad
en el torrente vascular, sin embargo, al administrar una sola dosis, la Cmax tarda alrededor de
1-2 h en ser alcanzada. El farmaco posee un largo tiempo de vida media (T1/2): su concentracion
en sangre disminuye de forma muy lenta y tarda entre 1 y 2 semanas en reducirse a la mitad.
Esto permite que se mantenga una alta saturacién de la integrina a4B1 durante ese periodo. Los
pardmetros farmacocinéticos de natalizumab en el estado estacionario son los siguientes: la vida
media de eliminacién (Kel 1/2) es de 11 * 4 dias, el aclaramiento (Cl) es de 16 £+ 5 ml/h y el Vd

de5,7+1,9[122].

A pesar de que no se han realizado estudios para investigar los efectos que podrian tener sobre
la farmacocinética una insuficiencia renal o hepatica, los mecanismos de eliminacién y los
resultados de los andlisis farmacocinéticos poblacionales sugieren que no serian necesarios
ajustes de la dosis en estos casos; tampoco la administracién concomitante de otros farmacos
parece alterar su farmacocinética. Lo que si le afecta es la presencia de anticuerpos anti
natalizumab, pudiendo aumentar 3 veces la velocidad del aclaramiento plasmatico del farmaco,

lo cual disminuye su concentracidn en sangre hasta unos valores que no garantizan su eficacia.

Cuando el farmaco se administra segun ficha técnica, la saturacién del receptor de integrina
a4B1 es mayor del 70% transcurridas 4 semanas desde la ultima dosis. Por su parte, sus
concentraciones plasmaticas y sus efectos biolégicos persisten incluso durante 12 semanas tras
suspenderlo [123]. Por ello, si es necesario acelerar la completa eliminacion del farmaco en caso
de LMP, se debe recurrir a la plasmaféresis a fin de conseguir la desaturacién de las integrinas
a4, que se logra cuando los niveles plasmaticos del fairmaco estan por debajo de 1pg/ml.
Mediante la plasmaféresis se reducen las concentraciones plasmaticas de natalizumab en un
92% después de 3 recambios de 1,5 voliumenes de plasma. Sin embargo, la saturacion de la

integrina a4 puede no reducirse de un modo paralelo, requiriéndose 5 recambios de 1,5
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volimenes de plasma en dias alternos para reducir las concentraciones de natalizumab por
debajo de 1ug/mly la saturacion de la integrina a4 por debajo del 50% en el 95% de los pacientes

[124].

Farmacodinamia de natalizumab

Como se ha comentado arriba, el mecanismo de accién de natalizumab es el bloqueo de la unién
de la cadena a4 o CD49d de la integrina a4B1 con sus correspondientes ligandos, que incluyen
VCAM-1, osteopontina y el segmento CS1 de la fibronectina. Ademas, natalizumab bloquea la
interaccion de la integrina a4B7 con la molécula de adhesion MadCAM-1. Una de las principales
ventajas del natalizumab es que bloquea especificamente la entrada en el SNC de aquellos
linfocitos T que expresan integrina a4B1, fundamentalmente los linfocitos de memoria, pero no
produce el descenso de los mismos a nivel sistémico [119]. Asi, natalizumab impide la
transmigracion de los linfocitos T de memoria efectores y de las células dendriticas que expresan
la integrina a4PB1l desde el torrente sanguineo a través del endotelio de la BHE hacia el
parénquima inflamado del SNC. Algunos estudios sugieren que natalizumab también podria
ejercer sus efectos inmunomoduladores al suprimir tanto la interaccidn entre los linfocitos Ty
las células dendriticas a nivel del parénquima del SNC como las reacciones inflamatorias en
curso, mediante una inhibicion de la interaccién de los leucocitos con expresidn alfa-4 con sus
ligandos en la matriz extracelular y en las células parenquimatosas. La disminucién de la
actividad inflamatoria a nivel del SNC reduce el reclutamiento de mas células inmunitarias a

través de la BHE [125] [71] [126].

Uso autorizado de natalizumab
Natalizumab estd indicado en monoterapia como TME en dos grupos de pacientes con EMRR

muy activa [119]:

-Pacientes con enfermedad muy activa a pesar de haber recibido un tratamiento completo y

adecuado con al menos un TME.

- Pacientes con EMRR grave de evolucién rapida definida por 2 o mas brotes discapacitantes en
un afio, y con 1 o mas lesiones realzadas con gadolinio en la RM o un incremento significativo

de la carga lesional en T2 en comparacidn con una RM anterior reciente.

La dosis recomendada de natalizumab es de 300 mg administrados por via IV cada 28 dias. La

eficacia del farmaco en pacientes con EMRR fue establecida en 2 estudios pivotales, el AFFIRM,

55



llevado a cabo en monoterapia en pacientes que no habian sido tratados previamente con
farmacos modificadores de la enfermedad y el SENTINEL, en combinacién con IFNB-1A y cuyos
pacientes debian de estar siendo tratados con este farmaco al menos desde hacia un aifio y tener
signos de actividad de la enfermedad a pesar de ello. La reduccién de las recaidas en un afio
comparada con placebo fue del 68% en monoterapia y de un 53% en combinacién con IFN-1A.
La disminucidn en el riesgo del aumento de la progresidn de la discapacidad, al comparar con
placebo durante un periodo de 2 afos fue de un 42% en monoterapia y de un 24% en

combinacion con IFNB-1A.

Estudios sobre natalizumab

De forma global, |a eficacia del farmaco en el tratamiento de la EM ha sido evaluada en 6 ensayos
clinicos, todos ellos aleatorizados, con enmascaramiento a doble ciego y controlados con
placebo. En total se han incluido 2.688 pacientes, de los cuales 1.567 recibieron natalizumab
[127]. De estos ensayos, cuatro son de fase Il y 2 de fase Ill. Todos los pacientes incluidos estaban
diagnosticados de EMRR y adicionalmente también se incluyeron aquellos con EMSP en los dos
ensayos de fase Il [128]. Los estudios postautorizacion sugieren que natalizumab es efectivo en
pacientes que han fracasado a otros farmacos durante al menos el primer afio de tratamiento y
gue el beneficio terapéutico obtenido en la actividad clinica habitual es similar al observado en

los ensayos clinicos aleatorizados [129] [130] [131].

Perfil de seguridad de natalizumab

En términos generales, natalizumab es un farmaco bien tolerado. Las reacciones adversas mas
comunes son mareos, nduseas, urticaria y temblores asociados a las perfusiones. La mayoria de
ellas sélo requirié tratamiento sintomatico sin necesidad de discontinuar el tratamiento [119].
En los ensayos clinicos se han observado reacciones de hipersensibilidad en el 4 % de los
pacientes. En practica clinica habitual, se han notificado reacciones de hipersensibilidad que han
cursado con uno o mas de los siguientes sintomas: hipotension, hipertensidn, dolor o molestias
tordcicas, disnea, angioedema, ademds de sintomas mds habituales como erupcidn cutdnea y
urticaria. La mayor parte de las reacciones de hipersensibilidad se producen en las primeras 2 h
tras la perfusidn y suelen controlarse mediante premedicacién y reduccidn de la velocidad de
perfusidn. Sin embargo, también pueden aparecer hasta varios dias desde la administracién en

forma de fiebre, cefalea, cervicalgia, prurito, malestar general y artralgias.
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El desarrollo de anticuerpos anti-natalizumab tuvo lugar en el 10% de los pacientes con EM en
los ensayos clinicos controlados de pacientes que estaban en tratamiento durante un periodo
de 2 afos. En un 6% eran anticuerpos anti-natalizumab persistentes: concentracidon de
anticuerpos = 0,5 ug/ml en 2 o mas determinaciones realizadas con un intervalo minimo de 6
semanas. La persistencia de los anticuerpos se asocié a una disminucidn considerable de la
eficacia de natalizumab y a un aumento de la incidencia de reacciones de hipersensibilidad. Por

ello, el tratamiento debe suspenderse en los pacientes que los desarrollen [119] [132].

En los ensayos clinicos SENTINEL y AFFIRM el tratamiento con natalizumab se asocié con un
aumento en el numero de linfocitos, monocitos, eosindéfilos, basdfilos y eritrocitos nucleados
circulantes, sin hacerlo el de neutréfilos. Estos incrementos fueron muy variables, aunque los
recuentos celulares se mantuvieron dentro de los limites normales. Este hecho es consistente
con el mecanismo de accién del farmaco, el cual reduce la migracién de los leucocitos fuera del
torrente circulatorio. Se produjeron leves reducciones de la concentracion de hemoglobina, del
hematocrito y del nimero de eritrocitos, aunque se restablecieron los valores previos al
tratamiento, en general a las 16 semanas desde la Ultima dosis de fdrmaco vy, en ningun caso,

se asociaron a sintomas clinicos [119].

Ademas de todo ello se han recogido lesiones hepdticas graves (cirrosis, fibrosis avanzada)
durante su uso habitual. Muchos pacientes con antecedentes de una prueba hepatica anormal

han experimentado de nuevo esta alteracién al iniciar el tratamiento con natalizumab.

La mayoria de los casos de infeccién en pacientes tratados con natalizumab se han comunicado
en aquellos que padecian otro tipo de enfermedad adicional grave, sobre todo las que

comprometian la integridad de su sistema inmunitario.

Leucoencefalopatia multifocal progresiva

La LMP es una es una enfermedad desmielinizante del SNC que puede ser mortal o producir
discapacidad grave. Esta causada por el virus John Cunningham (VJC), un poliomavirus ubicuo
en la poblacién humana. La primoinfeccion tiene lugar en edades tempranas y suele ser
asintomatica. El VIC permanece latente en los rifiones, érganos linfoides y en el SNC y el 70-90%

de la poblacién adulta de los paises desarrollados presenta anticuerpos contra el VIC [133].

La infeccién con el virus arquetipico no provoca la enfermedad. Sin embargo, determinadas
mutaciones conducen, al parecer, a una forma patégena que puede penetrar facilmente en el

cerebro e infectar el SNC. Cuando esta situacion se combina con un sistema inmunitario
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comprometido puede producirse la reactivacién de este virus neurotropico, dando lugar a la
LMP. La replicacion del VIC en el cerebro provoca una infeccion litica de los oligodendrocitos
gue da como resultado la destruccion generalizada de la mielina [134] [135]. Clinicamente, la
LMP se manifiesta con trastornos cognitivos, visuales y motores, mientras que la RM cerebral
muestra lesiones subcorticales bilaterales y asimétricas en tronco del encéfalo y cerebelo. Es
posible la deteccidn del ADN del VIJC mediante PCR en el liquido cefalorraquideo, con una
sensibilidad aproximada del 80%. En cuanto a la patogénesis, el hecho de que el natalizumab
impida la migracién de los linfocitos T podria interferir con los mecanismos de vigilancia

inmunitaria en el SNC, lo cual permitiria la infeccién por el virus [136].

La estimacion del riesgo de LMP (Figura 4) tiene en cuenta el titulo de anticuerpos anti-VIC, el
uso previo de inmunosupresores y la duracidn del tratamiento con natalizumab (por afio) y

estratifica este riesgo por el valor del titulo cuando este es aplicable. [137].

Status de anticuerpos anti-VIC
|

.
Status de anticuerpos negativo
0,1/1000 pacientes

v

Status de anticuerpos positivo

Pacientes con

Pacientes sin terapia inmunosupresora previa terapia
inmunosupresora
previa
Sin titulo de Titulo de Titulo de Titulo de
anticuerpos anticuerpos £0,9 anticuerpos > 0,9 anticuerpos > 1,5
<15
1-12 meses 0,1 0,1 0,1 0,2 0,3
13-24 meses 0,6 0,1 0,3 0,9 0,4
25-36 meses 2 0,2 0,8 3 4
37-48 meses 4 0,4 2 7 8
49-60 meses 5 0,5 2 8 8
61-72 meses 6 0,6 3 10 6

Figura 4: Algoritmo de estimacion del riesgo de LMP.

Adaptada de: Biogen Management tysabri Guidelines March, 2021.
Sin embargo, en la actualidad no existe ninglin método que permita estimar el riesgo individual
de LMP o predecir su desarrollo, por ello la EMA recomienda reconsiderar los beneficios y los
riesgos de cada caso por el médico especialista y el paciente de forma individual, asi como

monitorizar a los pacientes regularmente durante todo el tratamiento y formar a los pacientes
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y a sus cuidadores sobre los signos y sintomas tempranos de la LMP. Antes de iniciar el
tratamiento se debe disponer de una RM de referencia de no mds de 3 meses y repetirla al
menos una vez al afio. Sin embargo, en los pacientes que presenten un mayor riesgo de LMP se
realizaran con mas frecuencia [119]. No existe ningln tratamiento que haya demostrado ser
eficaz en la LMP. En caso de sospecha, la reconstitucién inmunitaria tras la retirada inmediata
del farmaco se considera un objetivo prioritario del tratamiento de la LMP [133]. Para acelerar
la eliminacidn de natalizumab puede recurrirse al recambio plasmatico o la plasmaféresis [138].
Otro aspecto a tener en cuenta a la hora de suspender el farmaco es el desarrollo del sindrome
inflamatorio de reconstitucion inmunoldgica (SIRI) que se produce por la recuperacién repentina
del sistema inmunitario y genera una inflamacidn desmesurada con complicaciones

neuroldgicas graves y potencialmente mortales [119].
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

60



1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La mayoria de AcMo se dosifican en funcién del peso del paciente debido, entre otras razones,
a sus peculiaridades farmacocinéticas. Sin embargo, natalizumab se administra a una dosis fija
de 300 mg cada 4 semanas en base al ensayo clinico pivotal AFFIRM, realizado sobre 1100
pacientes con EM que recibieron dosis de entre 3 y 6 mg/kg de natalizumab. Dicho estudio
concluyd que no habia diferencias significativas en la farmacologia del natalizumab entre los
diferentes grupos de pacientes. Sin embargo, la posible correlacién con el peso, la superficie
corporal (SC) o el indice de masa corporal (IMC) no quedd completamente descartada. Ademas,
consideramos que la individualizacion de la dosis aumentaria la seguridad y seria una forma mas

I6gica y racional de administracién del farmaco.

2. OBJETIVOS

El principal objetivo de esta tesis es investigar el impacto de diferentes caracteristicas

individuales de los pacientes en la farmacologia de natalizumab.

Ello servirad en futuro para individualizar la dosis del fdrmaco y optimizar el tratamiento, con el
fin de disminuir el riesgo de padecer LMP y el gasto farmacéutico sin afectar a la efectividad del

tratamiento.
El objetivo concreto es la evaluacidn de la posible asociacidn causal entre:

1. La concentracion plasmatica de natalizumab y el peso, el indice de masa corporal, la
superficie corporal, la duracién del tratamiento y el intervalo entre dosis.

2. La ocupacion del receptor (la molécula a4p1) y el peso, el indice de masa corporal, la
superficie corporal, la duracién del tratamiento y el intervalo entre dosis.

3. Los niveles plasmaticos de natalizumab y la ocupacién del receptor.
Objetivos secundarios:

1. Desarrollar y poner a punto una técnica de medicion de los niveles plasmaticos de
natalizumab mediante citometria de flujo.

2. Conocer la evolucion de los niveles de farmaco a lo largo del tiempo.
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PACIENTES, MATERIALES Y METODOS
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1. DISENO DEL ESTUDIO

El estudio objeto de esta tesis es observacional, longitudinal, prospectivo y unicéntrico. Se
disefié como un estudio no intervencionista y, por tanto, en ningun caso, la realizacién del
estudio interfirid en la decisién del neurdlogo sobre el cuidado o tratamiento médico mas

adecuado para el paciente.

El protocolo del estudio, los consentimientos informados (Cl) y la hoja de informacién para el
paciente fueron valorados y aprobados por el CEIC del Hospital de La Princesa (2634A; AMB-
NAT-2015-01). El estudio se presentd a la agencia espafiola del medicamento y productos
sanitarios (AEMPS) que lo catalogd como un estudio posautorizacion de tipo observacional de
seguimiento prospectivo (EPA-SP), por lo que también tuvo que ser sometido a la aprobacién

por parte de la Comunidad de Madrid.

Al tratarse de un estudio observacional, los datos sobre la enfermedad y la utilizacidn de los
medicamentos corresponden a los de la practica clinica habitual. Los datos se recogieron a partir
de las historias clinicas de los pacientes, de los registros de los programas informaticos de
farmacia hospitalaria, asi como del andlisis de las muestras de sangre periférica que se obtienen
de cada paciente como parte de la practica clinica habitual. Para algunos andlisis, los pacientes
se dividieron en dos grupos en funcién del intervalo de dosis que habia decidido el clinico, a
criterio propio, para cada uno de ellos: intervalo estandar (26—33 dias) o SID (del inglés “standard
interval dosing”) e intervalo extendido (34-41 dias) o EID (del inglés “extended interval dosing”).
La definicidn de los intervalos se basé en la literatura, en la cual un intervalo de 3,5 a 4,5 semanas

se consideraba estandar, y un intervalo de mas de 5 semanas como extendido [139].

La SC se calculd con la formula de Du Bois [140] y el IMC se estimé como peso/altura? [141].
Todas las muestras se obtuvieron de pacientes que llevaban mas de 6 meses de tratamiento con
natalizumab, para asegurarse de que el fdrmaco habia alcanzado el estado estacionario en todos

ellos [142].

2. CRITERIOS DE INCLUSION DE LOS PACIENTES

-Pacientes mayores de 18 afios.
-Aceptacion y firma del consentimiento informado.
-Pacientes con diagndstico de EMRR siguiendo los criterios vigentes [94] y que estaban en

tratamiento con natalizumab por un tiempo minimo de 6 meses.

66



-Disponibilidad de datos clinicos y de laboratorio recogidos prospectivamente desde el

diagndstico de la enfermedad.

3. CRITERIOS DE EXCLUSION DE LOS PACIENTES

-Pacientes que no cumplian alguno de los criterios de inclusion.

-Pacientes que hubieran participado en un ensayo clinico durante el periodo de estudio o tres
meses antes de iniciar el estudio.

-Pacientes que durante el periodo de estudio hubieran recibido otras terapias biolégicas para el

tratamiento de su enfermedad diferentes a natalizumab.

4. POBLACION EN ESTUDIO

Pacientes con EMRR en seguimiento en la Unidad de Enfermedades Desmielinizantes del

Servicio de Neurologia en tratamiento con natalizumab que cumplian los criterios de inclusion.

A los pacientes candidatos a participar en el estudio se les informé de los objetivos del mismoy
aquellos que decidieron participar y cumplian los criterios de inclusiéon y ninguno de los criterios
de exclusién firmaron el Cl. Los pacientes tuvieron tiempo suficiente tras la explicacion del
protocolo para aclarar las dudas acerca del mismo y para poder decidir su participacién en el
estudio y consultar con sus familiares antes de la firma del Cl, del que recibieron una copia

original. Todos los pacientes firmaron el Cl antes de ser incluidos en el estudio.

5. TAMANO MUESTRAL

En el estudio se incluyeron todos los pacientes que cumplian los criterios de inclusién y ninguno
de los criterios de exclusidon que desearon participar en el estudio desde junio de 2014 que fue
considerado mes 0, hasta junio de 2019. En este estudio se incluyeron 32 pacientes tratados con

natalizumab durante un tiempo medio de 3.73+2.13 afios (MediaDE).

6. VARIABLES DEL ESTUDIO:

Se recogieron los datos demograficos, clinicos y de laboratorio que se relacionan en la tabla 1.

67



Tabla 1. Datos demogrdficos, clinicos y de laboratorio recopilados.

Edad del paciente

Sexo

Peso

Estatura

Funcion hepatica

Concentracién de albumina

ALT, AST, GGT

Creatinina sérica

Estimacion filtrado glomerular

Primer brote

Fecha de diagndstico de la enfermedad

Numero de brotes afio previo al tratamiento con natalizumab

Actividad basal en RM (nimero de lesiones en T2 y/o lesiones captantes en T1)

Tratamiento previo (si/no)

Fecha de inicio/fin tratamiento previo

Fecha de inicio natalizumab

Numero de perfusiones natalizumab

Reacciones adversas a natalizumab

Anticuerpos frente a natalizumab persistentes (si/no)

Brotes y actividad en RM durante el tratamiento con natalizumab.

EDSS basal y a la recogida de las muestras

Fecha de infusidn previa de natalizumab

Fecha de recogida de muestra

Concentraciones plasmaticas del farmaco en cada muestra de suero

Ocupacion del receptor de integrina a4B1 en los linfocitos de sangre periférica
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7. SEGUIMIENTO DE LAS VARIABLES CLINICAS

Las principales variables clinicas usadas en el seguimiento de los pacientes fueron los brotesy la

evaluacidn de la discapacidad.

-Definiciéon de brote: aparicion de un nuevo sintoma neurolégico de al menos 24 horas de
duracidn, siempre que este nuevo evento estuviera precedido de al menos 1 mes de estabilidad
neurolégica y que no exista ningun factor que pueda actuar como desencadenante de la clinica

[95].

-Estudio de la progresién de la discapacidad: Se recogié la EDSS antes del inicio y en el momento
de recogida de cada muestra. La escala EDSS mide la discapacidad con valores de cero a diez,

correspondiendo 0 a “No afectacidn neurolégica" y 10 a "muerte por EM" (Figura 5).

Ambulacion

10,0 = Muerte por EM

9,0-9,5 = Dependencia completa Confinado a
silla de ruedas
8,0-8,5=Cama-silla. Aseo personal con ayuda. ocama

7.0-7.5 = Confinado a silla de ruedas - [(iasn"r:!."}a ey

— Camina con ayuda
(50 m o mas)

— Camina sin ayuda
(100 m o mas)

— Camina sin ayuda
(300 a 500 m o mas)

3,0-3,5 = Incapacidad leve moderada
2,0-2,5 = Incapacidad minima
Totalmente
1,0-1,5 = Sin incapacidad ambulatorio

0 = Exploracion normal

Figura 5: Evaluacién de la discapacidad segtn la escala EDSS.

Adaptada de: K. JF et al. Neurology. 1983. 33:1444-52.

8. MUESTRAS, MATERIALES Y METODOS

Las muestras de suero y sangre periférica fueron obtenidas en la Unidad de Medicina
Ambulatoria del Hospital justo antes de cada infusién de natalizumab, para controlar los
parametros bioquimicos y hematoldgicos del paciente segln practica clinica habitual con este
farmaco. Una vez recogidas, algunas muestras se centrifugaron a 1500 r.p.m durante 5 minutos

con el fin de obtener el suero, que se almacend a -70 C2 hasta su utilizaciéon. Para la
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cuantificacion de la OR se utilizaron alicuotas de las muestras de sangre periférica total que se

procesaron en fresco siempre dentro de las 24 horas posteriores a su recogida.

La linea de linfocitos T “Jurkat” (cultivada en medio de cultivo RPMI, suplementado con
glutamina, suero de ternera fetal, penicilina y estreptomicina) se usé como control positivo de

células 100% positivas para la integrina a4p1.

8.1 MEDICION DE LOS NIVELES DE NATALIZUMARB:

8.1.1 CUANTIFICACION DE LA CONCENTRACION PLASMATICA DE NATALIZUMAB POR
CITOMETRIA DE FLUJO

Biotinilacion de natalizumab (marcaje de natalizumab con biotina-n—hidroxi-succinimida)

El marcaje de natalizumab con biotina se realizé como paso previo para la cuantificacién de los
niveles séricos de natalizumab que detallaremos en el apartado siguiente. Para ello partimos del
vial de natalizumab para solucién para perfusion (Biogen ldec), que presenta una concentraciéon
de 20mg/ml. En primer lugar, ajustamos la concentracion del anticuerpo a Img/mly se procedid
a su purificacion para eliminar los excipientes (fosfato monobasico de sodio monohidrato,
fosfato dibasico de sodio heptahidrato, cloruro sddico, polisorbato 80 (E433), agua para
preparaciones inyectables) mediante didlisis durante 15 horas a una temperatura de 42C frente
a una membrana que permite el paso de particulas mds pequefias de 21Kd, frente a tampdn
borato 0,2M. Ademas, con este tampdn llevamos el pH de la disolucién a 8,5 que resulta idéneo
para que los grupos amino del anticuerpo queden libres para unirse a la biotina. Por ultimo,
almacenamos la solucién en un vial de cristal ya que la biotina se pega al plastico. Por cada ml
de anticuerpo afiadimos 100 pl de una solucién de biotina-N-hidroxi-succinimida vy
dimetilsulféxido (Thermo Fisher) que actia como catalizador en la unién entre el anticuerpo y
la biotina. Una vez mezclamos dejamos a temperatura ambiente en movimiento durante 4
horas. A continuacidn, sometimos a la preparacién a una segunda didlisis para eliminar los restos
de biotina que no se habian unido y las posibles impurezas que hubieran podido quedar durante
el proceso. Esta vez se utilizé tampdn fosfato (PBS) y el tiempo transcurrido fueron 15 horas. Por
ultimo, afnadimos azida (Thermo Fisher) al contenido del vial para conservarlo y lo almacenamos

a 42C sin exposicion a la luz.

La titulacién del anticuerpo natalizumab biotinilado se llevé a cabo mediante diluciones seriadas
del mismo y tincidn de las células Jurkat positivas para integrina a4p1 hasta llegar a la minima

dilucién saturante (la que sigue marcando el 100% de las moléculas). La deteccion del porcentaje
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de células positivas para integrina a4pf1 que se obtiene con las distintas diluciones del
anticuerpo se realiz6 mediante citometria de flujo (CMF) multiparamétrica en el citdmetro

FACSCanto Il (BD Biosciences), previamente calibrado y compensado.

Elaboracion de una curva de competicion a partir de las intensidades medias de fluorescencia
obtenidas por citometria de flujo

La cuantificacidn de los niveles séricos de natalizumab por CMF se realizé elaborando una “curva
de competicién” con la linea celular Jurkat que son linfocitos T 100% positivos para la integrina
a4pB1. Para ello, dosis crecientes y conocidas de natalizumab purificado y sin conjugar con ningin
fluorocromo (que a partir de ahora llamaremos “frio”) se incubaron con células Jurkat, para
posteriormente tefiirlas con una concentracidn saturante de natalizumab biotinilado y el
conjugado estreptavidina-ficoeritrina (PE) (Thermo Fisher) que se unird a la biotina. Tras su
adquisicion y analisis en el citdmetro se obtenia un porcentaje de células Jurkat positivas en el
canal de PE asi como un determinado valor de intensidad media de fluorescencia (MFI) de la
integrina a4f1. El principio del ensayo es que a medida que aumenta la concentracién de
natalizumab “frio”, la MFI de la integrina a4pfl disminuye debido a la competencia de

natalizumab “frio” con el natalizumab biotinilado, hasta finalmente no obtener sefial alguna:

I I DR L L L e

1
150 am 240
i i

Count

Postive Postive Postive

| N

l A
LLLLL | LLLL | LRLLLL | iy T LRAELLL | T T LR T T TTTI TTTIT
n* 0’ n* n® 102 n? ne e 102 " 0t B

PE-A PF-A FE-A

wuant
100
N
Count

L1

[ARNERTEE

Figura 6: Histogramas de citometria de flujo que muestran, de izquierda a derecha, la MFI negativa para integrina 481, MFI

para integrina a461 sin natalizumab frio, MFI para integrina a481 con natalizumab frio a concentraciones saturantes (20 mg/ml).

Brevemente, se incubaron 100 pul de células Jurkat por condicién, previamente lavadas, a una
concentracion de 1x106/ml, en PBS, durante 30 min a 42C, con anticuerpos anti-CD3, anti-CD45
y distintas diluciones seriadas 1/10 de natalizumab “frio” que iban desde 100 ug/ml hasta

0.00001 pg/ml.

Una vez finalizada la incubacioén, las células se lavaron con PBS a 49C y se volvieron a incubar
durante media hora con natalizumab biotinilado a una concentracién de 1 mg/ml junto con 100

ul del complejo Estreptavidina-ficoeritrina (PE) que se unira a la biotina.
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En paralelo con la curva de competicidn, las muestras de suero de los pacientes (que contienen

natalizumab “frio”) se sometieron al mismo protocolo experimental.

Finalmente, todas las muestras (las de la curva y las de los pacientes) se adquirieron en el
citémetro de flujo FACSCanto Il (BD Biosciences) y se analizaron con el software FACSDiva (BD
Biosciences), tras lo que se obtenia, para cada condicidn, la MFI de la integrina a4f1 en el canal

de PE y el porcentaje de unidn entre las células Jurkat y el natalizumab biotinilado.

A continuacidn, se elaboraba una curva de competicidon que correlacionaba la concentracién de
natalizumab “frio” con su correspondiente MFI de la integrina a4B1, lo que nos permitia
extrapolar la concentracidn de natalizumab que habia en la muestra de suero de los pacientes a

partir de su MFI.

En resumen, se extrapolan concentraciones desconocidas de los sueros a partir de valores de

fluorescencia obtenidos con concentraciones de natalizumab conocidas.

8.1.2 ELISA

La cuantificacidn de natalizumab en las muestras de los pacientes se realizd por una técnica de
ELISA tipo sandwich segun esta descrito por Rispens et al [143]. Brevemente, se trata de un ELISA
en el que los anticuerpos de captura son fragmentos F(ab)2 policlonales de conejo anti-
natalizumab que recubren los pocillos de las placas de ELISA, mientras que los anticuerpos de
deteccién son anticuerpos monoclonales anti-lgG4 de ratén. Las muestras se diluyeron en
tampdn HPE (Reactivos Sanquin) que contienia 1% de suero de conejo, y se incubaron en la placa
durante 1 hora a 37°C. Las placas se lavaron cinco veces con PBS-Tween ™ 20 (Thermo Fisher).
Posteriormente se afiadié, 100ul de anti-lgG4 (MH164.4—HRP conjugado) biotinilado a cada
pocillo (1:1000-1:2000), seguido de incubacién durante 1 hora a 37°C. Las placas se lavaron cinco
veces con PBS-T. A continuacién, se afadieron a cada pocillo 100 ul de 3,3'5,5'-
Tetrametilbenzidina (100ug/ml) y 0,003% (v/v) de perdxido de hidrogeno en tampdn de acetato
s6dico 0,11M (pH 5,5). Después 45 minutos, la reaccién se detuvo mediante la adicion de H2504

2M. La absorbancia se midio a 450 nm.

8.2 MEDICION DE LA OCUPACION DEL RECEPTOR INTEGRINA A4B1
La cuantificacidn de la ocupacion de la integrina a4l se realizé por citometria de flujo,
revelando el porcentaje de unién de natalizumab a su diana terapéutica mediante tincion con

un anticuerpo anti-IgG4 (recordemos que natalizumab es un IgG4) conjugado con ficoeritrina
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(PE). Para ello, se obtuvo una muestra de sangre periférica del paciente en un tubo de 5 ml de
EDTA, del que se tomaron 3 alicuotas de 100 ul cada una. En uno de los tubos se anadieron 15
ul de natalizumab a una concentracion saturante de 20 pg/ml, mientras que en los otros dos no
se afnadié nada pues sirvieron como control “Fluorescence Minus One (FMO)” y como tincidn
basal, respectivamente. El tubo con la concentracidn saturante de natalizumab nos proporcioné

el porcentaje maximo de unidn del anticuerpo a cada tipo celular.

El control FMO nos proporciond el nivel basal de fluorescencia en un determinado canal de
fluorescencia y se obtuvo realizando la tincién de las células con el panel completo de
anticuerpos conjugados con fluorocromos menos el anticuerpo del que queriamos conocer

dicho nivel basal.

Los 3 tubos de sangre periférica completa se incubaron a 49C durante 1 hora para permitir la
unién de natalizumab a la integrina a4l en el tubo en el que se anadié natalizumab.
Posteriormente, se afiadieron 3 ml de PBS a cada tubo y se centrifugaron a 1800 rpm durante 2
minutos en frio. El sobrenadante se aspira y este lavado se repitié dos veces mds. Tras el ultimo
lavado se suspendié el “pellet” adherido al fondo del tubo en 100 pl de PBS. A continuacion, se
afiadié el panel de anticuerpos, cada uno de ellos conjugado con un fluorocromo, que
finalmente reveld el porcentaje de natalizumab unido a las distintas subpoblaciones linfocitarias

(todos los AcMo fueron suministrados por BD Biosciences):

-5 pl de anti-CD4 (FITC).

-5 pl de anti-CD19 (PerCP).
- 2 ul de anti-CD3 (V-500).

- 2 ul de anti-CD8 (APC-H7).

-5 pl de 1gG4 (PE). Este anticuerpo no se afadird al tubo FMO.

Los tubos se agitaron con vdrtex suavemente y se incubaron a temperatura ambiente durante
15 minutos en la oscuridad para permitir la uniéon de los anticuerpos con su antigeno
correspondiente. Después de la incubacién, se afiadieron 2 ml de solucidn lisante para eliminar
los eritrocitos y cada tubo se agitd en vortex suavemente. Se volvieron a incubar a temperatura
ambiente durante 10-15 minutos en la oscuridad. Los tubos se centrifugaron de nuevo a 1800
rpm a temperatura ambiente. Tras dos lavados con PBS, las células de cada tubo se suspendieron
en 400 pl de PBS agitando con vértex inmediatamente para asegurar que las células se
resuspendian en el fijador (formaldehido al 4%). A continuacidn, se procedio a la adquisicién de

las muestras en el citdmetro de flujo FACSCanto Il (BD) y se analizé, mediante el software de
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analisis FACSDiva (BD), la ocupacion del receptor que se calculd con la férmula: (MFI —hlgG4-PE

(sin unir a natalizumab) /MFI — higG4-PE (unida a natalizumab) x 100.

8.3 ANALISIS ESTADISTICO
La predeterminacion del tamafio de la muestra se centrd en la asociacidon entre la OR y los niveles
plasmaticos. Suponiendo una correlacién minima = 0,50, un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta

de 0,20, obtuvimos una muestra de 30 pacientes.

Las variables analizadas fueron la concentracion sérica de natalizumab, la saturacion de a4-
integrina, el peso, la altura, la SC, el IMC, la edad, el sexo, el tiempo de inicio del tratamiento y

el esquema de dosis [como variable continua o categoérica (SID vs. EID)].

En cuanto al andlisis descriptivo de la muestra, las variables cuantitativas se describieron
mediante sus medidas de tendencia central (media) y de dispersion (desviacidon estandar) y las
variables cualitativas se describieron por su proporcidon y nimero de pacientes. Las diferencias

de medias se analizaron mediante la prueba t de Student.

La homocedasticidad se comprobd con Levene y debido a que la prueba t es una prueba robusta
(n 2 30), no se comprobd la normalidad. Las variables de heteroscedasticidad se analizaron con
una prueba t de varianza desigual. Se utilizd la correlacién de Spearman (rho) para el andlisis de

asociacion de las variables cuantitativas.

Se aplicé un modelo de regresidn lineal para controlar las posibles variables de confusién y un

analisis de regresion estratificado por sexo.

Se calculd un IC del 95% para todas las estimaciones. Un p valor < 0,05 se considerd

estadisticamente significativo.

Todos los analisis se realizaron con Stata v.13.1 (StataCorp, College Station).
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RESULTADQOS
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1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION A ESTUDIO

En el presente estudio se reclutaron 32 pacientes con las siguientes caracteristicas clinicas y

demogrificas:

Tabla 2. Datos demogrdficos y clinicos estudiados.

Participantes (n) 32
Hombres [n (%)] 15 (49%)
Mujeres [n (%)] 17 (51%)
Edad [M * SD] 40.60+8.61
Peso (kg) [M + SD] 72.75+14.71
Edad al primer brote [M + SD] 27,82 £ 9,065
Edad al inicio de natalizumab 39,59 + 8,710
[M % SD]
Positividad virus JC [n (%)] 11 (33.33%)
EDSS inicio natalizumab [M + 2,59+1,52
SD]

EDSS final [M % SD] 2,484 + 1,486
Duracion tratamiento [M 1 SD] 4.51+2.68
Intervalo entre dosis (dias) [Mt 33.243.21

SD]

SID 29.87 +1.96
Intervalo entre dosis (dias)

segun esquema [Mz+ SD] EID3547 +1.42

Infusiones totales de 53.18+31.04
natalizumab [M % SD]

Tratamiento previo [n (%)] 27 (81.81%)

Interferén 15 (45.45%)
Acetato de glatiramero 8(24.24%)
Dimetil fumarato 3(9.09%)
Fampridina 1 (3.03%)

Razoén abandono tratamiento
previo [n (%)]

Falta de efectividad
18 (66.6 %)

Intolerancia
7 (25.92%)

Falta de adherencia
2 (6.06%)
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Nuestros pacientes presentaban la edad habitual del debut de la enfermedad segin la
bibliografia [144]. La media de EDSS era baja para una cohorte de esa edad y se mantuvo estable
a lo largo del estudio. En concreto, 27 pacientes (84,37%) presentaban un deterioro de leve a
moderado (EDSS<4), mientras que 5 (15,62%) de ellos presentaban un grado de discapacidad de
moderada a grave (EDSS entre 4-7) y ningun paciente presentaba un grado de discapacidad que

le impidiera deambular (EDSS >7).

Por otra parte, el nimero de muestras de sangre periférica que se recogié por cada paciente fue
de al menos dos, con un intervalo minimo de separacion de 7 meses entre cada muestra del
mismo paciente. El tiempo mas largo desde el inicio del tratamiento hasta la extraccidn de las
muestras de sangre periférica fue de 54 meses. El intervalo entre el inicio del tratamiento y la
primera recogida de muestras es comparable entre los grupos SID y EID (30.8 meses para SID y
35.61 para EID), de acuerdo con un analisis de t-student para 2 muestras con varianzas iguales,
con un p-valor de 0.1789. En total se obtuvieron 74 muestras diferentes, 30 correspondientes

al grupo SID (40.54%) y 44 al EID (59.45%).

La media de la duracién del tratamiento con natalizumab en nuestra cohorte excedio los 2 afios,
lo cual se considera un factor de riesgo para desarrollar LMP; sin embargo, solo 11 (33,3%) de
los 32 pacientes presentaban anticuerpos frente a VICy, de estos, sélo uno de ellos presentaba
un titulo de anticuerpos por encima de 0,9 y, por tanto, un riesgo medio de padecer LMP [145].
La media de edad de inicio de natalizumab de nuestra cohorte de pacientes de en torno a 40
afios es algo alta. Por otro lado, es inferior a 50 afos, limite a partir del cual el riesgo de

desarrollar LMP se puede duplicar seguin algunos estudios [146].

Durante el estudio todos los pacientes recibieron una dosis de 300 mg en cada infusién y no
hubo reacciones adversas graves que comprometieran la administracion del farmaco en ningin
paciente. Todos los pacientes se mantuvieron estables durante el estudio y no tuvieron actividad

en RM ni sufrieron recaidas que indicaran falta de efectividad de natalizumab.
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2. ESTUDIO DE LA FARMACOCINETICA DE NATALIZUMAB: MEDIDA DE
LOS NIVELES PLASMATICOS MEDIANTE CITOMETRIA DE FLUJO

La técnica elegida inicialmente para la medicién de los niveles plasmaticos de natalizumab fue
un ensayo competitivo por CMF en el que dosis crecientes y conocidas de natalizumab “frio”
compiten con dosis saturantes de natalizumab conjugado con biotina-streptavidina-PE para
elaborar una curva patrén. La MFI en el canal de PE (que corresponde a la intensidad de
fluorescencia de la molécula la integrina a4B1, es decir al nUmero de moléculas de esta) sera
inversamente proporcional a la concentracién de natalizumab “frio”. La MFI de las muestras
problema de los sueros de los pacientes se corresponderd con una determinada concentracion

de natalizumab en la curva patron.

A pesar de que los primeros experimentos fueron alentadores, pronto se detectd que la curva
patrén no era reproducible ya que, con las mismas concentraciones de natalizumab “frio”, se

obtenian valores de MFI diferentes, como se muestra en la figura 7.
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Figura 7: Curvas patrén elaboradas a partir de diferentes ensayos de competicion en las que se enfrentan concentraciones de
natalizumab “frio” versus MFI de la integrina a481 valores medidos por citometria de flujo como se indica en materiales y
métodos).

La explicacidn mas verosimil para esta falta de reproducibilidad fue que el nimero de moléculas
de integrina a4f1 en la superficie de las células Jurkat variaba de un experimento a otro, con lo
que con las mismas concentraciones de natalizumab frio se obtenian diferentes sefiales de
fluorescencia. Por ello se decididé optar por otra técnica para la cuantificacion de los niveles de
natalizumab en el suero de los pacientes, en concreto por la técnica de ELISA descrita por

Rispens et al [143].
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3. MEDIDA DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE NATALIZUMAB MEDIANTE
ELISA

La concentracion de natalizumab en el suero de los pacientes fue muy variable, con un rango
que oscilaba entre 0.72 y 67 ug/ml en las 74 muestras analizadas (Figura 8), siendo en general
muy altas, si tenemos en cuenta que concentraciones por encima de 1-2 pg/ml de natalizumab
saturan los niveles de a4-integrinas en la mayoria de los pacientes [143]. La concentracién
maxima fue de 67 ug/ml en una muestra del paciente A, mientras que el AA presentaba niveles
mayores o iguales a 50 ug/ml. La mayoria de las muestras (n= 58/78,37%) presentaban

concentraciones mayores o iguales a 10 ug/ml.

Sin embargo, las concentraciones permanecieron bastante constantes en las distintas muestras
de un mismo paciente, produciéndose variaciones de mas de 15 ug/ml en 4 pacientes, de entre
8y 10 ug/ml en otros 4, de entre 5y 7 ug/mlen 7, de entre 2 y 5 ug/ml en 9 y menor de 2 ug/ml

en 8 pacientes (Figura 8).
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Figura 8: Concentraciones de natalizumab en las diferentes muestras de cada paciente. La concentracién de natalizumab fue
cuantificada con ELISA como estd descrito por Rispens et al. en 74 muestras procedentes de 32 pacientes.

3.1 CORRELACION ENTRE LA CONCENTRACION PLASMATICA Y LAS CARACTERISTICAS
INDIVIDUALES DE LOS PACIENTES

A la vista de la variabilidad en las concentraciones séricas de natalizumab, quisimos investigar la
influencia de las caracteristicas antropométricas y demograficas de los pacientes en la

farmacocinética de natalizumab. Para ello se analizaron las correlaciones entre la concentracion
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plasmatica del farmaco y el peso, SC, IMC, dias desde la infusidn previa, edad y duracion del

tratamiento.

El sexo no se consideré entre dichas caracteristicas porque existe una colinealidad con el peso,

la SCy el IMC (datos no mostrados).

Tal y como se muestra en la figura 9, se observd una correlacién negativa lineal entre la
concentracién plasmatica del farmaco y el peso del paciente (rho=-0.404, p<0,001; Figura 9A).
Ademas, se analizé la SC, que se suele utilizar muy a menudo para la dosificacion de farmacos,
debido a que estd menos afectada por el pardmetro adiposo que otras variables [140]. De forma
similar al peso, también existia una correlacidon negativa lineal (rho=-0.3624; p=0.0015; Figura

98B).
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Figura 9: Correlacién entre la concentracion plasmdtica de natalizumab y el peso (A), SC (B), IMC (C), dias desde infusién previa

(D), edad (E) y duracién de tratamiento (F). La concentracion de natalizumab se cuantificé con ELISA como estad descrito por Rispens

et al. en 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion de Spearman (rho) para el andlisis asociativo de las

variables cuantitativas.
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Del mismo modo, se analizé el IMC, parametro que también es ampliamente utilizado para la
dosificacidon de farmacos [147]. En este caso también se observa una disminucion de los niveles
de natalizumab a medida que aumenta el IMC, siendo esta correlacidn todavia mas acusada y

con mayor potencia estadistica (rho=—0.4933; p= 0.0000; Figura 9C).

Una de las variables que se esperaba influyera de forma significativa en la concentracion
plasmatica del farmaco es el esquema de dosis. Como se puede apreciar en la figura, nos
decantamos por analizar esta variable como cuantitativa continua, expresada como dias desde
la infusidn previa, ya que de este modo minimizabamos el posible error de prediccién frente al
analisis como variable cualitativa. Asi, al analizar la correlacién entre la concentracion
plasmatica y el intervalo entre dosis como variable continua encontramos una correlacidn
negativa débil (rho=-0.2389; p=0.0403; Figura 9D). En ese mismo sentido, la concentracion
media fue menor en el esquema EID (24.73 pg/ml) que en el SID (17 ug/ml) con una desviacién

estandar de 16.09 y 11.83 respectivamente.

Por otro lado, dado que la EM tiene una evolucidn desfavorable a medida que aumenta la edad
de los pacientes (que se hace mds acusada en torno a la cuarentena [148]), quisimos averiguar
sila edad de los pacientes tenia alguna influencia en la concentracidn plasmatica de natalizumab
y encontramos una relacion inversa débil (rho=-0,22; p=0.058; Figura 9E). Al analizar la edad de
forma categoérica, discriminando entre pacientes con una edad menor o igual a 40 afios o mayor
de 40 afios, se obtuvieron resultados similares, con una concentracion media de 17,21ug/ml en

los mayores de 40 y de 22,27ug/ml en los menores de dicha edad (p=0.033).

El tiempo que el paciente llevaba recibiendo el natalizumab no resultd tener correlacién con la

concentracién plasmatica del farmaco (rho=0,07; p=0.553; Figura 9F).

Al realizar un andlisis multivariante se confirmé que tanto el peso como sobre todo el IMC

influian sobre los niveles de natalizumab en el suero de los pacientes (Tablas 3, 4).

Tabla 3. Andlisis multivariante para los niveles de natalizumab y peso corporal (variables consideradas

como continuas).

Natalizumab pg/ml B [95% Intervalo conf.] P valor
Peso (kg) -0.3736135 -0.5905907 0.1566363 0.001

Edad (afios) 0.1156723 0.479519  0.2661744 0.548
Esquema de dosis (dias) -1.123487 -2.119463 0.1275116 0.028
Cons. 89.53663 52.32627 126.747 0.000
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Tabla 4. Andlisis multivariante para los niveles de natalizumab e indice de masa corporal (variables

consideradas como continuas).

Natalizumab pg/ml B [95% Intervalo conf.] P valor
IMC (Kg/m2) -1.779968 -2.597465 -0.9624717 0.000

Edad (afios) -0.0439754 -0.4149139  0.3269631 0.814
Esquema de dosis (dias) -1.192826 -2.148883  -0.2367683 0.015
Cons. 105.8316 67.78114 143.882 0.000

A la vista de la influencia del peso en los niveles del natalizumab, realizamos también un anlisis
multivariante con el peso como variable categdrica, separando la cohorte en pacientes con peso
menor de 60 kg, entre 60 y 90 Kg y de mds de 90 Kg, basandonos en un estudio previo [142].
Con este analisis comprobamos que los pacientes de mas de 90 Kg tenian 11.71 unidades menos
de concentracién plasmatica de natalizumab que los de 60-90 Kg y estos ultimos 7.69 unidades

menos que los pacientes de menos de 60 Kg (tabla 5).

Tabla 5. Andlisis multivariante para los niveles de natalizumab y peso (variables consideradas como

categoricas).
Natalizumab ug/ml B [95% Intervalo conf.] P valor
60-90 Kg -7.689104 -14.966 -0.4120689 0.039
>90 Kg -11.70549 -20.40149 -3.009492 0.009

Para ajustarnos a la tendencia actual de analizar la farmacologia de natalizumab agrupando a
los pacientes por esquema de tratamiento, realizamos el mismo tipo de analisis de correlacién

en los grupos SID y EID por separado.

Al hacerlo, el peso correlaciond inversamente con las concentraciones de natalizumab en ambas
cohortes, aunque con mas potencia estadistica en el grupo EID (rho=-0,42; p=0.002) que en el
grupo SID (rho=-0,42; p=0.04) (Figura 10A). Al analizar las otras 2 variables relacionadas con el
peso, el esquema EID vuelve a ser en el que mas correlacién encontramos, sobre todo en el caso

del IMC (Figuras 10 By C).
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Figura 10: Correlacién entre la concentracion plasmdtica de natalizumab y el peso (A), SC (B) e IMC (C) de cada paciente segun el
esquema de tratamiento (SID, menos de 33 dias entre infusiones y EID, mas de 33 dias). La concentracidn de natalizumab fue medida
por ELISA como esta descrito por Rispens et al. en 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion de Spearman

(rho) para la realizacién del andlisis asociativo de las variables cuantitativas.

Por su parte, ni la edad ni la duracion del tratamiento influyeron significativamente en las

concentraciones plasmaticas de natalizumab en ninguno de los dos esquemas (Figura 11).
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4. ESTUDIO DE LA FARMACODINAMICA DE NATALIZUMAB: MEDIDA DE
LA OCUPACION DEL RECEPTOR a4B1-INTEGRINA POR NATALIZUMAB

Con el fin de conocer la farmacodinamia del natalizumab en nuestros pacientes, se midié la OR
en sus distintas subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica, como se describe en el
apartado material y métodos. Al igual que con las concentraciones plasmaticas, se analizo el
impacto de las mismas caracteristicas demogréficas y antropométricas de los pacientes, asi

como el esquema y la duracidn del tratamiento, en la OR.

4.1 CORRELACION ENTRE LA OCUPACION DEL RECEPTOR Y LAS CARACTERISTICAS
INDIVIDUALES DE LOS PACIENTES

El andlisis de la OR revel6 también gran variabilidad entre pacientes, con un rango que iba desde
el 44% al 100 % (Figura 12). En la misma figura 12 se pueden apreciar las correlaciones entre las
diferentes variables de cada paciente con la OR del fdrmaco. La OR resultd estar relacionada de
forma inversa y débil con el peso de los pacientes (rho=-0,28; p=0,02; Figura 12A). Asi, si
analizamos las 9 muestras con una OR inferior o igual al 70%, solamente 2 tenian pesos por
debajo de 80 kg. Ademas, es notable apreciar cdmo los 2 pacientes con pesos por encima de 100
kg presentaban una OR muy lejana a la saturacion (Figura 12A). De forma similar, también se
encontrd una correlacion inversa débil entre la OR y la SC (rho=-0.2885; p = 0.0127; Figura 12B)
y lo mismo sucedioé con el IMC (rho=-0.2232; p=0.0559; Figura 12C). Por su parte, el esquema
de tratamiento no resulté tener influencia sobre el valor de OR, ni como variable continua (rho=
0.02; p=0.853; Figura 12D), ni como categérica (SID vs. EID: 88.41 y 85.67, respectivamente; p=
0.367).

Al analizar si la edad de los pacientes tenia alguna influencia en la OR no se aprecié relacién
estadistica alguna entre ambas variables (rho=-0.2232; p=0.0771; Figura 12E). De forma similar,
tampoco se detectd correlacién entre OR y duracién del tratamiento (rho=0,15; p=0,201; Figura

12F).
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Figura 12: Correlacién entre la OR y (A) peso, SC (B), IMC (C), dias desde infusién previa (D), edad (E) y duracién de tratamiento

(F). La OR se midioé por citometria de flujo con un anticuerpo anti-lgG4 humana conjugado con PE, que detecta la unién de

natalizumab a la superficie de los linfocitos en 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizo la correlacién de Spearman (rho)

para la realizacion del andlisis asociativo de las variables cuantitativas.
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El andlisis multivariante confirmd la asociacién inversa entre la OR y el peso corporal (beta=

-0.31; p=0.001) y el IMC (beta=-1.39; p = 0.001; Tablas 6 y 7).

Tabla 6. Andlisis multivariante para OR y peso corporal (variables consideradas como continuas).

OR (% del total) B [95% Intervalo conf.] P valor
Peso (Kg) -0.3124683 -0.4981626 -0.126774 0.001
Duracién tto. (afios) 0.9801092 -0.0592339 2.019452 0.064
Cons. 104.8731 90.08744 119.6587 0.000
Tabla 7. Andlisis multivariante para OR e IMC (variables consideradas como continuas).
OR (% del total) B [95% Intervalo conf.] P valor
IMC (Kg/m2) -1.398437 -2.172268 -0.6246052 0.001
Edad (afios) 0.1634503 0.2065952  0.5334958 | 0.381
Esquema de dosis (dias) -0.5334701 -1.43738 0.37044 0.243
Duracion tto. (afios) 0.0029582 -0.1976502 0.2035667 | 0.977
Cons. 132.2103 96.08135 168.3393 0.000

Al igual que hicimos con las concentraciones séricas, también se analizé el impacto de las

diferentes variables relacionadas con el peso sobre la OR de los pacientes agrupados por

esquema de tratamiento (Figura 13). De este modo, el peso resulté tener influencia sobre la OR

en la cohorte EID (rho=-0.416; p=0.003) pero no en la SID (rho=-0.031; p=0.880). Asi, la mayoria

de los pacientes con valores saturantes de OR en EID eran los de menor peso (Figura 13A).

De forma similar, la SC y el IMC correlacionaron de forma inversa con la OR en el esquema EID

pero no en el SID (Figura 13B y 13C).
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Figura 13: Correlacién entre la OR y peso (A), SC (B) e IMC (C) segtin el esquema de tratamiento (SID, menos de 33 dias entre
infusiones y EID, mas de 33 dias). La OR se midid por citometria de flujo con un anticuerpo anti-lgG4 humana conjugado con PE, que
detecta la unidn de natalizumab a la superficie de los linfocitos en 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion
de Spearman (rho) para la realizacion del andlisis asociativo de las variables cuantitativas.
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No se hallaron diferencias estadisticamente significativas al relacionar la OR con la edad como

variable continua ni en EID (rho=-0.104; p=0.476) ni en SID (rho=0.198; p=0.332; Figura 14A).

Tampoco al hacerlo con la duracién del tratamiento ni en SID (rho=0.182; p=0.375) ni en EID

(rho=0.135; p=0.3547; Figura 14B).
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Figura 14: Correlacion entre la OR y edad (A) y duracion de tratamiento (B) segtin el esquema de tratamiento (SID, menos de 33
dias entre infusiones y EID, mas de 33 dias). La OR se midié por citometria de flujo con un anticuerpo anti-lgG4 humana conjugado
con PE, que detecta la unién de natalizumab a la superficie de los linfocitos en 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la
correlacion de Spearman (rho) para la realizacion del andlisis asociativo de las variables cuantitativas.
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5. RELACION DE OR CON LA CONCENTRACION PLASMATICA DE
NATALIZUMAB

Finalmente, quisimos averiguar si la OR dependia de la concentracién de natalizumab en suero
en nuestro grupo de pacientes y encontramos una débil asociacidn entre ambos pardmetros
(rho=0.256, p=0,027), como se puede observar en la figura 15. Ello parecia debido a que la
correlacién entre ambos pardmetros era fuerte con concentraciones plasmaticas de
natalizumab inferiores a 10 pg/ml aproximadamente (Figura 15), mientras que por encima de
dicha concentracién no habia aparentemente correlacién. De hecho, pudimos comprobar que
las Gnicas 6 muestras con una OR por debajo del 60% tienen una concentracion inferior a 5 pg/ml
(Figura 15). En vista de esto, las correlaciones por debajo de 10 ug/mly por encima de 10 pg/ml
fueron calculadas de forma separada, obteniendo una fuerte correlacién en la primera

(rho=0.58; p=0.006) y ninguna en la segunda (rho=0.23; p=0.091).
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Figura 15: Correlacién entre la concentracion plasmdtica de natalizumab y la OR de cada paciente. La concentracion de
natalizumab fue medida por ELISA como esta descrito por Rispens et al. En 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la
correlacion de Spearman (rho) para la realizacion del andlisis asociativo de las variables cuantitativas. La OR se midid por citometria
de flujo, con una anti-IlgG4-PE humana, revelando la unién de natalizumab a la superficie de los linfocitos en 74 muestras procedentes
de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion de Spearman (rho) para la realizacion del andlisis asociativo de las variables cuantitativas.

Al estratificar por edad, la asociacidn positiva entre ambas variables se mantiene en los
pacientes mayores de 40 afios (rho=0.453, p=0.04; Figura 16A), pero no en los que tienen 40

afios o menos (rho=0.113, p=0.504; Figura 16A).
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OR a-4 integrina (% del total)

OR a4 integrina (% del total)

Al estratificar por esquema de tratamiento, existe una asociacion positiva entre ambas variables

en el régimen EID (rho=0.416; p=0.003; Figura 16B), pero no en el SID (rho=-0.10; p=0.626,

Figura 16B).

A

<40 afios

rho=0.113; p=0.504

1000 - o
sol - wT |
604
40 | | |
0 20 p .
NTZ (ng/mi)
SID
rho=-0.10; p=0.626
fo0g - .
""""" R
80+ . . |
604
40 | | |
0 20 - .
NTZ (ng/mi)

OR «-4 integrina (% del total)

OR «-4 integrina (% del total)

> 40 afios

rho=0.453; p=0.04

1004 « -, . .
© e
so{-— -
s0{ °
40 r . r
0 20 40 60
NTZ (pg/ml)
EID
rho=0.416; p=0.003
1007 = . < e
804 1 .
s0{ °
40 r r .
0 20 40 60
NTZ (ug/ml)

Figura 16: Correlacion entre la concentracion plasmdtica de natalizumab y la OR de cada paciente, estratificando por edad (A) y
esquema de tratamiento (B). La concentracion de natalizumab fue medida por ELISA como esta descrito por Rispens et al. En 74
muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion de Spearman (rho) para la realizacion del andlisis asociativo de las
variables cuantitativas. La OR se midio por citometria de flujo, con una IgG4-PE anti-humana, revelando la unién de natalizumab a
la superficie de los linfocitos en 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion de Spearman (rho) para la

realizacion del andlisis asociativo de las variables cuantitativas.

94



Al realizar un analisis multivariante se confirma que cuanto mas aumenta la concentracién de

natalizumab mas lo hace la OR, ajustado por género, edad y esquema de tratamiento (Tabla 8).

Tabla 8. Andlisis multivariante para OR y concentracién plasmdtica de natalizumab (variables
consideradas como continuas).

OR (% del total) B [95% Intervalo conf.] P valor
Natalizumab (ug/ml) 0.2310722 0.0354729 0.4266714 0.021
Peso (Kg) -0.229495 -0.4227673 -0.0362227 0.021
Duracién tratamiento (afios) 0.9835752 -0.0242292 1.99138 0.056
Cons. 94.135 77.15946 111.1105 0.000

5.1 BUSQUEDA DEL PUNTO DE CORTE DE MAYOR ASOCIACION ENTRE
CONCENTRACION DE NATALIZUMAB Y OR

En vista de la pérdida de correlacidn entre la concentracidn de natalizumab y la OR al aumentar
la primera, nos propusimos encontrar el punto de corte hasta el cual esta correlacién se
mantenia. Basandonos en estudios previos [149], establecimos 10 pg/ml como punto de corte
inicial para analizar la correlacion entre ambos pardmetros. Asi, se obtuvo una correlacion
positiva para una concentracién de natalizumab menor o igual de 10 pg/ml (rho=0,58 p=0.001),

que se perdia cuando los niveles plasmaticos eran mayores de 10 pg/ml (rho=0.23 p=0.645).

En vista de este hallazgo, quisimos averiguar si con concentraciones inferiores a 10 pug/ml la
correlacién con la OR era mayor y encontramos que la correlacién mds fuerte entre

concentracién plasmatica y OR se da hasta 9 pg/ml (rho=0.71 p=0,003; Figura 17).
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Figura 17. Correlacion entre la concentracién plasmdtica de natalizumab y la OR de cada paciente estratificando segun la
concentracion de natalizumab menor de 9 y mayor de 9 u/ml. La concentracion de natalizumab fue medida por ELISA como esta
descrito por Rispens et al. En 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion de Spearman (rho) para la realizacién
del andlisis asociativo de las variables cuantitativas. La OR se midio por citometria de flujo, con una anti-lgG4-PE humana, revelando
la unién de natalizumab a la superficie de los linfocitos en 74 muestras procedentes de 32 pacientes. Se utilizé la correlacion de

Spearman (rho) para la realizacién del andlisis asociativo de las variables cuantitativas.
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DISCUSION
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El proyecto de investigacion que ha dado lugar a esta tesis doctoral afiade informacidn relevante
sobre las principales caracteristicas antropométricas de los pacientes que influyen en la
farmacocinética (concentracién sérica) y en la farmacodindmica (OR) de natalizumab en 32
pacientes con EMRR tratados eficazmente durante un largo periodo de tiempo sin reacciones
adversas importantes. En concreto, las concentraciones de natalizumab variaron entre 0.72 y 67
pg/ml, y la OR entre el 44 y el 100%. Al realizar un andlisis multivariante, IMC se relacioné de
forma inversa con la concentracidn sérica (beta =-1.78; p < 0.001), del mismo modo que el peso
de los pacientes (beta = -0.37; p = 0.001), no asi la altura, la SC y la edad. Por otro lado, el
esquema de tratamiento utilizado (SID vs. EID), influyé de forma inversa en la concentracién del
farmaco, asi al analizar la correlacidn entre la concentracién plasmatica y el intervalo entre dosis
como variable continua encontramos una correlacién negativa débil (rho=-0.2389; p=0.0403).
Ademas, la concentracion media fue menor en el esquema EID (24.73 pg/ml) que en el SID (17
pg/ml) con una desviacion estandar de 16.09 y 11.83 respectivamente. Por el contrario, no hubo
relacion estadistica alguna entre la concentracidn sérica y la duracidn del tratamiento. De forma
similar a lo ocurrido con la concentracion de natalizumab, el IMC (beta = -1.39; p = 0.001) y el
peso (beta=-0.31; p=0.001) impactaron en la OR de forma inversa. Por ultimo, existe una fuerte
correlacién lineal entre las concentraciones de natalizumab y la OR hasta alcanzar 9 pg/ml (rho
= 0.71; p = 0.003). Sin embargo, la mayoria de los pacientes presentaron concentraciones

superiores del farmaco, resultando en una saturacion de la integrina.

Desde su aprobacion en el afio 2004 por parte de la FDA, el natalizumab ha demostrado
ampliamente su eficacia en el tratamiento de la EM, tanto en ensayos clinicos como en la
practica clinica habitual [128] [150] [151] [152] [153]. De hecho, actualmente hay pocos
farmacos cuya eficacia sea comparable a la suya en el tratamiento de la EMRR [154]. Sin
embargo, siempre ha existido incertidumbre en cuanto a su seguridad debido a su principal
reaccién adversa, la aparicion de LMP [155]. Este hecho ha limitado mucho su prescripcién, ya
que los neurdlogos se han visto obligados a plantearse su uso con mucha cautela. Por todo ello,
se han llevado a cabo muchos estudios para optimizar el uso del natalizumab, con el doble
objetivo de disminuir al maximo el riesgo de desarrollar LMP y conservar la total eficacia del

farmaco.

Dicha optimizacién pasa por el mayor conocimiento posible de su farmacologia y en este

contexto se enmarca el presente proyecto de tesis.

En este sentido, uno de los primeros estudios que establecieron la correlaciéon entre la

concentracién plasmatica y la OR es el de Khatri BO et al. [138] cuyo objetivo primario era
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demostrar la eficacia del intercambio plasmatico para el tratamiento de la LMP, que tiene como
fin eliminar el natalizumab del organismo del paciente y desaturar asi la integrina. En este
estudio se establecié la concentracién plasmatica de 1 pg/ml como punto de corte por debajo
del cual se alcanzaba una OR menor del 70%, el cual se establecié en los ensayos fase Ill como
el porcentaje de saturacion necesario para que el farmaco se mostrara eficaz [138]. Sin embargo,
en estos ensayos tampoco se muestra claramente cémo se obtuvo dicho porcentaje ni si
porcentajes menores de saturacién serian suficientes para alcanzar la eficacia de natalizumab

[156], sin olvidar que esos valores muy probablemente dependan también de cada paciente.

Posteriormente, los estudios se han centrado en aumentar el intervalo de dosis de natalizumab
de un modo tal que no se comprometiera la eficacia del fdrmaco. Paralelamente se han realizado
diversos estudios (comentados mas adelante) para caracterizar la farmacologia de natalizumab
y averiguar cuales son los principales parametros que influyen en ella, para poder individualizar

las dosis de natalizumab en cada paciente.

La primera estrategia evaluada para disminuir el riesgo de padecer LMP manteniendo la eficacia
del farmaco fue la interrupcién temporal de la administracion del natalizumab en pacientes en
los cuales estaba siendo eficaz, con el fin de evaluar cuanto tiempo podria durar ese efecto sin
necesidad de otra dosis. Es el caso del ensayo RESTORE, cuyos pacientes no habian tenido
ninguna recaida ni presentaban exacerbacion de las lesiones en gadolinio durante el afio previo.
El resultado fue que la mayoria de los pacientes presentaron recurrencia tanto de la actividad
clinica como en RM a los 3 meses o incluso antes [157]. Otro estudio con un planteamiento
parecido obtuvo resultados similares, pero incluydé pardmetros farmacodindmicos como la OR a
la hora de evaluar las consecuencias de la interrupcién de la administracidon de natalizumab. Un
hallazgo importante de este estudio fue la constatacion de que existia relaciéon entre la OR y la
aparicidn de nuevas lesiones en gadolinio, ya que en todos los pacientes donde se producian, la
OR habia descendido por debajo del 70% (alrededor de la semana 10-12 desde la ultima
infusidn). Confirmaron ademas que los resultados variaban mucho entre los distintos pacientes,

lo cual indicaria que se deberia realizar una dosificacién individualizada [158].

Como contrapartida, estos hallazgos sugieren que el aumento en la OR también aumentaria la
susceptibilidad de padecer LMP, por lo que se hipotetizd que un espaciamiento entre las dosis
de natalizumab podria resultar en una OR tal que excluyera la entrada de linfocitos T
autorreactivos al SNC sin aumentar el riesgo de padecer LMP. Aprovechando que en la actividad
clinica habitual el fdrmaco en ocasiones no se administra cada 28 dias como esta indicado en

ficha técnica, sino algunos dias antes o después, se realizd un estudio retrospectivo
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multicéntrico que agrupaba por primera vez a los pacientes segun el esquema de dosis recibido
(EID vs SID). En este estudio se concluyé que un aumento del intervalo entre dosis de hasta 5
dias no producia una disminucién de la eficacia del farmaco [149], constituyendo el punto de
partida para los multiples estudios que se han realizado con posterioridad y en los que se han
evaluado las consecuencias de la utilizacién de uno u otro esquema. En los ultimos afos, la
tendencia ha sido tratar de demostrar que el uso de esquemas de dosis extendidos mantenia la
efectividad del farmaco [159] [160]. Esta tendencia ha continuado en la actualidad con la
reciente publicacion de 2 estudios en vida real, en los que se ha demostrado como diferentes
pardmetros indicadores de la actividad del farmaco permanecen inalterados después del cambio

a esquemas extendidos [161] [162].

Sin embargo, hasta la fecha sélo existe publicado un estudio en vida real que compara el riesgo
de padecer LMP entre los diferentes esquemas de dosificacién, resultando ser mas reducido en
el EID [163], por lo que es prematuro afirmar de forma categdrica que deba sustituir al esquema
SID o que las medidas de estratificacion del riesgo de LMP establecidas en la actualidad deban
ser revisadas. Para ello esta en marcha un ensayo clinico en el que se compara el perfil beneficio
riesgo de ambos esquemas de dosis y cuyos resultados, que se espera salgan a la luz en el afio
2023, seran de gran ayuda a la hora de corroborar la hipdtesis de que el esquema EID es superior

en eficacia y seguridad al SID (NCT03689972).

En ese sentido, nuestros datos indican que alargar el intervalo de dosis entre las infusiones de
natalizumab disminuye la concentracidn plasmatica de natalizumab pero no la OR, lo que sugiere
que la EID no comprometeria la eficacia del fdrmaco pero tampoco reduciria el riesgo de LMP
siempre y cuando dicho riesgo esté asociado a un determinado nivel de OR como asi ha sido
aceptado por la comunidad cientifica [149]. Este hecho podria explicarse por varios fenémenos
que han sido descritos con anterioridad; por un lado el tratamiento con natalizumab esta
asociado a un aumento de la cantidad de células del sistema inmune circulantes [164], y por otro
lado la expresién de la integrina en estas se reduciria en un 50% con el tratamiento de
natalizumab, produciendo un efecto regulatorio sobre este aumento de células inmunitarias
[159]. De este modo en los pacientes que estén recibiendo natalizumab a largo plazo serian
suficientes menores dosis, puesto que se produciria una regulacion de las células

inmunocompetentes.

Otra preocupacion de la comunidad cientifica ha sido la caracterizacidén de la farmacologia de
natalizumab, con el fin de entender qué parametros influyen en la misma y dan cuenta de la

gran variabilidad entre pacientes, constatada a lo largo de todos estos afios. Ya en los estudios
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pivotales de natalizumab se vio que ciertos parametros como el peso del paciente influian en su
farmacologia; sin embargo, estos resultados no se consideraron suficientes para autorizar una
dosificacidn individualizada del farmaco. Por ello se necesitan mas estudios que caractericen de
forma completa la farmacologia de natalizumab y que sirvan de apoyo para optimizar su
dosificacidn. De hecho, en los ultimos afios, ha habido una creciente preocupacién por conocer
mejor la farmacologia de natalizumab por parte de los profesionales que se dedican a la EM.
Dicho conocimiento implica disponer de las herramientas adecuadas para estudiar la
farmacocinética y la farmacodindmica de natalizumab, lo cual significa, a su vez, disponer de un
laboratorio capaz de poner a punto las técnicas de cuantificacién de los niveles séricos del

farmaco, la medicién de la OR y la deteccidn de los anticuerpos anti-natalizumab.

Y de nuevo, es en este contexto en el que se enmarca el proyecto de investigacién de esta tesis,
gue fue promovida alla por el aifio 2015, por la inquietud de los clinicos de nuestro hospital por
conocer mas en profundidad la farmacologia de natalizumab en sus pacientes e identificar

biomarcadores que faciliten el manejo del farmaco.

De hecho, al inicio de nuestro proyecto no existia mds que un estudio que analizara la
farmacodinamia de natalizumab en una cohorte de 11 pacientes en la practica clinica habitual,
el cual reportaba diferentes niveles de saturacién linfocitaria en los pacientes a estudio,
sugiriendo diferencias farmacodindmicas entre los pacientes [165]. Otro estudio analizé la OR
como factor predictivo de eficacia al realizar el cambio de natalizumab a fingolimod en pacientes
estables, pero con factores de riesgo para desarrollar LMP. Ademds de mostrar diferentes
niveles de saturacién, en el mismo se concluia que de los 5 pacientes a estudio, solo 2
presentaron recurrencia en la actividad neuroldgica o radioldgica de la enfermedad, y que estos
pacientes presentaban niveles de saturacién por debajo del 30% [166]. Los niveles plasmaticos
de natalizumab también fueron propuestos en un estudio como biomarcador en un estudio
realizado en 10 pacientes tratados con natalizumab, encontrando gran variabilidad entre los
mismos a pesar de recibir las mismas dosis de farmaco [167]. Finalmente, como ya se ha
comentado, un estudio habia analizado tanto la OR como los niveles del farmaco en 12 pacientes
antes y después de ser sometidos intercambio plasmatico, mostrando una farmacologia
diferente entre los pacientes y sugiriendo que la OR estaba relacionada con los niveles del

farmaco en el paciente [138].

Sin embargo, a partir de 2015, no hemos sido los Unicos en este empefo. Asi, en 2016 se
desarrolléd un método de cuantificacion, por citometria de flujo, de natalizumab libre y unido a

su receptor en sangre y LCR, asi como de la expresidn de la integrina a4f1 en linfocitos T, en
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pacientes que estaban recibiendo diferentes esquemas de dosis de natalizumab como método
para individualizar su dosificacién [159]. En 2017 se disefid un modelo farmacocinético-
farmacodinamico de natalizumab, llegando a la conclusion de que varias caracteristicas
inherentes a cada paciente, como el peso, influian en diferente grado en la exposicién del
paciente al farmaco [142]. En el mismo aiio se validé una técnica, también por citometria de
flujo, para la medicién de la OR [168], aunque esta no tiene en cuenta los pardmetros
interindividuales del paciente ni tampoco la concentracién del farmaco en el organismo del
paciente. Ya en 2019 se realizd6 un completo estudio en el cual se comparaban los diferentes
pardmetros que influyen en la farmacodindmica y farmacocinética de natalizumab al utilizar los
diferentes esquemas de intervalos de dosis [139]. Sin embargo, éste, aunque si evalla la
influencia del peso como tal, no incluye pardametros como el IMC o la SC, los cuales en nuestro
estudio resultan influir en mayor medida en la farmacologia de natalizumab. Ademas, el enfoque
de este estudio, dividiendo las cohortes desde el primer momento en SID y EID no permite
evaluar el impacto de los diferentes parametros sobre la cohorte en general, lo cual se hace
imprescindible a la hora de realizar una individualizacién completa de las dosis. En nuestro
estudio, por el contrario, los esquemas de dosis se evalian como un parametro mas que puede
influir sobre la farmacologia, posibilitando por tanto una mejor individualizacién de la dosis. En
2020 se llevd a cabo un ensayo clinico en el que se evaluaron tanto los niveles plasmaticos de
natalizumab como la OR, utilizando los primeros para individualizar la dosis de forma
prospectiva. Sin embargo, este estudio no evaludé qué caracteristicas individuales de cada
paciente afectaban a estos 2 pardmetros, por tanto no permite una dosificacion basada en las
caracteristicas inherentes a cada paciente sino en la evolucidon de los niveles del farmaco en cada
paciente [169]. Por ultimo, en 2021 el mismo grupo que validé una técnica de medicién de la
saturacion de OR por citometria de flujo demostré en un estudio con 29 pacientes que este
pardmetro puede ser utilizado como un biomarcador estable a la hora de monitorizar a los
pacientes tratados con natalizumab. Ademas, también se analizaron los niveles del farmaco en
suero, constatando que estaban estrechamente relacionados con la OR, sin embargo no se
realizd un analisis farmacoldgico completo ya que no se tuvieron en cuenta parametros como el

peso, edad, duracidn de tratamiento, etc [170].

Actualmente hay dos ensayos clinicos en este campo cuyos resultados todavia no han salido a
la luz: uno que evalua el efecto de una interrupcion de la administracion planificada de 12
semanas en la farmacocinética del farmaco (NCT04048577), y otro para evaluar el impacto
farmacolégico del cambio de los pacientes de SID a EID en la eficacia de natalizumab

(NCT04580381). Todos estos esfuerzos puestos en marcha en relacién con la dosificacion de
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natalizumab demuestran la concienciacidon de la sociedad cientifica ante la evidente necesidad
de optimizar las dosis aprobadas en ficha técnica de natalizumab ya que, durante afos, la

mayoria de estos estudios han sido realizados en vida real.

Hasta aqui la necesidad y por tanto la oportunidad del estudio que hemos realizado.

En cuanto a las limitaciones del estudio, tenemos que decir que el nimero de pacientes no es
muy elevado ni se ha confirmado, desde un punto de vista estadistico, la efectividad del fdrmaco
en términos de niumero de brotes, actividad en RM y EDSS antes y después del estudio. Sin
embargo, si es un dato relevante que ningln paciente sufriera recaidas ni tuviera reacciones
adversas que comprometieran la administracién del farmaco, por lo que no hubo abandonos de

tratamiento durante el estudio.

A todo ello hay que afiadir que nuestra cohorte estad dentro del rango de edad de debut de la
enfermedad, siendo por tanto representativa de los pacientes con EM en la practica clinica
habitual. Ello afade valor a nuestros resultados ya que son extrapolables a la poblaciéon que
sufre esta enfermedad y por tanto podrian ser de gran ayuda para que otros clinicos dosifiquen

el farmaco de forma dptima en vida real [123].

Por otra parte, a diferencia de la mayor parte de las series, la media de la duracién del
tratamiento con natalizumab en nuestra cohorte excedid los 2 afios, lo cual se considera un
factor de riesgo para desarrollar LMP. Sin embargo, solo 11 de los 32 pacientes presentaron
anticuerpos frente a VJC en sangre, y de estos sélo uno de ellos presentd un titulo por encima
de 0,9. Esto permitié que los pacientes continuaran con el tratamiento mas alla de los 2 afios,
ya que esta descrito que los pacientes que no presentan anticuerpos frente a VJC, o presentan

un titulo de los mismos menor a 0,9, tienen un riesgo muy bajo de desarrollar LMP [171].

Puesta a punto de una técnica de cuantificacion de los niveles de natalizumab por citometria
de flujo

En un primer momento del estudio nos planteamos cuantificar las concentraciones séricas de
natalizumab por CMF dada la importante experiencia del grupo en esta técnica.
Desafortunadamente y después de meses de trabajo, nos enfrentamos con la falta de
reproducibilidad de la curva de competicion entre experimentos ya que a igualdad de
concentracién de natalizumab obteniamos valores de MFI diferentes. La explicacion mas
plausible es que el nimero de moléculas de integrina a4B1 por superficie variase entre

experimentos.
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Para resolver este problema se valoraron diversas opciones, entre las cuales estaba utilizar el
mismo lote de células Jurkat y realizar un solo experimento con todas las muestras de suero de
los pacientes. Esta opcion, sin embargo, era de dificil ejecucién debido al gran volumen de
trabajo que requeriria realizar un solo experimento. Ademas, hubiese servido para este trabajo,

pero no de cara a implementarlo como prueba de rutina en la practica asistencial.

Otra opcién habria sido cuantificar, también por CMF, el nimero de moléculas de integrina a41
libres que quedan con las concentraciones crecientes de natalizumab, asumiendo que dicha
cuantificacion nos daria resultados mas reproducibles que los valores de MFI. De hecho, esta
técnica se puso a punto y se utilizé para cuantificar la OR por el grupo de Puiiet-Ortiz et al.,

aunque ellos no la utilizaron para medir los niveles séricos, como era nuestro propdsito [168].

Ante estas dificultades técnicas, finalmente recurrimos a la colaboracién con un grupo de
investigacion que ya media los niveles del farmaco de forma rutinaria por ELISA y cuya fiabilidad

estaba contrastada [143].

Una vez que estuvimos en grado de cuantificar la concentracién plasmatica del farmaco por
ELISA y la OR por citometria de flujo, pasamos a realizar un andlisis farmacocinético y
farmacodinamico del natalizumab en nuestros pacientes y poder relacionarlo con las

caracteristicas de cada uno de ellos.

Farmacocinética de natalizumab

La concentracién de natalizumab es muy variable entre nuestros pacientes, con un amplio rango
(mas de 60 veces) de valores, mostrando la alta variabilidad farmacocinética que existe entre
los pacientes, lo cual esta en concordancia con la mayoria estudios [138] [139] [143] [160] [169].
Ademas, la concentracién es muy constante en cada uno de ellos, lo que avala la fiabilidad y
reproducibilidad de la técnica utilizada e indica que la farmacocinética de natalizumab depende
de las caracteristicas interindividuales de cada paciente y que ésta permanece constante en el

mismo paciente, siendo por tanto predecible y manejable a largo plazo.

Es también muy relevante que la mayoria de los pacientes tenian concentraciones de 5 pg/ml o
superiores, incluyendo dos pacientes con concentraciones superiores a 50 pg/ml; dicho de otro
modo, la mayoria de los pacientes estan sobredosificados ya que las concentraciones superiores
a 5 pg/ml estan relacionadas con la saturacién completa de la integrina a4B1 en la mayoria de

los pacientes.
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Esta sobredosificacion podria aumentar el riesgo del paciente de padecer LMP y ademas genera
un aumento del gasto farmacéutico con el consiguiente desequilibrio en el presupuesto
sanitario. Esto queda demostrado en un reciente estudio en la poblacién holandesa, en el cual
se llegd a la conclusidn de que para una infusidon de natalizumab y los costes asociados a esta
infusidn, al introducir la dosis extendida se puede alcanzar un ahorro de mds de 1 millén de

euros/ddlares por cada 100 pacientes tratados [172].

Del mismo modo, y ante esta gran variabilidad de concentraciones detectada entre pacientes,
el clinico debe tener presente una posible infradosificacién de los pacientes, principalmente en
los que reciben un esquema de dosis extendido. Esta infradosificacion puede conducir a una
recurrencia tanto clinica como radiolégica de la actividad de la enfermedad, asi como a una
progresion a largo plazo, como ha sido descrito en varios estudios. Este riesgo esta
correlacionado con la actividad de la enfermedad que el paciente tenia antes de iniciar el
tratamiento con natalizumab y durante el tratamiento con el mismo, siendo mas alto en aquellos
pacientes cuya dosis aprobada no estaba siendo eficaz [173] [174] [175]. Por todo ello se deben
escoger muy cuidadosamente los pacientes candidatos a un régimen extendido, basandose en

criterios objetivos y estandarizados.

En conclusion, nuestros resultados indican que la cuantificacién de las concentraciones séricas
o de la OR (como veremos mas adelante), deberia ser mandatorio en los pacientes tratados con
natalizumab, porque en ausencia de brotes o de actividad radioldgica, la infradosificacion puede

conducir a una progresion de la enfermedad a largo plazo que se podria haber evitado.

En cuanto a las caracteristicas del paciente que afectan a la farmacocinética de natalizumab, el
peso y las variables que de él dependen resultaron ser las que mas influian en la concentracion
sérica del farmaco. Nuestros datos demuestran que la concentracion sérica de natalizumab esta
inversamente relacionada con el peso del paciente, de acuerdo con estudios anteriores [139]
[160] [163]. Ademas, en nuestro estudio también se relacionaron las concentraciones séricas de
cada paciente con su SCy su IMC, estando la concentracidn sérica de natalizumab inversamente
relacionada con estos pardmetros. Hasta donde sabemos, esta correlaciéon solo se habia
investigado en otro estudio bastante reciente, con resultados similares [176]. Lo mas novedoso
de nuestro estudio es que la mayor asociacién estadistica se encuentra con el IMC, por lo que
consideramos que es el parametro que se deberia utilizar de forma rutinaria a la hora dosificar
el farmaco. La explicacion posiblemente se deba a que el IMC, a diferencia del peso, tiene en

cuenta el porcentaje de grasa corporal del paciente [141] y los anticuerpos monoclonales rara
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vez se distribuyen en grasa corporal, siendo su volumen de distribucién en la mayoria de los

casos igual al volumen plasmatico [121].

Otro hallazgo interesante es que la importante correlacién estadistica entre la concentracion de
natalizumab y el IMC de los pacientes alcanza mucha mayor significacion en el esquema de dosis

extendido, hecho que también se deberia tener en cuenta al decantarse por dicho esquema.

Ante la clara asociacidon entre el peso de los pacientes y la concentracién plasmadtica de
natalizumab, decidimos realizar un abordaje alternativo y estratificar la cohorte de pacientes en
funcidn de si los pacientes tenian un peso de menos de 60 Kg, de entre 60-90 Kg y de mas de 90
Kg. Como resultado obtuvimos que la diferencia de concentracion entre la cohorte de menos
pesoy la de mayor peso era de 19,4 unidades a favor de los primeros. Este hallazgo sugeriria por
tanto que en los pacientes de menos de 60 Kg habria que prestar especial atencién a una posible
sobredosificacion y que, por el contrario, en la cohorte de pacientes de mas de 90 Kg habria que

estar muy atento a la posible infradosificacion.

En cuanto al esquema de dosis utilizado, este también resulté influir en la concentracién del
farmaco en nuestra cohorte de pacientes. De este modo, el esquema de tratamiento influyd en
la concentracion plasmatica de natalizumab de forma significativa, siendo esta mayor en el
esquema SID al igual que en otros estudios previos [139] [163] [177]. El principal motivo para
extender el régimen de dosis de natalizumab es la reduccion del riesgo de LMP. La hipdtesis
subyacente se basa en que una disminucién de la concentracion de natalizumab da lugar a un
complejo equilibrio, garantizando por un lado la vigilancia del sistema inmune a nivel del SNC,
con el objetivo de mantener supresion del virus, pero al mismo tiempo provocando una
supresion inmunitaria suficiente como para detener la actividad de la EM. Ademas esta
demostrado que transcurridas de 4 a 8 semanas desde la Ultima dosis del farmaco se produce
una parcial reversibilidad de los efectos farmacodindmicos de natalizumab, incluyendo la
disminucién de la saturacién del receptor, el aumento de la expresion de la molécula de
adhesién celular vascular soluble y la reduccidon de la linfocitosis periférica inducida por
natalizumab [164]. Todo ello se confirma en un estudio publicado recientemente, en el cual los
resultados sugieren que la ampliacion de los intervalos de dosificacion en tan sélo 1 0 2 semanas

puede producir una gran reduccion del riesgo de LMP [178].

Los primeros estudios retrospectivos que se realizaron en este sentido sugirieron que la
efectividad de natalizumab no se ve comprometida por los regimenes de EID [177] [149] . Por
otro lado, varios estudios sobre la interrupcién del natalizumab indican que la actividad de la

enfermedad en EM permanece inactiva durante al menos 6 semanas después de la ultima
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administracién del farmaco [179] [180] Todo ello sugiere que, si se seleccionan pacientes de
forma rigurosa en funcidén de determinadas caracteristicas individuales, estos podrian pasar del
grupo SID al grupo EID, ya que ningun paciente vio aumentada la actividad de la patologia

durante nuestro estudio.

Otro parametro que puede influenciar la farmacocinética de un farmaco es la capacidad
metabolizadora, que desciende a medida que aumenta la edad del individuo [181]. Asi, parece
que la mayoria de los malos resultados clinicos relacionados con el tratamiento farmacoldgico
en una poblacién de edad avanzada (generalmente enferma o fragil) pueden atribuirse a
diversos cambios anatdmicos y fisioldgicos relacionados con la edad. Van Kerpen et al. [160] no
encontraron relacidn entre los niveles de natalizumab y la edad de los pacientes estudiados, ni
tampoco Muralidharan et al. [142]. En el caso de nuestra cohorte de pacientes, si se aprecia
cierta tendencia a la reduccion de la concentracidon de natalizumab a medida que aumenta la
edad de los pacientes (rho=-0,22; p=0.058). En cualquier caso, este hecho no parece tener
especial relevancia porque el tratamiento con natalizumab, para que sea eficaz, debe ser precoz
y los clinicos no se plantean administrarlo en edades mas avanzadas, pasada la ventana de
oportunidad, cuando el componente inflamatorio sea el que predomine en el paciente. Esto es
asi porque la gran efectividad del natalizumab deriva de su alta potencia antiinflamatoria y
sabemos que la actividad inflamatoria de la EM disminuye con la edad. Natalizumab no
disminuye la progresién, que es un proceso neurodegenerativo y no inflamatorio y que se
incrementa en riesgo con la edad. A ello se suma el hecho de que la edad aumenta el riesgo de

LMP [182].

Por su parte, el género no se contemplé como una variable que pudiera influir en las
concentraciones séricas de natalizumab, dada la colinealidad que existe entre el géneroy el peso
y las variables que dependen del peso. Asi, en general, las mujeres pesan menos que los varones

y presentan mayores concentraciones séricas que los hombres.

Estudios posautorizacion de natalizumab, en los cuales se evalué la seguridad del mismo,
llegaron a la conclusién de que el riesgo de desarrollar LMP aumenta a medida que lo hace la
duracidn del tratamiento con natalizumab, sobre todo en pacientes que presentan anticuerpos
anti-VJC. Esta relacion no es tan clara en los pacientes en los que los anticuerpos anti-VJC son
indetectables, aunque no se debe descartar, maxime cuando estos pacientes pueden sufrir
seroconversién de forma repentina durante el tratamiento. El punto de corte a partir del cual se
produce un mayor aumento del riesgo de desarrollar la enfermedad son los dos afios de

tratamiento [183], aunque este hecho no estd confirmado en otros estudios donde la duracién
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del tratamiento sin aparicién de LMP es mayor [184]. Aun asi, al alcanzar las 24 dosis, la EMA
recomienda la reevaluacién por parte del neurdlogo y el paciente de la idoneidad de continuar
con natalizumab en los pacientes que son positivos para los anticuerpos anti-VJC. Esto hace que
muchas veces, pacientes en los cuales el farmaco se ha mostrado realmente eficaz dejen de
recibir el farmaco. Por ello, nuestro grupo quiso averiguar si la duracién del tratamiento con
natalizumab influia en su farmacocinética, con la hipétesis de que se pudiera producir un efecto
acumulativo del farmaco y eso, a su vez, favoreciese el desarrollo de la LMP o de la
primoinfeccion con el VIC. Sin embargo, el tiempo que llevaba el paciente en tratamiento resultd
no tener ninguna influencia en las concentraciones de natalizumab, ni en la cohorte completa ni
al dividir esta por esquema de tratamiento. Este hallazgo va en la misma direccién de la
estabilidad de las concentraciones en dos muestras del mismo paciente tomadas con un

intervalo minimo de 7 meses, que hemos demostrado también en nuestros resultados.

Por tanto, nuestros datos indican que nuestros pacientes podrian seguir beneficiandose del
tratamiento con natalizumab a largo plazo (de hecho, nuestra cohorte cuenta con pacientes
cuya duracion de tratamiento alcanza alrededor de los 5 afios) porque tienen una edad de inicio
con el natalizumab similar a la de los estudios de seguridad del fdrmaco (en torno a 40 afios),
todos ellos con titulaciones de anticuerpo inferiores a 0.9 y en los que la duracién del

tratamiento no influye en la farmacocinética del fdrmaco.

Farmacodindmica de natalizumab
El analisis de la OR reveld también gran variabilidad entre los pacientes, con un rango que oscila
entre el 44%y el 100 %, siendo muy estable al analizar a los pacientes de forma individual, hecho

que confirma los hallazgos de otros estudios [159] [168] [176] [177].

A priori cabria esperar que la OR fuera mayor en el esquema estandar que en el extendido, como
ademas ya habia sido sugerido en estudios previos, en los cuales se observa una disminucién de
la OR al cesar la administracion de natalizumab [159] [164]. Adema3s, 2 estudios recientes en los
cuales se evalud de forma especifica el efecto del esquema de dosis en la OR, alcanzaron
resultados similares [139] [168]. Sin embargo, en nuestro estudio no existen diferencias entre
las OR de los pacientes de un esquema y los del otro, lo cual se explica debido a que la mayoria
alcanza valores saturantes con el esquema EID. Las diferencias con los estudios previos se
podrian explicar porque casi la totalidad de las muestras catalogadas como EID de nuestro
estudio fueron obtenidas aproximadamente a las 5 semanas de la dosis anterior, mientras que

en los estudios citados se obtenian a las 6 semanas.
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En cuanto a la OR de natalizumab, siempre se ha asumido que eran necesarios valores entre el
70% y el 80% para obtener una efectividad 6ptima del fadrmaco. Sin embargo, diferentes estudios
muestran que niveles mucho mas bajos, en torno al 20%, serian suficientes para mantener al
paciente sin actividad significativa de la enfermedad [139] [164]. Esto se ve respaldado por
nuestro estudio, en el que encontramos valores de OR por debajo del 70% e incluso algunos por

debajo del 60% en pacientes estables.

En cuanto a caracteristicas individuales que afectan a la OR, encontramos que la ocupacion de
laintegrina a4B1 estuvo débilmente relacionada de forma inversa con el peso corporal y el IMC
cuando se considerd toda la cohorte. El hecho de que la mayoria de los pacientes estuvieran por
encima de los niveles de saturacién puede explicar esta baja significacién estadistica, en linea

con lo hallado en otro estudio [142].

Al estratificar por esquema de tratamiento, la relacién de la OR y el peso corporal encontrada
en toda la cohorte sélo se mantuvo en la cohorte de EID, lo que puede deberse a que muchas
de nuestras muestras para EID procedian de pacientes de mas peso, lo cual indica que habria

gue controlar mas si cabe el peso de los pacientes al decantarnos por el esquema EID.

Al aumentar la edad se produce una disminucién de la inmunocompetencia, hecho que influye
en la capacidad del sistema inmunitario de los pacientes para combatir las infecciones y generar
memoria inmunoldgica a largo plazo. Concretamente en el caso de la EM, este fendmeno puede
aparecer de forma precoz. Distintos trabajos realizados en pacientes con esta patologia
demuestran que la enfermedad experimenta un cambio con la edad, observandose una
disminucién de la respuesta inmune adaptativa segin avanza la misma [185]. De hecho el
término inmunosenescencia estd definido como el déficit funcional del sistema inmune
adaptativo, debido a la involucion progresiva del timo que desemboca en una disminucidn en la
produccién de linfocitos T naive y en un aumento de los linfocitos T CD2+CD3- inmaduros
circulantes. Ademas, estos pierden en parte la funcién co estimuladora de CD28, que
desempeiia funcién importante en la activacién linfocitaria y proliferacién de los linfocitos T
[186]. Es légico por tanto hipotetizar que la edad de los pacientes puede influir en la interaccidon
del natalizumab con el receptor de integrina a4B1. Por ello nuestro grupo quiso analizar la
influencia de la edad de los pacientes y de la duracién del tratamiento en la OR, llegando a la

conclusién de que ninguno impactaba sobre la OR de forma significativa.

Correlacion entre la OR y la concentracion plasmadtica de natalizumab
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Por ultimo, en nuestra cohorte de pacientes hemos confirmado y caracterizado la correlacion
entre la OR y la concentracidn plasmatica de natalizumab. De hecho, hemos descrito que una
concentracién de natalizumab de 9 pg/ml es el punto de corte hasta el cual se produce la mayor
correlacién entre estas variables, asi cuando la concentracion de natalizumab aumenta
alcanzando valores de entre 1 y 9 pg/ml, la saturacion de la integrina a4p1 se incrementa
rapidamente del 40% al 80%, pero la curva se aplana mds alla de este valor. En otros estudios
este punto de corte se establecié en 10 ug/ml [172]. Seguiin nuestros hallazgos, se deberian evitar
las concentraciones superiores a 9 pug/ml porque por encima de este valor no se encuentra
ninguna ventaja farmacodindmica ni tampoco aparentes beneficios clinicos. Por tanto,
deberiamos buscar concentraciones mas bajas aunque se obtuviera una OR baja, ya que valores
de OR inferiores al 50% han sido suficientes para mantener a los pacientes sin actividad
radioldgica y clinica de la enfermedad, tanto en nuestro estudio como en otros [138] [164]. No
obstante, somos conscientes de que la estabilidad en la RM y la ausencia de recaidas clinicas a
corto plazo no significan necesariamente la ausencia de progresién clinica, neurodegeneracion
y pérdida axonal a largo plazo. Por ello, nos parece necesario realizar un estudio farmacolégico
similar al realizado en este proyecto en el que se incluyan y analicen, desde un punto de vista

estadistico, los datos clinicos a largo plazo.

En conlusion, podemos concluir que existe una amplia variabilidad farmacoldgica entre los
diferentes pacientes tratados, fendmeno que deberia ser tenido en cuenta a la hora de prescribir
el farmaco. Evidentemente la modificaciéon de la dosis fija (300 mg cada 28 dias) indicada
actualmente en ficha técnica se debe hacer sobre la base de ensayos clinicos robustos. Hasta el
momento existe un ensayo clinico de fase IV con 61 participantes evaluando la eficacia del
farmaco al extender el intervalo de dosis (NCT03516526). Aunque sin duda el ensayo que, en
funcién de los resultados, puede servir como base para esta modificacidén de la ficha técnica es
el NCT03689972, el cual es una fase lll que hasta el momento a enrolado a 500 pacientes y cuyo
objetivo primario es evaluar la eficacia de un esquema extendido de dosis en pacientes que
estaban en tratamiento con la dosis estandar durante al menos 12 meses. Estda previsto que los

primeros resultados salgan a la luz a partir de febrero de 2023.

Entre las caracteristicas individuales, el peso corporal, el IMC y el esquema de tratamiento
tuvieron un impacto significativo en la farmacologia de natalizumab en nuestra cohorte de
pacientes. Ademads, existe una fuerte correlacién entre la OR y las concentraciones séricas de
natalizumab hasta alcanzar los 9 pg/ml, mientras que las concentraciones mas altas provocan la
saturacidn de la integrina en la mayoria de los pacientes, lo cual hace que se pierda esta

correlacidn. Estos resultados contraindicarian alcanzar concentraciones superiores a 9 pg/mil.
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A consecuencia de la dosificacidn fija sin tener en cuenta las caracteristicas individuales de cada
paciente, la mayoria de los pacientes de nuestra cohorte fueron sobretratados. Este hecho
provoca un uso ineficiente del farmaco, lo cual contribuye al desequilibrio del sistema sanitario
nacional y va en contra de los criterios de la AEMPs, en cuanto al uso racional de los
medicamentos. Y lo mas relevante (aunque no ha sido el caso de nuestros pacientes), la
sobredosificacién aumenta la probabilidad de que el paciente pueda desarrollar LMP sin aportar

ningun beneficio clinico adicional para el paciente.

Relacionando todos los resultados obtenidos en nuestro estudio, podriamos concluir ademas
que los pacientes de menor peso (generalmente las mujeres) estarian mas expuestos a padecer
una sobredosificacién del farmaco, mientras que los pacientes de mayor peso (generalmente
los hombres) estarian mas expuestos a ser infradosificados, especialmente en el régimen EID,
en el cual la correlacion entre el peso y la farmacologia del natalizumab es mas evidente, con el

consiguiente aumento de la probabilidad de padecer una reactivacion de la enfermedad.

Por todo lo expuesto en este proyecto de tesis, consideramos que la monitorizacion rutinaria de
los niveles plasmaticos del farmaco y de la OR, puede ser extremadamente util y deberia ser
implementada en todos los centros donde se administre natalizumab, habida cuenta de que, al
menos la OR, se podria medir en la practica totalidad de los centros donde se tratan pacientes
con EM, ya que basta con disponer de un servicio de citometria y no se trata de una técnica

compleja.

De este modo, se evitaria la sobredosificacion y el riesgo de padecer efectos adversos al farmaco,
asi como la infradosificacién y el riesgo de recaida, especialmente en aquellos pacientes en los

que se opta por un esquema de dosis extendido, garantizando asi un uso eficiente del farmaco.
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CONCLUSIONES
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Con la actual dosis fija aprobada, la farmacologia de natalizumab es muy variable entre

pacientes y depende, en cierta medida, de las caracteristicas individuales de éstos.

A pesar de dicha variabilidad, en un mismo paciente las concentraciones séricas y la OR

se mantienen bastante constantes en el tiempo.

Entre las caracteristicas individuales de los pacientes, el IMC, el peso corporal y el
esquema de tratamiento tienen un impacto significativo en la farmacologia de

natalizumab.

La OR depende en gran medida de las concentraciones séricas de natalizumab hasta
alrededor de 9 pug/ml, mientras que concentraciones mas altas provocan la saturacion

de la integrina en casi todos los pacientes.

A consecuencia de lo anterior, la gran mayoria de los pacientes de nuestro estudio
estarian sobredosificados ya que la mayor parte de ellos presentan concentraciones de

natalizumab en suero por encima de 9 pug/ml.

En la practica clinica, se deberia medir la OR y/o la concentracidn sérica de natalizumab
para evitar dicha sobredosificacién. De forma andloga, se evitaria la infradosificacion
de los pacientes, especialmente en aquellos que estan recibiendo el esquema de dosis

extendida.

A falta de la medicién de la OR y/o la concentracidn sérica de natalizumab, se deberia

al menos individualizar la dosis de natalizumab en funcién del peso y el IMC.
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Background: Plasma concentration of natalizumab falls above the therapeutic threshold
in many patients who, therefore, receive more natalizumab than necessary and have
higher risk of progressive multifocal leukoencephalopathy.

Objective: To assess in a single study the individual and treatment characteristics
that influence the pharmacokinetics and pharmacodynamics of natalizumab in multiple
sclerosis (MS) patients in the real-world practice.

Methods: Prospective observational study to analyse the impact of body weight, height,
body surface area, body mass index, gender, age, treatment duration, and dosage
scheme on natalizumab concentrations and the occupancy of a4-integrin receptor (RO)
by natalizumab.

Results: Natalizumab concentrations ranged from 0.72 to 67 pwg/ml, and RO from
26 to 100%. Body mass index inversely associated with natalizumab concentration
(beta = —1.78; p < 0.001), as it did body weight (beta = —0.34; p = 0.001), but
not height, body surface area, age or gender Extended vs. standard dose scheme,
but not treatment duration, was inversely associated with natalizumab concentration
(beta = —7.92; p = 0.016). Similar to natalizumab concentration, body mass index
(beta = —1.39; p = 0.001) and weight (beta = —0.31; p = 0.001) inversely impacted
RO. Finally, there was a strong direct linear correlation between serum concentrations
and RO until 9 ng/ml (rho = 0.71; p = 0.0083). Nevertheless, most patients had higher
concentrations of natalizumab resulting in the saturation of the integrin.

Conclusions: Body mass index and dosing interval are the main variables found to
influence the pharmacology of natalizumab. Plasma concentration of natalizumab and/or
RO are wide variable among patients and should be routinely measured to personalize
treatment and, therefore, avoid either over and underdosing.

Keywords: natalizumab, pharmacokinetics, pharmacodynamics, multiple sclerosis, a4-integrin, dose scheme,
efficacy, progressive multifocal leukoencephalopathy PML
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INTRODUCTION

Natalizumab is a recombinant humanized anti-a4-integrin
antibody against the o subunit (CD49d) of o4 integrins
[a4B1 (VLA-4) and a4P7], that prevents the extravasation of
inflammatory leukocytes across the blood-brain barrier into
the central nervous system (1, 2). Natalizumab is currently
indicated as a single disease modifying therapy in highly active
relapsing remitting multiple sclerosis (RRMS) (3-5). The drug
reduces multiple sclerosis relapses very effectively; nevertheless,
it is associated with progressive multifocal leukoencephalopathy
(PML), a potentially fatal complication caused by the reactivation
of latent John Cunningham virus (JCV). Established risk
factors for PML include: the level of anti JCV antibodies in
serum as assessed by an anti-JCV antibody index; the use of
immunosuppressant therapy before natalizumab initiation; and
the duration of natalizumab treatment (6, 7).

The mechanisms underlying the development of PML
associated with natalizumab are not completely understood but
in all likelihood include, among others, the inhibition of the
trafficking of immune cells like antigen presenting cells and
anti-viral Th1 lymphocytes to the central nervous system (8, 9),
therefore hampering the elimination of the JVC. The magnitude
of this extravasation blockade is almost certainly related to the
degree of saturation of the o4-integrin. Since demonstrating
the presence of a concentration-dependent increase of a4-
integrin saturation (10, 11), the PML risk seems to be linked to
natalizumab serum concentrations (12-14).

Natalizumab is approved at a fixed dose of 300 mg IV every
4 weeks for the treatment of RRMS in adult patients, allowing
natalizumab concentrations to be maintained at levels which
ensure continuous maximal a4f1 integrin receptor saturation
(15). However, many monoclonal antibodies are dosed on an
individual basis (16, 17).

Whereas in the AFFIRM trial the average concentration on
the steady state ranged between 23 and 29 pg/ml (11). It is
known that plasma concentrations of natalizumab between 1 and
2 pg/ml are enough for most patients to reach saturation of o4-
integrin [>80% of receptor occupancy (RO)]. Also that receptor
desaturation (saturation <50%) only happens when natalizumab
serum concentrations fall below 1wg/mL (18). This suggests
that most patients are overdosed by following the approved
guidelines. In addition, considerable variation in natalizumab
levels was found among patients in several studies (5, 10, 11,
19) despite administering the same dosage. As a consequence,
many clinicians throughout the world now utilize alternative
dosing schedules, mainly the extended interval dose (EID), to the
standard interval dose (SID) (20-22).

We believe that optimizing natalizumab doses for individual
patients is necessary to avoid either relapses or side-effects
of the drug. To achieve this, it is necessary to know the
impact of different parameters, including: body weight, height,
body surface area, body mass index (BMI), age, gender,
treatment duration and dosing intervals which influence the
pharmacology of natalizumab. However, very few studies
(19) have considered, in the real-world practice, both the
personal and treatment characteristics altogether in the

pharmacokinetics (PK) and pharmacodynamics (PD) of this
therapeutic antibody.

MATERIALS AND METHODS
Patients and Study Design

This study is a prospective, observational, nonrandomized, open-
label study performed at La Princesa Hospital (Madrid, Spain).
For the study were enrolled 32 patients receiving natalizumab
for relapsing into various forms of RRMS between 2014 and
2019. The eligibility criteria were: a diagnosis of RRMS according
to the applicable panel criteria (23), age of 18 years or older
and receiving natalizumab treatment with a minimum of six
consecutive infusions. Exclusion criteria were: patients who did
not give their informed consent in writing to take part in the
study, patients who did not follow the treatment and patients who
did not meet the above criteria.

Blood samples were collected immediately prior to the next
natalizumab infusion. For some analyses, patients were divided
into two groups based on the time interval since the previous
natalizumab infusion: SID (26-33 days) or EID (34-41 days).
These ranges were chosen after considering the bibliography, in
which an interval of 3.5-4.5 weeks was considered standard, and
an interval of more than 5 weeks was considered as extended (19—
21). Body surface area was calculated with the Du Bois formula
(24) and BMI was calculated as body-weight/height® (25). At least
two serum samples and a maximum of four were drawn from
each patient with a difference between samples of 1-5 months.
Twenty three patients contributed with two samples, eight with
three and one with four.

All samples were obtained at least 7 months after the first dose
of natalizumab, therefore the drug had reached the steady state
in all patients (10, 26). The longest time from the beginning of
the treatment to the extraction of the peripheral blood samples
was 54 months. In the case of SID and EID, the interval between
sample collection and start of treatment is comparable (30.8
months for SID and 35.61 for EID) according to a two-sample
t-test with equal variances, p-value = 0.1789. In total, 74 samples
were collected: 30 corresponded to the SID group (40.54%), and
44 to the EID one (59.45%).

The study was classified as a “Postauthorization-
Observational Study with drugs” by the Spanish Drug Agency
and approved by the ethics committee of La Princesa Hospital
(2634A; AMB-NAT-2015-01) and written, informed consent was
provided by all research participants. Expanded disability scale
score (EDSS), annualized relapse rate (ARRR), age, gender, body
weight, treatment duration, and other clinical parameters were
obtained from the Hospital medical records.

Natalizumab Serum Concentrations

Serum concentrations of natalizumab were measured at Sanquin
Laboratories (Amsterdam) by an ELISA technique, previously
described (27). Briefly, the technique requires specific polyclonal
rabbit anti-natalizumab F (ab) 2 fragments as capture reagent and
a mouse anti-human IgG4 (anti-hIgG4) monoclonal antibody
for detection.
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o4-Integrin Saturation (RO)

The RO was measured by flow cytometry with an anti-human
IgG4-PE to reveal the binding of natalizumab to the surface of
the lymphocytes. Three aliquots of whole peripheral blood were
washed twice with phosphate-buffered saline to eliminate soluble
IgG4 immunoglobulins present in the plasma of the patients to
which anti-IgG4-PE could be bound. One of the aliquots was
incubated with saturating natalizumab (10 pg/mL) for 1 h at 4°C
temperature whereas the remaining two were kept in ice without
natalizumab. After incubation, immunofluorescence was carried
out against the following human molecules with the next panel
of labeled antibodies: CD4-FITC, 1gG4-PE, CD19-PerCP, CD3-
V500, and CD8-APC-H7 (BD Biosciences, San José, CA). One of
the tubes without natalizumab was used for fluorescence minus
one (FMO)-PE control. The incubation was made in darkness
for 30 min at 4°C. Then, red blood cells were lysed with FACS
lysing solution (BD Biosciences, San José, CA) for 10 min and the
remaining leukocytes were suspended with phosphate-buffered
saline—1% fetal calf serum. The percentage of the different
lymphoid subsets and the mean fluorescence intensity (MFI) of
the PE signal were measured with a FACSCanto II flow cytometer
(BD Biosciences, San José, CA) collecting 100,000 nucleated
events. The percentage of natalizumab saturation was calculated
from the MFI in each sample by the following formula: MFI —
hIgG4-PE signal (without natalizumab)/MFI - hIgG4-PE signal
(with natalizumab) x 100.

Statistics

Sample size predetermination was focused on the association
between RO and plasma levels. Assuming a minimum correlation
= 0.50, an alpha risk of 0.05 and a beta risk of 0.20, we obtained
a sample of 30 patients.

Variables analyzed included serum concentration of
natalizumab, o4-integrin saturation (RO), weight, height,
body surface area, BMI, age, gender, time to treatment start, and
dose scheme [either as continuous or categoric variable (SID
vs. EID)].

Descriptive analysis of the sample: quantitative variables
were described by their measures of central tendency (mean)
and dispersion (standard deviation); qualitative variables were
described by their proportion and number of patient. Differences
of mean were analyzed by t-test. Homoscedasticity was tested
with Levened and since the t-test is a robust test (n > 30),
normality was not checked. Heteroscedasticity variables were
analyzed with an unequal variance ¢-test. Spearman’s correlation
(rho) was used for association analysis of quantitative variables.
A linear regression model was applied to control for possible
confounding variables. A 95% CI was calculated for all estimates.
A p < 0.05 was considered statistically significant. All analyses
were performed using Stata version 13.

RESULTS

Patient Demographics

The 32 patients enrolled for the study experienced at least 1
relapse in the previous 12 months before being treated with
natalizumab and their characteristics are summarized in Table 1.

TABLE 1 | Patient demographic and clinical characteristics.

Participants (n) 32

Male [n (%)] 15 (49%)
Female [n (%)) 17 (61%)

Age [Mean + SD] 40.60 + 8.61
Weight (kg) [Mean + SD] 72.75 £ 14.71
Height [Mean + SD] 170.80 £+ 8.14
JC virus positive [n (%)] 11 (33.33%)
JC virus index [Mean + SD] 0.47 +0.25
Treatment duration, years [Mean + SD] 4.51 +£2.68
Dose interval length, days [Mean =+ SD] 33.2 + 3.21

SID 29.87 + 1.96
EID 35.47 +1.42

Days prior infusion by scheme [Mean + SD]

NTZ doses [Mean + SD] 53.18 £ 31.04

Patients with prior treatment [n (%))
Interferon 27 (81.81%)
Glatiramer acetate 15 (45.45%)
Dimethyl fumarate 8 (24.24%)
Fampridine 3 (9.09%)

Reasons for abandonment of prior treatment 1(3.03%)
Efficacy reasons 18 (66.6%)
Intolerability 7 (25.92%)
Lack of compliance 2 (6.06%)

SD, standard deviation; JCV, JC virus; SID, standard interval dose; EID, extended
interval dose.

According to the Expanded Disability Status Scale (EDSS)
(23), 26 patients (81.25%) presented mild to moderate
impairment (EDSS <4), while 6 (18.75%) patients presented
mild to moderate disability (EDSS between 4 and 7): no patient
exceeded (EDSS > 7) thus unable to walk beyond ~5m. The
mean (SD) EDSS score at the start of the study was 2.599 % 1.520
while at the end it was 2.484 + 1.486.

No participant missed a scheduled dose of natalizumab and
all patients received the full 300 mg dose. There were no major
adverse events that could have prevented the administration of a
dose to a patient. All patients were radiologically stable and did
not relapse during the study.

Natalizumab Serum Concentrations

The serum concentration of natalizumab was highly varied,
ranging from 0.72 to 67 pg/ml: the concentration was constant
over time for the same patient and most individuals. A variation
in concentration of more than 15 ug/ml was observed in
four patients. The rest of the patients had quite a good
concordance in serum concentrations amongst samples from the
same individual. However, variation among serum natalizumab
concentrations between one individual and another were high,
ranging from 1-2 to 50 or more pLg/ml.

In view of these observations, we analyzed individual factors
which could affect the PK and PD of natalizumab, including body
weight, height, body surface area, BMI, age, gender, dose scheme,
and duration of treatment.
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Among individual characteristics, we found a negative linear
relationship between serum concentrations of natalizumab and
patient body weight (tho = —0.404; p < 0.001; Figure 1A),
body surface area (—0.3624; p = 0.0015; Figure1B), and
BMI (—0.4933; p = 0.0000; Figure 1C), when considered as
continuous variables. Similarly, when we analyzed the correlation
between serum concentration and the interval between doses in
each sample we saw a slight negative correlation between post-
infusion days and plasma concentration of natalizumab (rho =
—0.2389; p = 0.0403; Figure 1D). This correlation between body
weight and natalizumab concentrations was seen with similar
strength in both treatment schemes (SID rho = —0.41 p < 0.04
vs. EID rho = —0.42 p < 0.002; data not shown).

Multivariate analysis confirmed that
BMI and dose interval influence the
natalizumab (Tables 2, 3).

Finally, we found a weak association between natalizumab
serum concentration and patient age (p = 0.033; data not shown)
while the duration of the treatment did not influence the serum
levels of the drug (data not shown).

body weight,
serum levels of

o4-Integrin Receptor Occupancy

To evaluate the PD of natalizumab we measured the RO in
the T-cells from the peripheral blood of patients by using flow
cytometry. Just as with natalizumab concentrations we analyzed
the impact of different individual characteristics as well as the
scheme of treatment on the RO of natalizumab.

The evaluation of natalizumab occupancy of a4-integrin also
revealed high variability among patients, ranging from 44 to
100% (data not shown). Natalizumab occupancy of a4-integrin
was weakly inversely related to the body weight when the whole
cohort was considered (rho = —0.28; p = 0.02; Figure 2A).
Similar correlations were obtained with both body surface area
and BMI (rho = —0.2885; p = 0.0127; rho = —0.2232; p =
0.0559; Figures 2B,C). When patients were divided on SID or
EID scheme of treatment, natalizumab occupancy of a4-integrin
was related to body weight only in those patients treated with the
EID scheme (rho = —0.416, p = 0.003). Actually, most patients
with values of RO below 70% were high weight individuals
from the EID scheme. In addition, the treatment scheme did
not influence the RO, either as a categorical (SID or EID:
88.41 vs. 85.67, p = 0.367) or continuous variable (rho = 0.02;
p = 0.853; Figure 2D).

Similarly, the age, gender or treatment duration were not
related to the RO neither considering patients as a whole
cohort nor divided by the SID or EID scheme of treatment
(data not shown). The multivariate analysis confirmed the
inverse association between RO and body weight (beta = —0.31;
p =0.001) and BMI (beta = —1.39; p = 0.001; Tables 4, 5).

The Receptor Occupancy Depended on the

Serum Concentration of Natalizumab

Finally, we wanted to confirm the dependence of the RO on the
plasma concentration of natalizumab in our cohort of patients.
A weak association was found between both parameters in the
cohort of patients (rtho = 0.256, p = 0.027; Figure 3); in the case
for male patients (tho = 0.477, p = 0.019); in the group of patients

above 40 years old (rtho = 0.453, p = 0.04); and in the EID scheme
(rho = 0.416, p = 0.003). A multivariate analysis confirmed
that the higher the natalizumab concentration the higher the RO
adjusted of gender, age and scheme of treatment (Table 6).

The weak association between RO and plasma levels of
natalizumab in the whole cohort was due to the fact that
for over 10 pug/ml there was no correlation between RO and
plasma concentration of natalizumab (Figure 3). In the light of
this, correlations of up to 10 pg/ml and above 10 pug/ml were
calculated separately: the values were for up to 10 pg/ml rho =
0.58 (p = 0.006) and above 10 pg/ml rho = 0.23 (p = 0.091).
Moreover, the cut-off point with the highest statistic correlation
between both parameters was 9 pg/ml (rho = 0.71; p = 0.003).

DISCUSSION

Our study adds insights on how the individual characteristics of
the patients which mostly influence the PK (natalizumab serum
concentration) and the PD (natalizumab RO) of natalizumab in
32 effectively treated RRMS patients for a long period of time with
no major adverse reactions (data given in Table 1).

The long-standing experience reached with natalizumab in
clinical trials and in observational studies offers strong evidence
of its effectiveness in RRMS patients (3-5). However, there has
been some concern for the patient safety since natalizumab was
linked to some cases of PML (6, 7). Established risk factors for
PML include the level of anti JCV antibodies in serum as assessed
by anti-JCV antibody index, the use of immunosuppressant
therapy before natalizumab initiation, and the duration of
natalizumab treatment (6, 7). Moreover, it is more than likely
that the EID scheme would develop this severe disease to a
lesser extent and that this scheme could effectively control the
RRMS in the same way. To confirm this possibility several
studies were carried out by different authors (11, 18-22, 27—
29). Currently, there are two clinical trials in this field, one
assessing the effect of a planned 12-week dosing interruption on
the drug PK (NCT04048577), and another to evaluate the impact
of switching the patients from SID to EID on the effectiveness of
natalizumab (NCT04580381).

The evaluation of natalizumab serum concentrations in our
patients revealed a broad range (over 60-fold) of values, showing
the pharmacological variability that exists among patients. The
majority of patients had concentrations of 5ug/ml or greater,
including two patients with concentrations >50 pg/ml. This
means that most patients were over-treated (19, 20), since
concentrations higher than 5pg/ml were related to complete
saturation of the a4-integrin in most patients. This could increase
the patient’s risk of developing PML (29).

Our data demonstrate that serum concentration of
natalizumab is inversely related with patient’s weight, in
agreement with previous studies (19, 30, 31), as well as with
body surface area and BMI. Therefore, these parameters
should be taken into consideration when deciding the scheme
for natalizumab.

Similar to other studies the treatment scheme also impacted
the plasma concentration of natalizumab, that was higher in the
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FIGURE 1 | Natalizumab serum concentration correlation to (A) body weight, (B) Body Surface Area (BSA), (C) Body Mass Index (BMI), and (D) scheme doses.
Natalizumab concentration was measured with ELISA as described by Rispens et al. in 74 samples from 32 patients. Spearman’s correlation (rho) was used for
association analysis of quantitative variables.

TABLE 2 | Multivariate analysis for drug serum levels and body weight (variables are considered as continuous).

Natalizumab pg/ml B [95% Conf. Interval] P-value
Weight (kg) —0.3736135 —0.5905907 to 0.1566363 0.001
Age (years) 0.1156723 0.479519 t0 0.2661744 0.548
Dose scheme (days) —1.123487 —2.119468 t0 0.1275116 0.028
Cons. 89.53663 52.32627 to 126.747 0.000

TABLE 3 | Multivariate analysis for drug serum levels and BMI (variables are considered as continuous).

Natalizumab pg/ml B [95% Conf. Interval] P-value
BMI (Kg/m2) —1.779968 —2.5697465 to —0.9624717 0.000
Age (years) —0.0439754 —0.4149139 to 0.3269631 0.814
Dose scheme (days) —1.192826 —2.148883 to —0.2367683 0.015
Cons. 105.8316 67.78114 to 143.882 0.000
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FIGURE 2 | Correlation of receptor occupancy of a4-integrin by natalizumab to (A) body weight, (B) Body Surface Area (BSA), (C) Body Mass Index (BMI), and (D)
scheme doses. The receptor occupancy of natalizumab was measured by flow cytometry, with an anti-human IgG4-PE, by revealing the binding of natalizumab to the
surface of the lymphocytes in 74 samples from 32 patients. Spearman’s correlation (rho) was used for association analysis of quantitative variables.

TABLE 4 | Multivariate analysis for receptor occupancy of a4-integrin and body weight (variables are considered as continuous).

RO (% of total)

B [95% Conf. Interval] P-value
Weight (Kg) —0.3124683 —0.4981626 to —0.126774 0.001
Treatment duration (years) 0.9801092 —0.0592339 to 2.019452 0.064
Cons. 104.8731 90.08744 to 119.6587 0.000
TABLE 5 | Multivariate analysis for receptor occupancy of a4-integrin and BMI (variables are considered as continuous).
RO (% of total) B [95% Conf. Interval] P-value
Age (years) 0.1634503 0.2065952 to 0.5334958 0.381
Dose scheme (days) —0.56334701 —1.43738 to 0.37044 0.243
Treatment duration (years) 0.0029582 —0.1976502 to 0.2035667 0.977
BMI (Kg/m2) —1.398437 —2.172268 to —0.6246052 0.001
Cons. 132.2108 96.08135 168.3393 0.000
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FIGURE 3 | Receptor occupancy of a4-integrin by natalizumab correlates to natalizumab serum concentration. Natalizumab concentration was measured with ELISA
as described by Rispens et al. The receptor occupancy of natalizumab was measured by flow cytometry with an anti-human IgG4-PE, by revealing the binding of

TABLE 6 | Multivariate analysis confirming the relation between natalizumab concentration and receptor occupancy of a4-integrin.

RO (% of total) B [95% Conf. Interval] P-value
Natalizumab (ug/ml) 0.2310722 0.0354729 to 0.4266714 0.021
Weight (Kg) —0.229495 —0.4227673 to —0.0362227 0.021
Treatment duration (years) 0.9835752 —0.0242292 to 1.99138 0.056
Cons. 94.135 77.15946 to 111.1105 0.000

SID scheme (19, 21, 22). The selected patients from the SID
group could, therefore, switch to the EID group since no patient
relapsed during the study. Several studies after natalizumab
discontinuation indicate that MS disease activity is suppressed
for at least 6 weeks after the last administration of the drug
(12, 14). Furthermore, 2 retrospective studies have suggested
that natalizumab efficacy is not compromised by EID regimens
(21,22).

When stratified by gender, natalizumab serum concentrations
were lower in men, both in the whole cohort and in the different
dose schedules. However, no effect of gender was observed
in the multivariate analysis, suggesting that those differences
were actually related to weight differences between the sexes.
Treatment duration did not influence the natalizumab serum
concentrations, which is in line with other study (31). These
findings reopen the discussion on whether a longer course
of treatment could be supported without increasing the risk
of PML (32, 33).

Regarding natalizumab RO, it has always been assumed
that values between 70 and 80% were necessary for
optimal drug efficacy. However, different studies show
that much lower levels (around 20%) would be enough
to keep the patient without significant disease activity
(18, 34). This is supported by our study here where we
found RO values under 70% and even some under 60% in
stable patients.

In the individual characteristics that affect the RO, we found
that occupancy of a4-integrin is weakly inversely related to the
body weight and BMI when the whole cohort was considered.
The fact that most patients were beyond saturation levels may
explain the low significance, in accordance with a previous study
(10). The relationship of RO and body weight found in the
whole cohort was only maintained in the EID cohort, this may
be due to the fact that many of our samples for EID were
from heavier patients. There are no significant differences in
RO values when dividing patients by the scheme of treatment,
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in contrast with other studies whereby those were greater in
SID (19, 21). This may be a reflection of our study design,
in which the EID samples were collected at ~5 weeks post
infusion (Table 1), while in these other studies the time was
longer, around 6 weeks. This would mean that the treatment
could be extended at least 1 week without significant changes
in RO.

Finally, in our cohort of patients we confirmed and
characterized the correlation between the RO and the plasma
concentration of natalizumab. In fact, we have described that
a concentration of natalizumab of 9 pg/ ml is the cut-off
point where the strongest correlation between these variables:
when the natalizumab concentration increases, the a4f31-integrin
saturation increases rapidly from ~40% to 80%, but the curve
flattens beyond this value. In other studies this cut-off was
established at 10 pg/ml (10). It appears that physicians should
avoid concentrations higher than 9 pug/ml because there is no
PD advantage or clinical benefits. Furthermore, we should seek
lower concentrations to obtain even lower RO values since RO
values below 50% have been sufficient to keep patients without
radiological and clinical disease activity, either in our study or
others (18, 34). Nevertheless, we are conscious that stability on
MRI and lack of clinical relapses in the short term of observation
are unequivocally not identical to lack of clinical progression,
neurodegeneration, and axonal loss over the longer term.

In summary, with the current approved fixed dose, there
is a wide pharmacological variability between patients that
prescribing clinicians should be aware and take into account.
Among the individual characteristics, body weight, BMI,
and the treatment scheme, had a significant impact on the
pharmacology of natalizumab. In addition, RO strongly depends
on natalizumab serum concentrations up to ~9pug/ml while
higher concentrations result in the saturation of the integrin in
most patients. As a consequence, the majority of our patients
were overtreated. Conversely, testing levels may be extremely
useful to prevent inadvertent underdosing of patients, specifically
those in whom extended dosing is exhibited. The possibility of
underdosing should dominate clinical concerns in this group of
patients. To pursue these possible outcomes larger studies will
be necessary.
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