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RESUMEN

El sindrome de Guillain-Barré (SGB) es una neuropatia inflamatoria aguda con una
presentacion heterogénea. Los mecanismos inmunopatogénicos exactos del SGB se
conocen parcialmente; se considera una enfermedad autoinmune postinfecciosa
paradigmatica. Aunque existe evidencia que apoya el papel de los autoanticuerpos en su
patogénesis, y los anticuerpos anti-gangliosido se detectan hasta en la mitad de los
pacientes con SGB, los antigenos diana siguen siendo desconocidos en una proporcion

sustancial de pacientes.

Uno de los agentes infecciosos que pueden provocar SGB es el virus del Zika (ZIKV). Los
recientes brotes de este virus en Sudamérica y Centroamérica han puesto de manifiesto esta
asociacion, pero todavia se desconocen los mecanismos involucrados en su patogenesis. El
mimetismo molecular observado entre otros agentes infecciosos y algunos componentes del
nervio periférico sugiere que el SGB en pacientes que han sufrido infeccion por virus Zika

se podria desarrollar por un mecanismo de autoinmunidad postinfecciosa.

Para tratar de dilucidar los objetivos de la respuesta humoral en el SGB, realizamos un
cribado exhaustivo de autoanticuerpos séricos dirigidos a tejido nervioso periférico, células
y antigenos purificados en una cohorte espafiola de SGB que incluye 100 pacientes diversos
desde el punto de vista clinico y desde el punto de vista de antecedente infeccioso (SGB
esporéadico), y en una cohorte colombiana de 31 pacientes con SGB con antecedente de
infeccion por ZIKV (ZIKV-SGB) representando una cohorte mas homogénea desde el

punto de vista clinico y de germen desencadenante.

En el caso de la cohorte espafiola de SGB, el cribado incluyé el testado de anticuerpos
antigangliésidos y anticuerpos anti-nodo/paranodales; inmunocitoquimica (ICC) en
neuronas motoras humanas derivadas de neuroblastoma y en neuronas murinas de los
ganglios de la raiz dorsal (GRD), e inmunohistoquimica (IHC) en secciones de nervio
periférico de mono. Se analizaron los patrones de tincion de los pacientes y los controles.

También se analizo el valor prondstico de los anticuerpos antigangliosidos.

Ninguno de los pacientes con SGB reacciond contra las proteinas nodo/paranodales
analizadas, y 61 (61%) fueron positivos para, al menos, un anticuerpo antigangliosido. Los
sueros de SGB reaccionaron contra las neuronas de GRD con mayor frecuencia que los
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controles, tanto en 1gG (6% vs 0%) como en IgM (11% vs 2,2%). No se observaron
diferencias en la proporcion de pacientes que reaccionaron contra las motoneuronas
humanas derivadas de neuroblastoma. La reactividad contra tejido nervioso de mono se
detecto con frecuencia tanto en los pacientes como en los controles, pero solo se detectaron
patrones especificos en los pacientes con SGB: las 1gG de 13 (13%) pacientes reaccionaron
contra las células de Schwann. Por ultimo, confirmamos que los anticuerpos 1gG anti-GM1
se asocian con peores resultados independientemente de otros factores prondsticos

conocidos.

En el cribado de la cohorte de pacientes ZIKV-SGB se analizaron también los anticuerpos
antigangliosidos y anti-nodo/paranodales; y se realizd ICC en neuronas de GRD y células
de Schwann (CS) de rata. Se compararon 31 pacientes con ZIKV-GBS con 99 pacientes
infectados por el ZIKV sin SGB y 47 controles sin ZIKV.

Ninguno de los pacientes fue positivo para ningun anticuerpo anti-nodo/paranodal, y no se
observd ninguna asociacion significativa con ningun anticuerpo antigangliosido. En
general, la reactividad de los anticuerpos IgG a las CS (6,5%) y de los anticuerpos IgM
frente a las neuronas de GRD (32,3%) y las CS (19,4%) fue significativamente mayor, en el
grupo ZIKV-SGB en comparacion con todos los controles. En los sueros ZIKV-SGB
positivos se realiz6 inmunoprecipitacion (IP) y espectrometria de masas, y los antigenos
candidatos se validaron mediante ELISA y ensayos basados en células; aunque no se pudo

confirmar ninguno de ellos como nuevo autoanticuerpo en el ZIKV-SGB.

Por lo tanto, nuestro estudio confirma que (1) los pacientes con SGB muestran un
repertorio heterogéneo de autoanticuerpos dirigidos a células y estructuras nerviosas
aunque el antecedente infeccioso sea homogeneo, (2) los gangliosidos son los antigenos
mas frecuentes en los pacientes con SGB y tienen un valor pronostico, (3) nuevos
experimentos de descubrimiento de autoanticuerpos pueden dilucidar otros antigenos diana
en el SGB.
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ABSTRACT

Guillain-Barré syndrome (GBS) is an acute inflammatory neuropathy with a heterogeneous
presentation. The exact inmunopathogenic mechanisms of GBS are partially known, but it
is considered a paradigmatic post-infectious autoimmune disease. Although some evidence
supports the role of autoantibodies in its pathogenesis, and anti-ganglioside antibodies are
detected in up to half of GBS patients, the target antigens remain unknown in a substantial
proportion of patients.

One of the infectious agents that can cause GBS is Zika virus (ZIKV). Recent outbreaks of
this virus in South and Central America have highlighted this association, but the
mechanisms involved in its pathogenesis are still unknown. The molecular mimicry
observed between other infectious agents and some components of the peripheral nerve
suggests that GBS in patients with ZIKV infection may develop by a mechanism of

postinfectious autoimmunity.

To try to elucidate the targets of the humoral response in GBS, we performed a
comprehensive screening of serum autoantibodies targeting peripheral nerve tissue, cells
and purified antigens in a Spanish GBS cohort including 100 patients with diverse
presentations and infectious triggers (sporadic GBS), and in a Colombian cohort of 31 GBS
patients with a history of ZIKV infection (ZIKV-GBS) representing a homogeneous cohort
in their clinical presentation and infectious trigger.

In the case of the Spanish GBS cohort, screening included testing for anti-ganglioside and
anti-nodal/paranodal antibodies; immunocytochemistry (ICC) in human neuroblastoma-
derived motor neurons and murine dorsal root ganglion neurons (DRG), and
immunohistochemistry (IHC) in monkey peripheral nerve sections. Staining patterns of
patients and controls were analysed. The prognostic value of anti-ganglioside antibodies

was also analysed.

None of the GBS patients reacted against the tested nodal/paranodal proteins, and 61 (61%)
were positive for at least one anti-ganglioside antibody. GBS sera reacted against DRG
neurons more frequently than controls for both 19G (6% vs 0%) and IgM (11% vs 2.2%).
No differences were observed in the proportion of patients reacting against neuroblastoma-

derived human motor neurons. Reactivity against monkey nerve tissue was frequently
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detected in both patients and controls, but specific patterns were only detected in GBS
patients: 1gG from 13 (13%) patients reacted against Schwann cells. Finally, we confirmed
that 1gG anti-GM1 antibodies are associated with poorer outcomes independently of other

known prognostic factors.

Screening of the ZIKV-GBS cohort also included anti-ganglioside and anti-nodal/paranodal
antibodies testing; and ICC on rat DRG neurons and Schwann cells (SC). Thirty-one
patients with ZIKV-GBS were compared with 99 ZIKV-infected patients without GBS and

47 controls without ZIKV infection.

None of the patients were positive for any nodal/paranodal antibody, and no significant
association was observed with any anti-glycolipid antibody. Overall, the reactivity of 1gG
antibodies to SC (6.5%) and IgM antibodies to DRG neurons (32.3%) and SC (19.4%) was
significantly higher in the ZIKV-GBS group compared to all controls. Immunoprecipitation
(IP) and mass spectrometry were performed on ZIKV-GBS-positive sera, and candidate
antigens were validated by ELISA and cell-based assays; however, none of them could be
confirmed as a novel autoantibody in ZIKV-GBS.

Therefore, our study confirms that (1) patients with GBS show a heterogeneous repertoire
of autoantibodies targeting nerve cells and structures even if the infectious background is
homogeneous, (2) gangliosides are the most frequent antigens in GBS patients and have
prognostic value, (3) new autoantibody discovery experiments may elucidate other
potential antigens in GBS.
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1. INTRODUCCION






1.1 El sistema nervioso periférico

El sistema nervioso periférico (SNP) es el sistema encargado de comunicar el sistema
nervioso central (formado por el cerebro y la médula espinal) con el resto de tejidos y
6rganos del cuerpo. Este esta formado por los nervios periféricos, los ganglios raquideos
dorsales, los pares craneales, las raices nerviosas, 10s nervios raquideos y las terminaciones
nerviosas especializadas. Los nervios periféricos se pueden clasificar como motores

(eferentes), sensitivos (aferentes) o mixtos, en funcién del tipo de neuronas que los formen.

(1)

1.1.1 Estructura del nervio periférico y tipos de fibra nerviosa

Las fibras nerviosas que conforman los nervios periféricos estan constituidas por grupos de
axones recubiertos de células de Schwann y protegidos por el tejido conectivo circundante
Ilamado endoneuro, que separa las distintas fibras nerviosas. A su vez, las fibras se
agrupan formando fasciculos envueltos de una capa de tejido conectivo llamada perineuro,
que contiene células perineurales de origen fibroblastico y colageno. Varios fasciculos
nerviosos estan agrupados dentro de otra capa de tejido conectivo Ilamada epineuro. El
epineuro participa en la fijacion del nervio dentro de las estructuras colindantes, y contiene
la red linfatica y vascular (vasa nervorum), que cruza el perineuro para comunicar con la

red de arteriolas y vénulas del endoneuro. (2)

Las caracteristicas funcionales del axon de una fibra nerviosa determinan su morfologia y
la de la célula de Schwann que le da soporte. EI axdn es la prolongacion cilindrica del
citoplasma de una neurona, cuya funcidon principal es la propagacion de las sefales
eléctricas (conocidas como potenciales de accidn) a otras células distantes mediante la
apertura de canales de sodio activados por voltaje en microdominios excitables
especializados (denominados segmento inicial del axén y nodos de Ranvier) (3). El
citoesqueleto axonal tiene una estructura microfibrilar compuesta por tres grandes grupos
de proteinas: los microfilamentos, los microtdbulos y los filamentos intermedios,

incluyendo los neurofilamentos.
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Figura 1. Seccién transversal de nervio sural. Adaptada de Bilbao 2015 (4).

Las fibras nerviosas se pueden clasificar en diferentes tipos en funcion de sus
caracteristicas funcionales, diametro, velocidad de conduccion y presencia o no de vaina de
mielina (tabla 1) (4,5).

Clasificacion L _ Velocidad
Clasificacion L Didmetro - de
Erlangery L Funcion Mielina .
G numérica (nm) conduccion
asser
(m/s)
Motor somatico,
la propiocepcion 12-20 Si 70-120
Aa (husos musculares)
Propiocepcién i . )
Ib (Organos de Golgi) 12-20 Si 70-120
AP 1 Tacto, presion 5-12 Si 30-70
Ay Motor (husos musculares) 3-6 Si 15-30
AS i Dolor (répido), temperatura, 2.5 Si 1230
tacto
B Preganglionar autondmico <3 Si 3-15
Dolor (lento), temperatura,
C v mecanorreceptores, 0.4-1.2 No 0.5-2
postganglionar autonémico

Tabla 1. Clasificacion de los tipos de fibras nerviosas. Adaptada de Marani
2012 (5) y de Rigoard 2020 (2).
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1.1.1.1Células de Schwann y mielina

Las células de Schwann son las Unicas células gliales del sistema nervioso periférico. Estas
se distribuyen en forma de cadenas longitudinales alrededor de los axones, y tienen un

papel esencial en el mantenimiento del axén y en procesos de mielinizacion y regeneracion.
(2)

Funcionalmente, existen dos tipos de células de Schwann: las productoras de mielina

(mielinicas) y las asociadas a axones no mielinizados (amielinicas o células de Remak).

La mielina es una sustancia membranosa multilaminar producida mediante la modificacion
estructural y bioquimica de la membrana plasmatica de las células de Schwann. Esta
compuesta de fosfolipidos, glicolipidos (cerebrdsidos, sulfatidos y ganglidsidos), colesterol,
y proteinas fisioldgicamente importantes como las glicoproteinas PO, P1 y P2, la proteina

de mielina periférica (PMP-22) y la glicoproteina asociada a mielina (MAG)(4).

Una fibra mielinizada consiste en un axon y una serie de células de Schwann dispuestas
longitudinalmente. En este tipo de fibras cada segmento de ax6n mielinizado esta asociado
a una sola célula de Schwann. Las fibras mielinizadas pequefias (que suponen un 55-68%

del total) tienen un didmetro de 2 a 6 um, y las grandes (32-45%) oscilan entre 8 y 12 um.
(4)

Hay una relacién de proporcionalidad entre el grosor de la mielina y el didmetro del axén.
La mielinizacion se observa en los axones con un diametro mayor de 1-1.5 um. La zona de

transicion que separa dos segmentos mielinizados se denomina nodo de Ranvier, y el

espacio que separa dos nodos de Ranvier se denomina espacio internodal o internodo (2).

Las fibras no mielinizadas se encuentran repartidas por todo el fasciculo nervioso, pero
tienen una localizacion preferente adyacente a las fibras mielinizadas pequefias. A
diferencia de las células de Schwann mielinicas, las células no mielinicas pueden estar
asociadas a varios axones, con el citoplasma de la célula de Schwann envolviendo y
aislando por completo cada axon de los axones colindantes. Las fibras no mielinizadas
tienen un tamafio de 0.5 a 1.5 um. En el SNP hay un nimero 4 veces mayor de axones no

mielinizados que de axones mielinizados (4,6).
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La mielinizacion acelera la conduccién nerviosa. La conduccion del impulso nervioso es
continua (ininterrumpida) en las fibras no mielinizadas, alcanzando una velocidad méxima
de 15 m/s. En cambio, en las fibras mielinizadas la membrana excitable esta restringida a
los nodos de Ranvier, ya que la mielina posee propiedades aislantes. Esta conduccion se
convierte asi en saltatoria, de nodo a nodo, y puede alcanzar una velocidad de hasta 120

m/s. La mielinizacion optimiza el rendimiento energético de la fibra nerviosa. (2)

nodo de
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mielinizado

nucleo
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mielina

nucleo

B) Axones no citoplasma

mielinizados
axones

Figura 2. Estructura de las fibras mielinizadas (A) y las fibras no mielinizadas
(B). Creada con Biorender.

1.1.1.2 Estructura de las fibras mielinizadas

Tras iniciarse en el segmento inicial del axon, los potenciales de accion deben recorrer
rapidamente largas distancias por el axén para llegar a la sinapsis. En los axones
mielinizados, la regeneracion del potencial de accion se produce en los nodos de Ranvier,
regiones de 1-2 um de largo en la que no hay mielina que rodee al axén (2). Los nodos de

Ranvier contienen una alta densidad de canales de sodio voltaje dependientes
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(especialmente canales Nav1.6) (3), responsables de la entrada masiva de sodio cuando se
da un potencial de accién; y canales de potasio (KCMQ2 y KCNQ3) que estabilizan el
potencial de reposo y previenen la concatenacion de potenciales de accion (7).

Ademas, el nodo de Ranvier contiene las moléculas de adhesion celular neurofascina 186
(NF186) y NrCAM, que ejercen de puente entre las células de Schwann y el citoesqueleto
axonal. En concreto, NF186 y NrCAM se unen a la gliomedina, una proteina glial
sintetizada por las células de Schwann (8). A su vez, las proteinas axonales anquirina-G y
BIV-espectrina anclan los canales ionicos y las moléculas de adhesion NF186 y NrCAM al

citoesqueleto subyacente (9,10).

La vaina de mielina termina a cada lado de un nodo con una region paranodal, que
flanquea los nodos de Ranvier. Los canales de sodio estan restringidos a la region nodal
gracias a la union paranodal formada por la NF155 glial (otra isoforma de la neurofascina)
(11) y el complejo CASPR1 — contactina 1 axonal (12); uniendo asi los bucles de mielina
con el axolema subyacente. Las proteinas anquirina-B de la membrana paranodal de las
celulas de Schwann se unen a la molécula de adhesion celular NF155, contribuyendo al

ensamblaje y mantenimiento del nodo de Ranvier (3,4).

Los yuxtaparanodos flanquean los paranodos y tienen una gran cantidad de canales de
potasio voltaje dependientes (Kv1.1 y Kv1.2) (10), que modulan la conduccién de los
potenciales de accion y ayudan a mantener el potencial de reposo internodal (3). El anclaje
de los canales de potasio al citoesqueleto axonal esta mediado por la proteina 4.1.B y las
espectrinas all y BIL. El complejo formado por las moléculas de adhesion celular CASPR2
y TAG-1 (también conocida como contactina 2) es esencial en la organizacion molecular de
las regiones yuxtaparanodales (13).

La region comprendida entre dos yuxtaparanodos es el internodo, y corresponde al
dominio mas amplio de una fibra mielinizada (varia entre 200 y 1800 um de longitud,
dependiendo del diametro del axon y de la presencia o no de patologia). El internodo
también contiene moléculas de adhesion que unen el axon a la membrana de la céelula de
Schwann, como son las proteinas Necll, Necl2, Necl4 y la glicoproteina asociada a mielina
(MAG) (7).
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1.1.2 Inmunologia del nervio periférico

Con el fin de preservar una correcta conduccion nerviosa, esencial para la comunicacion
entre el SNC vy el resto de miembros y 6rganos del cuerpo, el SNP esta sujeto a una estrecha
regulacion inmunoldgica, que ofrece proteccion y es capaz de eliminar la inflamacion en el
tejido. En este control inmunolégico intervienen la barrera hemato-nerviosa (BHN) y una
gran variedad de tipos celulares, entre los que se incluyen los linfocitos T y linfocitos B, las
células de Schwann y las células presentadoras de antigenos (CPA) como los macréfagos
(15). Sin embargo, si los mecanismos de tolerancia inmunoldgica fallan, las celulas del
sistema inmunitario pueden activarse contra autoantigenos expresados por el nervio
periférico dando lugar a neuropatias inmunomediadas, como el sindrome de Guillain-Barré

(SGB) o la polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP) (16).

En la actualidad, el conocimiento de la regulacién inmunoldgica del SNP humano es
relativamente limitado y la mayoria de la informacion proviene del estudio de modelos
animales experimentales. El principal modelo de estudio se trata del modelo de neuritis
autoinmune experimental (EAN), el cual, con un curso monofasico, replica muchos de los
aspectos clinicos y electrofisioldgicos del SGB y puede obtenerse a partir de la inoculacién

de diversas fracciones de la mielina (17).

1.1.2.1 La barrera hemato-nerviosa

El SNP esta aislado del sistema inmune sistémico por la BHN, que esta compuesta por el
perineuro y los vasos endoneurales. La BHN impide la difusion directa de células y
moléculas solubles del sistema inmune hacia las fibras nerviosas, y su integridad es
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis inmune en el SNP. Asi, la BHN no es
solo una barrera que separa dos compartimentos, sino una interfaz competente que
intercambia activamente materiales entre el microambiente endoneurial y el espacio
extracelular o la sangre circundante. Sin embargo, hay varias estructuras vulnerables del
SNP que carecen de BHN, incluidos los ganglios raquideos dorsales, las raices espinales y

las uniones neuromusculares (18).
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Dado que el SNP sano esta herméticamente cerrado por la BHN, la intrusion de células T
patdgenas y factores humorales en el parénquima del SNP se produce tras el deterioro de la
BHN. Por esta razon, el aumento de la permeabilidad de la BHN es un factor clave en el
desarrollo de las neuropatias inmunomediadas. Se ha observado en modelos animales que
la ruptura de la BHN es uno de los primeros acontecimientos de la inflamacion nerviosa y
estd mediada por moléculas liberadas por las células inflamatorias del compartimento
inmunitario periférico. Este fendmeno puede ser activado por un ataque autoinmune contra
el antigeno putativo o por otros estimulos, y permite el acceso de autoanticuerpos,
macrofagos y otros mediadores inmunitarios al espacio endoneuronal para provocar dafio

en el nervio (19).
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Figura 4. Immunopatogenia de las neuropatias inflamatorias. Adaptada de
Kieseier 2018 (20).

La inflamacion y el dafio inmunitario del nervio se puede desencadenar por ciertos
estimulos (como infecciones), que pueden activar e inducir la proliferacion de células T

autoreactivas (21). Estas secretan varias citoquinas que estimulan la produccion de
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autoanticuerpos por parte de las células plasmaticas, que pueden entrar en los nervios
periféricos tras dafiar la BHN. Las células T activadas atraviesan la BHN mediante
interacciones entre moléculas de adhesion de las propias células y el endotelio vascular de
los vasos sanguineos endoneuriales, que permiten que las células T se adhieran a la pared
del vaso sanguineo y crucen la BHN por diapédesis transcelular o intercelular (22). Durante
este proceso, las células T activadas secretan metaloproteinasas que degradan la membrana
basal, lo que facilita la posibilidad de que moléculas méas grandes, asi como células

inmunitarias, crucen la BHN (16,20).

En pacientes con neuropatias inflamatorias, pueden detectarse niveles elevados de
moléculas de adhesion solubles (23), quimiocinas (24,25) y metaloproteinasas de matriz
(26) en suero, liquido cefalorraquideo o biopsias de nervio, lo que indica una migracion

activa de las células T a través de la BHN.

1.1.2.2 Inmunidad celular

Los antigenos peptidicos son presentados a los linfocitos T por las CPA mediante las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), lo que permite respuestas
especificas de antigeno del sistema inmunitario adaptativo. En el concepto clasico de
presentacion de antigenos, la mayoria de las células humanas nucleadas expresan y utilizan
moléculas del antigeno linfocitico humano (HLA) de clase | para presentar péptidos
antigénicos de fuentes enddgenas a los linfocitos T citotoxicos CD8+. Solo las CPA
profesionales, como las células dendriticas, las células B o los macrofagos, presentan
péptidos generados a partir de proteinas exogenas extrafias en moléculas HLA de clase II,
que son reconocidas por los linfocitos T CD4+. Sin embargo, en el contexto de
inflamacion en el nervio, las células de Schwann pueden actuar también de CPA,

procesando y presentando péptidos enddgenos y exdgenos a los linfocitos T (15,27).

La reactivacion de los linfocitos T autoreactivos dentro del nervio periférico se considera
uno de los pasos clave en la inmunopatogenia de los trastornos autoinmunes del nervio
periférico. La ruptura de la mielina y de los componentes de las células de Schwann puede
potenciar el procesamiento y la presentacion de determinantes antigénicos por parte de las

propias células de Schwann (28). En biopsias de nervios de pacientes con SGB y CIDP se
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observo la expresion de MHC de clase 1l en las células de Schwann, apoyando su papel

como CPA en los trastornos inmunomediados del SNP (29,30).

En el nervio periférico (una vez cruzada la BHN), las células T secretan citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral (TNF), interferon-y (IFN- v) o IL-2;
que contribuyen a la amplificacién y perpetuacion de la inflamacion dentro del nervio
mediante el reclutamiento de células inmunitarias adicionales (como macro6fagos) desde la
periferia (31,32). Los macrdfagos activados pueden actuar mediante dos mecanismos:
liberando mediadores, como citoquinas proinflamatorias, especies reactivas de oxigeno y
proteasas, que propagan la respuesta inflamatoria; y dafiando directamente las células de
Schwann y los axones. Los macrdfagos tienen un papel fundamental en la regeneracion
nerviosa, la desmielinizacion inflamatoria y la eliminacion y reciclaje de los lipidos de la
mielina (33).

1.1.2.3 Inmunidad humoral: autoanticuerpos

Uno de los mecanismos clave de la patogénesis de las neuropatias inflamatorias es la
respuesta aberrante de las células B contra estructuras nerviosas, provocando la produccion
de autoanticuerpos, que acceden al endoneuro cuando la BHN aumenta su permeabilidad
debido a la infiltracién de células inflamatorias (20). Al entrar en el nervio, los anticuerpos
pueden actuar mediante diversos mecanismos: pueden dirigir la actividad citotoxica de los
macrofagos uniéndose a sus receptores Fc de superficie; pueden opsonizar los antigenos
diana, promoviendo su internalizacion por los macrofagos; o, al unirse a sus dianas
antigénicas, pueden activar la via clasica del complemento; dando como resultado la

formacion de poros, y permitiendo la entrada de calcio y liberacion de proteasas (34).

Se han detectado anticuerpos de diferentes isotipos y multiples especificidades contra
antigenos peptidicos y no peptidicos (glicolipidos) en el suero de pacientes con SGB, CIDP
y otras neuropatias inmunomediadas (35). El paradigma clasico del papel de la inmunidad
humoral en el nervio periférico son los anticuerpos antigangliosidos observados en
pacientes con SGB. Recientemente, se han descrito varios autoanticuerpos que reconocen
diferentes antigenos localizados en el paranodo y el nodo de Ranvier en la CIDP y que se

asocian a fenotipos clinicos especificos (36).
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Ademas, la patogenicidad de algunos de los anticuerpos descritos en neuropatias
inflamatorias ha sido demostrada, como en el caso de los anticuerpos anti-GQ1b o anti-
GD1b en el SGB (37,38) y en los anticuerpos paranodales anti-NF155 y anti-CNTNL1 en la
CIDP (39,40).

La identificacion de los antigenos diana implicados en las neuropatias inflamatorias supone
un paso crucial en la comprension de su patogénesis y ha apoyado la idea de que la
heterogeneidad clinica de las neuropatias autoinmunes esti asociada a la heterogeneidad
inmunopatoldgica. La deteccidbn de anticuerpos especificos en estas patologias,
independientemente de su capacidad patogénica, presenta una gran utilidad clinica incluso
cuando su descripcién se da en subgrupos de pacientes reducidos. El descubrimiento de
estos autoanticuerpos supone la aparicién de nuevos biomarcadores que pueden ser Utiles

para el diagndstico, el pronostico y el manejo terapéutico de estos pacientes (35).

1.2 Neuropatias inflamatorias

Las neuropatias inflamatorias son un grupo heterogéneo de enfermedades raras del sistema
nervioso periférico. Clinicamente se caracterizan por una combinacién de sintomas motores
y sensitivos que causan una discapacidad importante y que generalmente mejoran con

tratamientos inmunomoduladores e inmunosupresores (20).

Estas neuropatias pueden incluir trastornos agudos, como el sindrome de Guillain-Barré
(SGB), o trastornos cronicos, como la polirradiculoneuropatia inflamatoria crénica
desmielinizante (CIDP), la neuropatia motora multifocal (NMM) y la neuropatia asociada a

gammapatia monoclonal IgM de significado incierto (MGUS) (20).

Aunque la etiologia y los mecanismos fisiopatologicos de las neuropatias inflamatorias solo
se conocen en parte, se ha demostrado que tanto la inmunidad humoral como la celular
desempefian un papel en su patogénesis. Se han descrito autoanticuerpos contra estructuras
del nervio periferico como los gangliosidos o las proteinas del nodo y el paranodo de
Ranvier, lo que ha permitido identificar subgrupos de pacientes con fenotipos clinicos

especificos (41).
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1.2.1 Sindrome de Guillain-Barré (SGB)

El sindrome de Guillain-Barré (SGB) es una neuropatia inflamatoria aguda con una
presentacion y una patogénesis heterogéneas (42). Estudios en poblaciones de Europa y
Estados Unidos sugieren que la incidencia oscila entre 0,9 y 1,9 casos por cada 100.000
personas al afo, con predominio del sexo masculino y aumento de la incidencia con la edad
(43).

El SGB es clinicamente heterogéneo: la presentacion clasica se caracteriza por una
debilidad progresiva (ascendente) de las extremidades asociada a una reduccion o ausencia
de reflejos. Sin embargo, en las variantes clinicas menos tipicas, los pacientes pueden
presentar debilidad localizada, o incluso un conjunto de caracteristicas clinicas
completamente diferentes a los del SGB clasico, como en el caso del sindrome de Miller

Fisher, caracterizado por ataxia, oftalmoparesia y arreflexia (44)(45).

En los pacientes con SGB, los sintomas alcanzan su punto algido a las 4 semanas des del
inicio de la enfermedad, seguidas de un periodo de recuperacién que puede durar meses o
afios, a medida que la respuesta inmunitaria decae y el nervio periférico experimenta un
proceso de reparacion enddgeno (46). Dos tercios de los pacientes con SGB declaran
sintomas previos de una infeccidn respiratoria o gastrointestinal en las 4 semanas anteriores
a la aparicion de la debilidad. Se trata de un trastorno postinfeccioso paradigmatico, como
lo demuestra el curso monoféasico y rapidamente progresivo de la enfermedad poco después

de la infeccion y, generalmente, sin recaidas (47).

El diagnostico es principalmente clinico, y las pruebas electrofisiologicas y el estudio del
liquido cefalorraquideo (LCR) se utilizan como criterios diagnésticos de apoyo. Hasta el
momento, no se dispone de biomarcadores diagnésticos especificos para la mayoria de las
variantes del sindrome (48,49). Las terapias eficaces en el SGB se limitan a plasmaféresis
(50) y a inmunoglobulinas endovenosas (51). Ambos tratamientos han demostrado ser igual
de eficaces para mejorar los resultados de la enfermedad, pero su efecto es limitado y, a
menudo, la enfermedad sigue empeorando y aparece un dafio nervioso permanente a pesar
del tratamiento temprano (52). Aunque la mayoria de los pacientes mejoran
significativamente, el prondstico puede seguir siendo malo, con una discapacidad grave o

incluso la muerte en hasta el 5-17% de los pacientes con SGB. Ademas, proporciones
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significativas de pacientes muestran discapacidad en forma de fatiga o dolor a largo plazo
y hasta un 21-38% de los pacientes no pueden caminar sin ayuda 6 meses después de la
aparicion del SGB (53).

El curso clinico y el pronostico de la enfermedad son muy variables y se necesita un
reconocimiento temprano de los pacientes con mal prondstico para personalizar y mejorar
el tratamiento y el sequimiento. Algunas de las caracteristicas que se relacionan con un mal
pronostico en el SGB son la edad avanzada, la diarrea precedente (o la infeccion por C
jejuni en las Gltimas 4 semanas) y la elevada discapacidad al inicio de la enfermedad

(medida mediante la escala GDS, por sus siglas en inglés GBS disability score) (54).

Recientemente, el estudio IGOS (International Guillain-Barré Syndrome Outcome Study)
ha permitido mejorar el conocimiento global sobre el SGB. Se trata de un estudio de
cohortes multicéntrico, prospectivo y observacional que investiga los factores que
determinan y predicen el curso clinico, el subtipo y el pronéstico del SGB (53); incluyendo
a pacientes que cumplen los criterios diagnosticos del National Institute of Neurological
Disorders and Stroke (NINDS) o el sindrome de Miller Fisher (SMF) y otras variantes del
SGB (55).

1.2.1.1 Variantes clinicas y electrofisioldgicas del SGB

Se han descrito varias formas clinicas y electrofisioldgicas con diferentes prondsticos
dentro del sindrome de SGB. Estos se distinguen por su presentacion clinica, su
electrofisiologia, su patologia y una fisiopatologia subyacente distinta, si bien, existe una
superposicion significativa entre variantes y fenotipos, lo que sugiere que se trata de un
espectro de trastornos en los que las diversas caracteristicas clinicas, paraclinicas y

electrofisioldgicas no son exclusivas de cada una de las variantes.

Los subtipos mas comunes del SGB son la polineuropatia inflamatoria desmielinizante
aguda (AIDP) y la neuropatia axonal motora aguda (AMAN) (44). La AIDP es una forma
sensitivo-motora del SGB que suele ir acompafada de déficits en los nervios craneales,
disfuncion autondémica y dolor radicular. Por el contrario, la AMAN es una forma motora

pura del SGB, en la que la polineuropatia no se acompafia de déficits sensitivos (56). En la
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AIDP, la lesion inmunitaria tiene lugar especificamente en la vaina de mielina y en
componentes de las células de Schwann, mientras que en la AMAN las membranas
axonales del nervio son el objetivo principal de la lesion inmunitaria. La clasificacion en
AMAN o AIDP se basa en estudios electrofisioldgicos y patoldgicos, y se apoya en la
identificacion de anticuerpos especificos dirigidos contra los ganglidsidos de la membrana
neuronal (especialmente GM1 y GD1a) que aparecen de forma mas frecuente, aunque no
exclusiva, en la variante AMAN (46).

Otros sindromes clinicos, como el sindrome de Miller Fisher (SMF), aunque diferentes en
su presentacion clinica, se consideran fisiopatolégicamente dentro del espectro del SGB.
Los pacientes con SMF presentan la triada clinica de oftalmoplejia bilateral, disminucion
de reflejos y ataxia (52). La encefalitis de Bickerstaff es una variante del SMF en la que
aparece afectacion central con alteracion del nivel de conciencia y lesiones de aspecto

inflamatorio en el tronco del encéfalo (57).

El SMF y sus variantes se caracterizan por presentar con una frecuencia muy elevada (90-
95%) anticuerpos 1gG contra los gangliésidos GQ1b, siendo la correlacion clinico-
inmunolégica mas solida de las neuropatias autoinmunes. En muchas ocasiones, esta
reactividad se acompafia de reactividad contra el gangliésido GT1la, que comparte un
epitopo comun con GQ1b (NeuNAcNeuNAcGal) (58).

Otros subtipos de SGB incluyen la neuropatia axonal sensitivo-motora aguda (AMSAN),
gue se manifiesta de forma similar a la AMAN pero con una afectacion sensitiva mas
pronunciada (59); la variante faringo-cervical-braquial, que se manifiesta con una
debilidad orofaringea y cervicobraquial rapidamente progresiva asociada a una arreflexia de
los miembros superiores (60); o la variante paraparética (61).
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Figura 5. | Patron de sintomas en las variantes del sindrome de Guillain-Barré.
Representacion grafica del patron de sintomas tipicamente observados en las
diferentes variantes clinicas del SGB. Adaptada de Leonhard 2019 (44).

1.2.1.2 Fisiopatologia del SGB

El SGB se considera un trastorno autoinmune postinfeccioso de los nervios periféricos y las
raices nerviosas, caracterizado por una infiltracién leucocitaria de los nervios que provoca
desmielinizacion y pérdida axonal (62). En la mayoria de los pacientes, la aparicion aguda
de los sintomas neuroldgicos esta precedida por un evento infeccioso desencadenante,
seguido de una debilidad progresiva de las extremidades y arreflexia, que puede progresar

durante 4 semanas antes de alcanzar la estabilidad clinica (49).

En la patogénesis del SGB se han implicado diversos mecanismos, como las respuestas
inmunitarias humorales y celulares, los autoanticuerpos y el complemento, los macréfagos
y los linfocitos activados. Sin embargo, el papel exacto y la secuencia temporal en la que
aparecen estos mecanismos inmunopatogénicos siguen siendo relativamente desconocidos
(35).

1.2.1.2.1 Histopatologia del SGB

El conocimiento actual de la inmunopatogénesis del SGB esta basado en los limitados datos
patolégicos (que se remontan en su mayoria a décadas atras) y en el modelo animal de

neuritis experimental autoimmune (EAN).
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Los estudios de Haymaker y Kernohan describieron que el primer evento patolégico en el
SGB es la aparicion de un edema endoneural en los nervios espinales, particularmente
donde las ramas ventrales y dorsales se unen para formar los nervios periféricos. Se ha
propuesto que este edema se asocia con la inexcitabilidad temprana de los nervios motores
debido a la isquemia nerviosa proximal en los casos de SGB fulminante (63). Despues de
esta fase inicial, a partir del dia 9, aparecen infiltrados inflamatorios, incluyendo
macrofagos (64). Estas observaciones sugieren que los mecanismos efectores humorales
son los que impulsan el inicio de la enfermedad, seguidos de los mecanismos efectores

celulares que contribuyen al dafio y la reparacion del nervio.

Estudios post-mortem en biopsias de nervio sural descubrieron que la lesion patologica en
la variante AIDP tiene lugar en la vaina de mielina, y demostraron la presencia de
infiltrados de células T y macré6fagos, responsables de la desmielinizacion (65). Ademas, se
detectd la deposicion de productos del complemento en las células de Schwann, lo que

sugiere una lesion nerviosa mediada por anticuerpos (66).

Algunas de estas caracteristicas histopatoldgicas pueden reproducirse en el modelo murino
EAN, que se consigue mediante la inmunizacion con proteinas de mielina (PMP22, PO o
P2), galactocerebrosidos o mediante la transferencia de células T especificas contra PO y
P2, lo que da lugar a una enfermedad monofésica que se asemeja al SGB (67-69). De
hecho, el sello patolégico de la EAN es la infiltracion del SNP por linfocitos y macréfagos,
lo que da lugar a una desmielinizacion multifocal de los axones, predominantemente
alrededor de los vasos. Los macréfagos separan activamente las laminas de mielina de los
axones, inducen la disrupcion vesicular de la vaina de mielina y fagocitan tanto la mielina

intacta como la dafiada (15).

Por el contrario, en los pacientes con AMAN el axolema es el objetivo principal de la
lesion, y los estudios histologicos de los nervios muestran una lesion axonal primaria sin
presencia de células T o desmielinizacion. La 1gG y el complemento activado se depositan
en el axolema nodal e internodal (70). Los macrdfagos parecen invadir el espacio
periaxonal, y hay un alargamiento nodal tras el desprendimiento de la mielina paranodal, lo
que lleva a una ralentizacion de la conduccién (71). Se ha descrito que la secuencia
cronoldgica de la lesion en los pacientes con AMAN seria la siguiente: en la etapa
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temprana hay un ataque inmune al nodo de Ranvier con destruccion de los canales de
sodio-voltaje dependientes (Nav) y fallo en la conduccidn nerviosa; si el ataque progresa, el
calcio entra en los axones y la activacion de las proteasas induce dafio axonal y
degeneracion (72,73).

La inmunizacion de conejos con gangliésidos GM1 puede producir una enfermedad que se
asemeja a la variante AMAN: con anticuerpos circulantes anti-GM1, neuropatia motora y
hallazgos patologicos como depdsito de IgG en los axones motores o la presencia de

macrofagos periaxonales (74).

Figura 6. Nervio sural normal (a) comparado con el aspecto tipico del nervio de un
paciente con AIDP (b) o con AMAN (c). En el nervio de AIDP se observa un gran
numero de células alargadas e irregulares en el endoneuro, y la ruptura de la mielina con
numerosos axones sin cubierta (flechas, b). En la secciéon del nervio de AMAN, se
observan macrdfagos dentro de vainas de mielina intactas adyacentes a axones intactos
(flecha, ¢). Adaptada de Bilbao 2015 (4).
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Los hallazgos en la patologia de la AIDP y la AMAN complementan las descripciones
iniciales de Haymaker y Kernohan, ya que la deposicion de anticuerpos y la activacion del
complemento pueden ser los impulsores del edema inicial, seguido después por la
infiltracion de células T y macrdfagos, pero ain quedan importantes lagunas por dilucidar.
La escasez de muestras de biopsia y necropsia de pacientes con SGB dificultan los estudios
inmunopatoldgicos; los estudios futuros deberian tratar de abordar los lugares de lesion y
las caracteristicas moleculares de la inmunopatologia del SGB o encontrar marcadores
sustitutos (de imagen, neurofisiolégicos o biomarcadores solubles) que ayuden a dilucidar
la inmunopatologia del SGB (75-77).

1.2.1.2.2 Inmunidad humoral y mimica molecular

En aproximadamente dos tercios de los pacientes con SGB la enfermedad comienza con un
evento infeccioso que ocurre hasta 4 semanas antes del inicio de la enfermedad (78). Seis
patégenos principales se han asociado con el SGB en estudios de casos y controles:
Campylobacter jejuni, citomegalovirus, virus de la hepatitis E, Mycoplasma pneumoniae,
virus de Epstein-Barr y virus Zika; en el que nos centraremos en la segunda parte de este
estudio (44,79-81). Recientemente, se han publicado casos de SGB en asociacion con la
infeccion por SARS-Cov-2, aungue no se ha demostrado una relacion causal (82). También
se han notificado casos de SGB poco después de la vacunacion contra el virus de la gripe
(83).

Esta relacion directa entre la aparicion de SGB y una infeccion previa apoyé el papel del
mimetismo molecular entre antigenos del agente infeccioso y el nervio periférico como
motor de la autoinmunidad en el SGB (35,84). Segun este modelo, la respuesta inmunitaria
dirigida a una infeccion conduce a la aparicion de anticuerpos que reaccionan de forma
cruzada con los ganglidsidos del nervio periférico y de la raiz nerviosa, lo que desencadena
una inflamacion postinfecciosa que provoca dafios en el nervio o bloqueos funcionales de la

conduccidn nerviosa (85,86).

La hipdtesis del mimetismo molecular se ha demostrado en el caso de Campylobacter
jejuni y la variante AMAN del SGB: varios estudios de casos y controles han demostrado

que aproximadamente el 26% de los pacientes con SGB (frente al 2% de los controles)
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habian sufrido una infeccién previa por C. jejuni, estableciendo un vinculo epidemioldgico
(87); se observd que los pacientes con AMAN post-infeccion por C.jejuni tenian
anticuerpos anti-GM1 y anti-GD1a (88); se detectaron similitudes estructurales entre los
lipooligosacaridos (LOS) de las cepas de C jejuni asociadas a la neuropatia y los
gangliosidos de los nervios periféricos (89); y la sensibilizacién de animales con GM1 y

LOS de C. jejuni dio lugar a las caracteristicas clinicas de la variante AMAN (74).

En resumen, los anticuerpos dirigidos a los LOS de la pared bacteriana de C. jejuni
reaccionan de forma cruzada con el gangliésido GM1 del nervio (21). Entonces, la
deposicion de autoanticuerpos anti-GML1 en el axolema nodal de las fibras motoras da lugar

a la activacion de la cascada del complemento, lo que conduce a un dafio axonal (70).

Aunque entre el 30 y el 66% de los pacientes con AMAN sufren una infeccion previa por
C. jejuni, se estima que menos de 1 de cada 1.000 individuos con una infeccion sintomatica
por C. jejuni desarrollan posteriormente AMAN. Esto puede ser debido a una combinacion
de factores del huésped y microbianos que determinan la produccion de anticuerpos anti-
gangliésido. Uno de los factores microbianos implicados es la sialilacion de los LOS, que
viene determinada por la presencia de polimorfismos genéticos que se encuentran s6lo en
ciertas cepas de C. jejuni. Aun asi, la infeccidn con una de estas cepas no siempre conduce
al SGB, por lo que también hay otros factores implicados en el desarrollo de la enfermedad
(90).

La deposicion del complemento también se ha demostrado en la variante AIDP del SGB
(66). A pesar de que no se han encontrado asociaciones claras de autoanticuerpos en este
subconjunto de pacientes, se ha postulado que la union de autoanticuerpos desconocidos
dirigidos a epitopos de las células de Schwann podria determinar la activacion del

complemento y conducir a la aparicion de inflamacién y desmielinizacion.

1.2.1.2.2.1 Anticuerpos antiganglidsidos

Los gangliosidos son glicolipidos que contienen &cido sidlico y que se encuentran en el
sistema nervioso de los mamiferos, especialmente en los nodos de Ranvier y en los

terminales nerviosos motores (91). Los anticuerpos antigangliésido son el marcador
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autoinmune mas comunmente reconocido en el SGB: pueden encontrarse en
aproximadamente la mitad de los pacientes en la fase aguda del SGB (59). Como se ha
descrito anteriormente, estos autoanticuerpos surgen por mimetismo molecular microbiano
(92). Los anticuerpos anti-GM1 y anti-GQ1b, asociados a las variantes AMAN (93) y
Miller Fisher (45) respectivamente, son los mas relevantes clinicamente, pero también se

han identificado muchos otros gangliésidos como dianas de anticuerpos (figura 7) (91).

Asialo-GM1 GM1

GM2

Galactosa  Glucosa  Acido N-Acetil Acido N-Acetil ’
galactosamida neuraminico Ceramida
(GalNac) (NeuNac)

Figura 7. Gangli6sidos. Creada con BioRender y adaptada de Kieseier
2018(20).

La distribucion de los gangliosidos en el nervio influye en el fenotipo clinico del SGB. Por
ejemplo, el GM1 y el GD1a se expresan predominantemente en el axolema de los nervios
motores, particularmente en el nodo de Ranvier, y los anticuerpos anti-GM1 y anti-GD1a se

asocian con fenotipos motores. EI GQ1b esta enriquecido en los nervios craneales que
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inervan los musculos extraoculares, lo que da lugar a la oftalmoplejia observada en
pacientes con SMF (94).

Algunos estudios en modelos animales y en biopsias de nervio han demostrado el papel
patogénico de los anticuerpos antigangliosidos en el SGB. Los anticuerpos anti-GM1 y
anti-GD1a se unen a los nodos de Ranvier y activan el complemento, lo que provoca la
destruccion de los canales de sodio, el desprendimiento de la mielina paranodal y el
alargamiento de los nodos (74,95,96). El efecto de estos anticuerpos estad mediado en gran
medida por la fijacion del complemento, lo que da lugar a la formacion del complejo de
ataque a la membrana, aunque también se ha demostrado que la activacion de los receptores
Fcy en los macréfagos infiltrados por los complejos anticuerpo-antigeno desempefia un
papel en la activacion de los macréfagos, la liberacion de mediadores toxicos adicionales y

la fagocitosis de la mielina (97).

Del mismo modo, se ha observado in vitro que los anticuerpos anti-disialosil (que se unen a
un epitopo presente en algunos ganglidsidos, incluidos GD1b, GD3, GT1b y GQ1b) se
unen al axolema nodal, lo que provoca una degeneracién axonal dependiente de

complemento o una inhibicion de la mielinizacién independiente de complemento (98).

Variante de SGB Anticuerpos aptl-ganglloado
asociados
Polineuropatia aguda inflamatoria desmielinizante ninauno
(AIDP) 9

Neuropatia axonal motora aguda (AMAN) Anti-GM1, anti-GD1a
Neuropatia axonal sensitivo-motora aguda (AMSAN) Anti-GM1, anti-GD1a

SGB sensitivo Anti-GD1b

Neuropatia sensitivo-ataxica aguda (ASAN) Anti-disialosil

Sindrome de Miller-Fisher (SMF) Anti-GQ1b, anti-GT1a
Encefalitis de Bickerstaff Anti-GQ1b, anti-GT1la

Pardlisis faringo-cérvico-braquial Anti-GT1la

Tabla 2. Anticuerpos anti-gangliésido asociados a las diferentes variantes del

sindrome de Guillain-Barré.

37



1.2.1.2.2.2 Anticuerpos contra proteinas nodales y paranodales

Al igual que ocurre en la CIDP, un pequefio subgrupo de pacientes que cumplen criterios
diagnosticos de SGB se asocian con anticuerpos contra proteinas del nodo y el paranodo de
Ranvier (NF140/NF186 (99), NF155 (100), CASPR1 (101-103) y CNTN1 (102)). La
mayoria estos pacientes tienen presentaciones agresivas y responden mal a las terapias
convencionales del SGB; aunque en algunos casos la enfermedad permanece monofasica y

los pacientes responden a inmunoglobulinas endovenosas.

En el primer estudio describiendo la presencia de anticuerpos anti-neurofascina en
pacientes con SGB, los autores observaron 1 paciente con anticuerpos IgG1 anti-NF155, 1
con anticuerpos IgG1l anti-NF186, y otro con anticuerpos 1gG1l e IgG3 contra las dos
proteinas. Los tres pacientes presentaban la variante AIDP, habian sufrido una infeccion
respiratoria previa y ninguno de ellos tenia anticuerpos antigangliésidos (100). En otro
estudio con sueros se encontr6 un paciente con SGB con anticuerpos 1gG3 anti-pan-NF
(contra un epitopo comuln en las neurofascinas nodal y paranodal), que presentaba

tetraplejia y afectacion de los nervios craneales (104).

La reactividad contra la proteina paranodal CASPR1 podria estar también implicada en las
neuropatias autoinmunes agudas. Esta observacion surgié de la descripcién de un paciente
con cuadro clinico de SGB, dolor neuropéatico severo y anticuerpos 1gG3 anti CASPR1
(105). Ademas, los mismos autores observaron posteriormente dos pacientes mas con SGB
y anticuerpos anti-paranodales: un paciente tenia anticuerpos 1gG3 anti-CASPR1, y otro
presentaba anticuerpos 1gG2 reaccionando contra las proteinas CNTN1 y CASPR1 por
separado. En este caso, los dos pacientes seropositivos eran mujeres de mediana edad que

presentaban una grave afectacion motora y una leve afectacion sensitiva (102).

1.2.1.2.2.3 Otros autoanticuerpos

Mientras que las variantes AMAN y Sindrome de Miller Fisher se asocian a anticuerpos
antiganglidsidos especificos, las dianas del ataque inmunitario en la AIDP siguen siendo
desconocidas. Algunos datos sugieren que la respuesta de autoanticuerpos en la AIDP se

dirige hacia antigenos de superficie de las células de Schwann. De hecho, en biopsias de
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nervio sural de 3 pacientes con AIDP se ha observado la deposicién de complemento C3d y
C5b-9 en la superficie externa de las celulas de Schwann, pero no en la mielina compacta.
Estudios en sueros de pacientes con AIDP mostraron que un porcentaje significativo de
ellos (alrededor del 25%) presentaba reactividad 1gG o IgM contra la mielina, y que los
patrones de tincion en las células de Schwann eran diversos, lo que sugiere que los
autoanticuerpos reconocen una variedad de antigenos de la mielina, ain por descubrir
(106,107). Ademas, en otros estudios se observo que el 44% de los sueros de los pacientes
con AIDP se unian a regiones nodales o paranodales, lo que sugiere la presencia de dianas

aun no identificadas en estas estructuras (99).

También se han descrito otros autoanticuerpos contra proteinas de choque térmico (heat-
shock proteins), moesina, o tubulina, entre otros, pero no se ha dilucidado ain su

relevancia inmunoldgica y clinica (108-110).

1.2.1.3 Sindrome de Guillain-Barré post-infeccion por virus Zika
1.2.1.3.1 Virus Zika: estructura y transmision

El virus del Zika (ZIKV) es un arbovirus transmitido por mosquitos que, en humanos, suele
dar lugar a infecciones asintomaticas o ligeramente sintomaticas (111). Fue descubierto por
primera vez en el bosque Zika de Uganda en 1947, pero los anticuerpos contra el virus no
fueron detectados en humanos hasta 1964 (112,113).

El ZIKV pertenece a la familia de los flavivirus (como el virus dengue) y su genoma es una
molécula de ARN monocatenario de unos 11 kb que contiene dos regiones no codificantes
en los extremos 5’ y 3’ y un unico marco de lectura abierto, que codifica tres proteinas
estructurales (capside (C), envoltura (E), precursor de membrana (prM)) y siete proteinas
no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (114).

El ZIKV es transmitido a los humanos mediante la picadura de hembras infectadas de
diferentes especies Aedes de mosquitos (las mas comunes son A. aegypti y A. albopictus).
Estas dos especies de mosquitos generan un alto riesgo epidémico debido a su dindmica

adaptacion a los entornos urbanos y su capacidad para sobrevivir a condiciones ambientales
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extremas. Otras vias de transmision descritas en humanos incluyen la transmision sexual y

la transmision perinatal de la madre al feto (115).
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Figura 8. Ciclo de vida del ZIKV. El ZIKV se adhiere a la superficie de una
célula huésped y entra en ella mediante endocitosis. Una vez dentro de la célula,
el virus se fusiona con la membrana endosomal y se libera en el citoplasma,
donde a su vez se libera el genoma viral. EI ARN viral se traduce en un Gnico
polipéptido que se corta en 10 proteinas, y el genoma viral se replica. El
ensamblaje del virus se produce en la superficie del reticulo endoplasmico. Las
particulas virales inmaduras son transportadas a través de la red trans-Golgi,
donde maduran y se convierten en su forma infecciosa. Los virus maduros son
liberados de la célula y pueden pasar a infectar otras células. Adaptada de
Acosta-Ampudia 2018 (115)

La infeccion por el ZIKV se ha descrito como sintomatica en el 18-57% de los casos, por lo
que puede ser asintomatica hasta en el 80% de los casos. Causa una enfermedad menor
autolimitada con un periodo de incubacion de un maximo de 10 dias. Los pacientes

sintomaticos pueden desarrollar fiebre y sintomas tipicos de las infecciones arbovirales,
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como erupcion cutanea, dolor articular, conjuntivitis, dolor de cabeza y mialgias. Sin
embargo, su infeccion se ha relacionado con numerosas complicaciones neuroldgicas, como
anomalias cerebrales congénitas, microcefalia infantil, sindrome de Guillain-Barré y

meningoencefalitis; tal y como describiremos mas adelante (115).

1.2.1.3.2 Historia y epidemiologia

En 2007, en el estado de Yap de los Estados Federados de Micronesia se produjo el primer
brote conocido de infeccion por el ZIKV, que afect6 al 73% de la poblacién local, con una
estimacién de 900 casos notificados. En ese momento, la enfermedad era autolimitada y se
caracterizaba por fiebre, erupcion cutanea, conjuntivitis y artralgia, sin que se describieran

complicaciones neuroldgicas importantes (116).

A medida que el ZIKV continudé extendiéndose por las regiones del Pacifico en 2013 y
2014, se describié una relacion temporal entre el brote de infeccion por el ZIKV y un
mayor nimero de casos de SGB y otros trastornos neurol6gicos en la Polinesia Francesa. El
primer caso reportado de SGB post-infeccion por el virus Zika (ZIKV-SGB) fue en
diciembre de 2013 (117). Un estudio demostré6 mediante pruebas seroldgicas que 41 de los
42 pacientes con SGB que hubo durante 2013 y 2014 en la region afectada tenian evidencia

de una infeccion reciente por el virus (79).

En 2015, la pandemia del ZIKV lleg6 a Sudamérica, donde se extendid rapidamente (118).
En abril de 2016, un total de 13 paises afectados habian notificado un aumento de la
incidencia del SGB, las estimaciones de riesgo global oscilaron entre 1 y 8 casos de SGB
por cada 10.000 infecciones (119). En comparacion con la época anterior a la aparicion del
ZIKV, la incidencia del SGB se multiplico por 5.1 en Rio de Janeiro (Brasil), por 2.7 en el
estado de Bahia (Brasil), por 3.1 en Colombia, por 2.5 en la Republica Dominicana, por 2
en El Salvador, por 2.4 en Honduras, por 5 en Surinam y por 9.8 en Venezuela (120).
También se observo la aparicion de otros trastornos neurologicos autoinmunes, como

encefalitis y mielitis, vinculados a la infeccion por el ZIKV (121).

La asociacion entre la infeccion y las complicaciones neuroldgicas; en especial la

asociacion entre la infeccién en mujeres gestantes y los casos de microcefalia y otras
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anomalias en los recién nacidos, que se notifico por primera vez en 2015 en Brasil, provoco
que la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declarase la epidemia del Zika como
emergencia de salud publica de interés internacional en febrero de 2016 (122).

1.2.1.3.3 Caracterizacion de los pacientes afectados por ZIKV-SGB

El ZIKV-SGB parece ocurrir con mas frecuencia en adultos jovenes y es ligeramente méas
prevalente en hombres. Las edades medias fueron de 47, 42 y 42 afios en las cohortes de
Colombia, la Polinesia Francesa y Brasil, respectivamente. La tasa de mortalidad fue entre
0y 4%, y en general el prondstico fue similar al que tienen los pacientes con SGB por otras
causas (79,123,124).

Aunque el perfil clinico del SGB-ZIKV sigue la presentacion clasica del SGB, en algunas
cohortes se observaron algunos casos de sindrome de Miller-Fisher, de encefalitis de
Bickerstaff y de variante faringo-cérvico-braquial. Una de las observaciones maés
interesantes en el SGB-ZIKV es la rapida presentacién de los sintomas neuroldgicos: estos
se presentaron entre 6 y 10 dias de media después de los sintomas iniciales de la infeccién
por el ZIKV en todos los estudios (79,123,124). Esto difiere de la forma clasica de SGB, en
la que los pacientes desarrollan sintomas neuroldgicos entre 2 y 4 semanas después de la
infeccion (125).

Existen algunas controversias en algunas series de SGB-ZIKV en relacion con el patron
electrofisiol6gico mas comunmente observado. Se considerd que casi todos los pacientes de
una serie de casos de Cucuta (Colombia) cumplian criterios de AMAN en estudios de
conduccion nerviosa [10 de 14 (73%) pacientes](126). En cambio, en otra serie colombiana
mas grande, que incluyé 46 pacientes, se considerd que 36 (78%) tenian AIDP, 1 paciente
(2%) AMAN y 4 pacientes (9%) tenian estudios equivocos que no permitian una
clasificacion (123). En una cohorte brasilefia, de los 27 de casos de SGB-ZIKV, 18 (66,6%)
eran compatibles con AIDP, 2 (7,4%) tenian AMAN, 6 (22,2%) tenian AMSAN, vy 1
(3,7%) fue diagnosticado como sindrome de Miller Fisher (124). En el estudio de la
Polinesia Francesa, los 37 pacientes examinados fueron diagnosticados de AMAN (79); sin
embargo, los estudios de seguimiento a los 4 meses fueron mas sugestivos de

desmielinizacion distal.
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Analizando todos los datos electrofisiologicos publicados de las diferentes cohortes, se
observa que el SGB-ZIKV es predominantemente desmielinizante, con una importante
afectacion de los nervios distales. Limitaciones de los estudios publicados incluyen la
heterogeneidad de los criterios utilizados para la clasificacion del subtipo y las diferencias
técnicas en la adquisicion de los datos neurofisioldgicos (127). Otros autores sugieren que
la variabilidad en los patrones electrofisioldgicos en las diferentes poblaciones con ZIKV-
SGB puede ser explicada en parte por diferencias en la distribucion de los alelos de HLA y

la respuesta inmunoldgica asociada. (128).

1.2.1.3.4 Fisiopatologia del SGB por virus Zika

Aunque hay una clara evidencia de la asociacién entre la infeccion por ZIKV vy el SGB,
todavia no se conocen los mecanismos involucrados en su patogénesis. Sin embargo, se han
propuesto multiples interacciones huésped-virus que podrian inducir la enfermedad.
Algunas de ellas se centran en el mimetismo molecular, la potenciacion dependiente de
anticuerpos, la inmunoreactividad de las células T y el neurotropismo viral contra células

neuronales y gliales (estos mecanismos estan resumidos en la tabla 2) (129).

Se ha debatido si la aparicion del SGB representa una etiologia parainfecciosa o
postinfecciosa. En algunos casos, el tiempo transcurrido entre el inicio de los sintomas
asociados al ZIKV vy el desarrollo de las complicaciones neuroldgicas puede ser lo
suficientemente largo para la produccion de anticuerpos y seria compatible con el papel de
una respuesta inmune adaptativa en este proceso (130). En cambio, en algunos pacientes
con ZIKV-SGB la latencia entre la infeccion aguda y los sintomas neuroldgicos es
demasiado corta para permitir una reaccion autoimmune a una exposicion viral primaria; lo
que sugiere un perfil temporal parainfeccioso que podria ser explicado, por ejemplo, por la

hipétesis de potenciacion de los anticuerpos de reaccion cruzada (125,128).

Clinicamente, el papel de los factores humorales en el ZIKV-SGB esta respaldado por el
efecto beneficioso del tratamiento con inmunoglobulinas endovenosas y plasmaféresis en

estos pacientes (125).

43



Mecanismo immunopatogénico Explicacion

Los anticuerpos inducidos por la infeccion
pueden reaccionar de forma cruzada con
Mimica molecular estructuras de los nervios periféricos, debido a
similitudes entre proteinas del ZIKV vy
proteinas neurales.

El ZIKV puede provocar una respuesta de
memoria en sujetos que han estado expuestos
previamente a otros flavivirus.  Estos
anticuerpos potencian la infeccion, dando lugar
a manifestaciones y complicaciones mas
graves.

Reactividad cruzada y
potenciaciéon mediada
por anticuerpos

Dafio viral
indirecto

Las células presentadoras de antigeno pueden
mostrar péptidos derivados del ZIKV a los
linfocitos T CD4+ naive, impulsando la
activacion de estas células y la inflamacion,
provocando el dafio de los nervios periféricos.

Respuesta de las células
T autorreactivas

La infeccion directa de células de Schwann y
neuronas puede inducir cambios citopaticos
causando citotoxicidad mediada por los
linfocitos T CD8+.

Dario viral directo

Tabla 3. Resumen de los posibles mecanismos inmunopatogénicos implicados
en el SGB post-infeccion por ZIKV.

1.2.1.3.4.1 Mimica molecular

Se ha hipotetizado que el SGB post-infeccién por el ZIKV podria ser debido a un
mecanismo inmunopatogénico similar al observado en la infeccién por Campilobacter
jejuni: los componentes antigénicos del ZIKV pueden tener homologia con componentes
del sistema nervioso periférico; por lo tanto, los anticuerpos neutralizantes creados contra el
ZIKV se adhieren a los antigenos de los nervios periféricos, provocando la activacién del
sistema del complemento y desencadenando una inflamacion local impulsada por

macrofagos (129).

En un estudio realizado por Rivera-Correa y sus colaboradores observaron que los
pacientes afectados de ZIKV-SGB presentan mayores niveles de anticuerpos anti-
gangliosido en comparacion con los pacientes con Zika sin complicaciones, sugiriendo que
estos autoanticuerpos podrian ser un factor desencadenante del SGB en estos pacientes

(131). Un estudio anterior realizado con muestras de pacientes del brote de la Polinesia
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Francesa mostro también un aumento de anticuerpos antigangliosidos en el grupo ZIKV-
SGB (79). Sin embargo, el analisis de la presencia de anticuerpos antigangliésidos en
sueros de pacientes diagnosticados de ZIKV-SGB en Cucuta (Colombia) demostré una
menor frecuencia de dichos anticuerpos que en el grupo infectado por ZIKV sin
complicaciones neuroldgicas (132). Ademas, una investigacion mas reciente con sueros
obtenidos de pacientes con SGB durante el brote en el noreste de Brasil no encontr6 ningln
patron especifico de anticuerpos anti-glicolipidos asociado a la enfermedad (133). Estos
hallazgos sugieren que los antigenos implicados en el mimetismo molecular relacionado
con el ZIKV podrian ser diferentes de los que suelen estar implicados en el SGB secundario

a otras causas.

Se ha demostrado un alto solapamiento estructural entre la poliproteina del ZIKV y parte
del proteoma humano: se observaron mas de 500 epitopos inmunogénicos compartidos por
el virus y proteinas humanas relacionadas con neuropatias axonales y trastornos de la
mielina. Segun estos analisis, la respuesta inmunitaria creada contra la infeccion por el
ZIKV podria reaccionar de forma cruzada con algunas moléculas del sistema nervioso,

contribuyendo asi a las secuelas neuropatoldgicas asociadas al ZIKV (134).
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Figura 9. Mimica molecular entre ZIKV y componentes del sistema nervioso
periférico. Adaptada de Mufioz 2016 (129) y creada con BioRender.
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1.2.1.3.4.2 Reactividad cruzada y potenciacion dependiente de anticuerpos

El ZIKV puede desencadenar una respuesta inmunitaria de memoria en sujetos que han
estado expuestos previamente a otros flavivirus como el dengue (DENV). Los anticuerpos
de reaccion cruzada pueden impulsar la potenciacion de la infeccion por el ZIKV, dando

lugar a manifestaciones y complicaciones mas graves (129,135).

A pesar de que la diferencia genética entre el ZIKV y el DENV es de aproximadamente un
40%, se ha demostrado una elevada reactividad cruzada de los anticuerpos neutralizantes
entre ambos (136). En las regiones del mundo afectadas por los recientes brotes del ZIKV y
en las que el DENV es endémico, la respuesta inmunolégica de memoria contra el DENV
puede potenciar la replicacion del ZIKV mediante el mecanismo de potenciacion

dependiente de anticuerpos, lo que puede dar lugar a complicaciones como el SGB.

Los anticuerpos 1gG contra la proteina E o la proteina prM producidos por una infeccion
previa por otro flavivirus no neutralizan el ZIKV, sino que potencian la captura de estos
complejos por parte de las células que expresan FcyR (por ejemplo, los macrofagos), lo que

en Gltima instancia aumenta la carga del ZIKV, promoviendo la enfermedad (125).
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Figura 10. Reactividad cruzada y potenciacion dependiente de anticuerpos.
Adaptada de Mufioz 2016 (129) y creada con BioRender.
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1.2.1.3.4.3 Respuesta de las células T autoreactivas

Otro mecanismo hipotético puede implicar la respuesta de las células T, que pueden
dirigirse contra antigenos neuronales (axonales o de mielina). Esta hipotesis se deriva de la
observacion de infiltrados de células T perineurales en tejidos nerviosos de pacientes con
SGB asociado a otros patdgenos, que apoyan el papel de una inmunidad mediada por
células (129). Del mismo modo, como se ha observado en el DENV, el ZIKV podria
inducir una activacion policlonal de linfocitos B que contribuya a una respuesta inmunitaria
exacerbada (137).

Las células presentadoras de antigeno presentan péptidos derivados del ZIKV a los
linfocitos T CD4+ naive, impulsando la activacion de estas células y la inflamacion. Las
citocinas y otras células inflamatorias son atraidas al sistema nervioso periférico, mediando

la lesion del nervio (125).

Activacion de linfocitos T / \

autoreactivos

liberacion de citoquinas
proinflamatorias

Figura 11. Respuesta de las células T autoreactivas. Adaptada de Mufioz 2016
(129) y creada con BioRender.
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1.2.1.3.4.4 Dafo viral directo

Ademas del efecto indirecto del ZIKV a través del sistema inmunitario en la patogénesis
del ZIKV-SGB, también se ha propuesto un dafio neurotrépico directo del sistema nervioso
periférico. El efecto viral directo sobre neuronas o células gliales puede ser un posible
mecanismo en casos de encefalitis, mielitis o SGB, aunque esta hipotesis se basa

Unicamente en observaciones en modelos animales y celulares.

Se ha observado en diferentes modelos que el ZIKV puede infectar directamente las
neuronas periféricas e inducir su muerte (138,139). En 1952, Dick describid las
propiedades patoldgicas del ZIKV y observo que mostraba un alto grado de neurotropismo
en el cerebro de ratones jovenes cuando se inoculaba directamente, causando la
degeneracion de las células neuronales, principalmente en el hipocampo (112).
Posteriormente, Bell describio el impacto de la infeccion por el ZIKV en el cerebro de
ratones en desarrollo, y observé que el virus infectd tanto a las neuronas como a los
astrocitos (140).

Recientemente, modelos murinos de infeccién por el ZIKV durante el embarazo han
apoyado aun mas el neurotropismo. Los fetos de madres infectadas por el ZIKV han
mostrado una infeccidn en el cerebro que conduce a un sindrome similar a la restriccion del
crecimiento intrauterino y a la microcefalia (141). Otros experimentos in vitro con células
humanas sugieren que el objetivo de la infeccion por el ZIKV son las células progenitoras
neuronales en las que el virus induce la muerte celular y el deterioro del neurodesarrollo
(142).

Sin embargo, hasta el momento no hay estudios experimentales que demuestren el
neurotropismo del ZIKV en adultos (129). Ademas, Nascimento et al realizaron una biopsia
del nervio sural fascicular en un paciente varon con ZIKV-SGB, que mostrd
predominantemente desmielinizacion de las fibras nerviosas y algunas fibras con
degeneracion axonal, asociada a la presencia de células inflamatorias mononucleares,
consistente con los hallazgos clésicos del SGB. Las técnicas de RT-PCR no revelaron
infeccion viral directa, sugiriendo un dafio viral indirecto mediado por el sistema

inmunitario (128).
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Figura 12. Dafio viral directo. Adaptada de Mufioz 2016 (129) y creada con
BioRender.

1.3 Relevancia de la deteccion de nuevos autoanticuerpos en el
SGB

Tal y como se ha observado en algunas variantes del SGB y en otras neuropatias
inflamatorias, la deteccion de nuevos autoanticuerpos tiene una aplicacion directa en la
practica clinica, ya que son dutiles en el diagndstico, el prondstico y la eleccion del
tratamiento de estos pacientes, y nos ayudan a comprender los mecanismos
inmunopatogénicos de la enfermedad. La descripcion de autoanticuerpos dirigidos contra
estructuras del nervio periférico como los gangliésidos o los anticuerpos contra proteinas
del nodo vy el paranodo de Ranvier ha supuesto un impulso en el campo de las neuropatias
inmunomediadas, ya que ha permitido la identificacion de subgrupos de pacientes con
fenotipos clinicos especificos, demostrando asi la existencia de distintos subtipos de

enfermedad con dianas antigénicas y mecanismos inmunopatogénicos diferentes (35).
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En el caso concreto del SGB, los antigenos diana siguen siendo desconocidos en una gran
proporcién de pacientes, especialmente de la variante AIDP. Teniendo en cuenta el amplio
espectro clinico y epidemioldgico del SGB, los diversos desencadenantes infecciosos, y los
hallazgos histopatoldgicos en biopsias de pacientes (en los que se observan indicios de
lesion nerviosa mediada por anticuerpos)(66) se puede hipotetizar que un amplio repertorio
de autoanticuerpos dirigidos a diversos componentes nerviosos podria estar causando la

patologia nerviosa en estos pacientes.

Ademas, el mimetismo molecular observado entre algunos agentes infecciosos (como
C.jejuni) y componentes del nervio periférico (como los gangliésidos GM1), que conlleva
la existencia de un subgrupo de pacientes con anticuerpos anti-GM1 y un fenotipo
predominantemente motor, sugiere que el SGB en pacientes que han sufrido infeccidn por
el virus Zika se podria desarrollar por un mecanismo de autoinmunidad postinfecciosa
similar. De este modo, tratar de identificar nuevos autoanticuerpos en una cohorte
homogénea desde el punto de vista de su antecedente infeccioso, puede disminuir la
variabilidad y ayudar a la identificacion de las estructuras neurales diana de esta

autoinmunidad.
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2. HIPOTESIS






2.1 Hipotesis general

El Sindrome de Guillain-Barré es una neuropatia inflamatoria aguda con una presentacion y

una patogénesis heterogéneas en cuya patogenia participa de manera central la inmunidad

humoral. La identificacion de autoanticuerpos en estos pacientes puede desembocar en el

desarrollo de biomarcadores Utiles para el diagndstico, el prondstico y el manejo

terapéutico de estos pacientes. El uso de técnicas de cribado sistematico sobre células

neurales de origen periférico puede contribuir a la identificacion de dichos autoanticuerpos.

2.2

Hipotesis especificas

El SGB comprende diversas variantes caracterizadas por reactividades antigénicas
diversas.

Los antigenos diana de la mayor parte de pacientes con SGB no han sido
identificados adn.

El SGB en pacientes que han sufrido infeccion por virus Zika se desarrolla por un
mecanismo de autoinmunidad.

La aplicacion de técnicas de cribado sistematico de autoanticuerpos permitira
identificar nuevos antigenos o estructuras neurales diana responsables de la
respuesta inmunolégica en el SGB.

El cribado en una variante de SGB con un desencadenante homogéneo facilitara

esta identificacion de nuevos autoanticuerpos.
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3. OBJETIVOS






3.1 Objetivo general

Identificar nuevos autoanticuerpos y patrones seroldgicos de reactividad sobre estructuras
neurales en pacientes con Sindrome de Guillain-Barré para mejorar el conocimiento de su
fisiopatologia, su caracterizacion clinica, valoracion de respuesta terapéutica y prediccion

del pronostico a largo plazo.

3.20bjetivos especificos

e Testar la reactividad de los pacientes con SGB contra antigenos previamente

descritos: gangliésidos y proteinas del nodo y el paranodo de Ranvier.

e Realizar un cribado de nuevas reactividades antigénicas contra componentes del
nervio periférico en una cohorte de SGB esporadico y una cohorte de SGB post-
infeccion por el virus Zika.

e Identificar los potenciales antigenos responsables del SGB desencadenado por el

virus Zika.

e Establecer correlaciones clinico-inmunolégicas entre los patrones de reactividad
detectados y las caracteristicas clinico-epidemioldgicas de los pacientes.
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4. MATERIAL Y METODOS






4.1 Pacientes y recogida de datos

4.1.1 Pacientes con SGB esporadico

En este cribado se utilizaron muestras de suero de 100 pacientes con SGB incluidos en la
cohorte espariola del International GBS Outcome study (IGOS)(143).

Los pacientes fueron reclutados entre febrero de 2013 y enero de 2020. Todos ellos
cumplian criterios diagndsticos de SGB vy se incluyeron en las dos semanas siguientes al
inicio de la debilidad. En este estudio, se utilizaron las muestras de suero basales. En 62
pacientes, las muestras analizadas se recogieron antes de iniciar el tratamiento. Las

muestras de suero se alicuotaron y se almacenaron a -80°C hasta su uso.

Las variantes clinicas se definieron como sensitivo-motoras, motoras puras, sensitivas
puras, sindrome de Miller Fisher (SMF) y ataxicas. Los resultados de los estudios de
conduccion nerviosa se clasificaron como polineuropatia inflamatoria aguda
desmielinizante (AIDP), neuropatia axonal motora aguda (AMAN), neuropatia axonal
motora-sensitiva aguda (AMSAN), estudio equivoco (alteraciones leves que no llegan a
cumplir criterios de desmielinizacién adquirida propuestos por la EFNS/PNS) (144) o
normal. La evolucion de todos los pacientes con SGB a los 6 meses y al afio del inicio de la
enfermedad se evalu6 mediante la escala GDS (por sus siglas en inglés GBS disabilty
score), un sistema ampliamente aceptado para evaluar la capacidad funcional de los
pacientes (tabla 3) (145). Los pacientes incapaces de caminar de forma independiente (>3)

a los 6 meses se definieron como con un mal resultado en este estudio.

Ademas, se incluyeron muestras de suero de un grupo de control (n=90) que incluia 45
controles sanos y 45 pacientes con otros trastornos neuromusculares: 23 pacientes con

esclerosis lateral amiotréfica (ELA) y 22 con enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT).
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GBS disability score (GDS)

0 Ausencia de sintomas
1 Sintomas leves, capaz de correr
Capaz de caminar 10m o mas sin ayuda/un apoyo, pero
2 incapaz de correr
3 Capaz de caminar 10m con ayuda/un apoyo
4 Encamado o restringido a silla de ruedas
5 Necesidad de ventilacion asistida
6 Muerte

Tabla 4. Escala usada para medir la discapacidad en los pacientes con SGB
(GBS disability score)

4.1.2 Pacientes con ZIKV-SGB

Para realizar este estudio se recogieron muestras de suero de pacientes con antecedente de
infeccion por virus Zika con y sin complicaciones neurolégicas de dos cohortes de
pacientes de diferentes regiones de Colombia: Cucuta (n=118) y Barranquilla (n=11).
Ademas, se obtuvieron muestras adicionales de sujetos sanos o con otras enfermedades

neuromusculares.

En total, se analizaron muestras de 31 pacientes con SGB post-infeccion por virus Zika
(ZIKV-SGB), 12 pacientes con otras enfermedades neuroldgicas inflamatorias post-
infeccion por virus Zika (ZIKV-OEN), 77 pacientes con antecedente de infeccién por virus
Zika sin ninguna complicacién neuroldgica asociada (ZIKV-CON), 37 controles sanos, y
10 pacientes con otras enfermedades neuromusculares no inflamatorias (disferlinopatia o
ELA) (figura 13). Las muestras de suero se alicuotaron y se almacenaron a -80°C hasta su

uso.
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Figura 13. Diagrama ilustrando las diferentes cohortes de pacientes cuyas
muestras fueron usadas en el estudio

4.2 Determinacion de autoanticuerpos conocidos

4.2.1 Determinacion de anticuerpos anti-nodo/paranodales

Los autoanticuerpos contra NF140, NF186, NF155, CNTN1 y CASPR1 se analizaron
mediante ELISA.

Las placas ELISA Maxisorb de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific, NUNC, Dinamarca)
se recubrieron con 1ug/ml de proteina recombinante humana CNTNL1 (Sino Biological Inc.,
Georgia, EE.UU.), 1ug/ml de proteina NF155 (Origene, Maryland, EE.UU.), 1pg/ml de
proteina NF140 (Sino Biological), 1 pg/ml de proteina NF186 (Origene) o 5Sug/ml de
proteina CASPR1 (R&Dsystems, MI, EE.UU.); y se incubaron durante toda la noche a 4

°C. Los pocillos se bloquearon con leche desnatada al 5% en PBS al 0,1% de Tween-20
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durante 1 hora, se incubaron con sueros diluidos 1/100 en tampdn de bloqueo durante 1
hora y, a continuacion, se incubaron con un anticuerpo secundario anti-lgG humana
conjugado con peroxidasa (Invitrogen, CA, EE.UU.) durante 1 hora a temperatura
ambiente. EI ELISA se revel6 con una solucién de tetrametilbencidina (TMB, Biolegend,
California, EE.UU.), y la reaccion se detuvo con acido sulfurico al 25%. La densidad Optica
se midi6é a 450 nm con el lector Multiscan ELISA. Los resultados se representaron como la
diferencia de la densidad Optica (ADO) entre el pocillo con muestra y el pocillo blanco (no
incubado con suero). Las muestras se consideraron positivas por ELISA cuando tenian una
AOD superior a la media de los controles sanos mds dos desviaciones estandar. Todas las

muestras se analizaron en las mismas condiciones.

Los ensayos basados en células se utilizaron como segunda técnica de confirmacién para
los casos dudosos. Brevemente, se transfectaron vectores de expresion que codifican
NF140, NF186, NF155, CNTN1 o CASPR1 humanos en células HEK293 utilizando
Lipofectamina 2000 (Invitrogen). A continuacion, las células se fijaron con
paraformaldehido (PFA) al 4% vy se bloquearon. Se realizaron experimentos de
inmunocitoquimica utilizando sueros de pacientes y los anticuerpos primarios y secundarios
adecuados (146). Los resultados fueron observados en un microscopio de fluorescencia

Olympus BX51 (Olympus Corporation, Tokio, Japdn).

4.2.2 Determinacién de anticuerpos anti-gangliésido

Los sueros de los pacientes se analizaron para detectar la presencia de anticuerpos
antigangliésidos utilizando un protocolo ELISA previamente validado como método de

deteccion general (147).

Las placas de ELISA Immulon de 96 pocillos (Thermo Fisher Scientific) se recubrieron con
los diferentes gangliosidos a analizar (GM1, GM2, GM3, GD1b, GD3, aGM1, GT1a, GT1b
y GQ1b) diluidos en metanol, y se incubaron a temperatura ambiente durante 4 horas. Los
pocillos se bloquearon con albdmina sérica bovina (BSA) al 1% en PBS durante 2 horas a
4°C y se incubaron con los sueros diluidos en BSA al 0.1% en PBS durante toda la noche a
4°C. Al dia siguiente se incubaron los pocillos con anticuerpos secundarios anti-1gG o anti-

IgM conjugados con peroxidasa durante 2 horas a 4°C. EI ELISA se revelé con una
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solucion de OPD (Sigma), y la reaccion se detuvo con acido sulfarico al 25%. La densidad

Optica se midi6 a 490 nm con el lector Multiscan ELISA.

Los resultados se representaron como la diferencia de la densidad optica (ADO) entre el
pocillo con muestra y el pocillo blanco (sin ningun ganglidsido). Las muestras se
consideraron positivas cuando tenian una AOD superior a 0.1 para GM1, GM2, GM3,
GD1b, GD3, GT1la, GT1b y GQ1b; y superior a 0.2 para aGML1.

Los titulos de anticuerpos se obtuvieron mediante el testado de diferentes diluciones de
sueros: 1/100, 1/500, 1/2500 y 1/12500. Los anticuerpos antigangliésido se consideraron

positivos a un titulo minimo de 1/1000.

4.3 Deteccion de nuevos autoanticuerpos contra estructuras

nerviosas

4.3.1 ICC en neuronas murinas de ganglio raquideo dorsal

Los GRD se diseccionaron a partir de embriones de rata E16, se disociaron y se colocaron
en cubreobjetos de vidrio recubiertos con laminina (Invitrogen) y poli-D-lisina (Sigma).
Las células se cultivaron en medio neurobasal (Gibco BRL, NY, EE.UU.) complementado
con B27 (Gibco), Glutamax (Gibco) y factor de crecimiento nervioso (NGF) (Invitrogen).
Tras 24 horas, se afiadio al medio arabindsido de citosina (ARA-C) (Sigma) y fluorouracilo
(5-FU) (Sigma) para eliminar los fibroblastos. A continuacién, se sustituy6 el medio cada

dos dias hasta alcanzar el crecimiento y la diferenciacion completos de las neuronas.

Las neuronas vivas se incubaron durante 1 hora con sueros de pacientes diluidos 1/100
(para experimentos con IgG) o 1/40 (para experimentos con IgM) en medio de cultivo a
37°C. A continuacion, las células se fijaron durante 10 minutos con PFA al 4% vy se
incubaron con anticuerpos secundarios fluorescentes anti-IgG o IgM humana (Molecular

probes, Oregdn, EE.UU.) a una concentracion de 1/1000.

Los cubreobjetos se montaron con Vectashield con DAPI (para tefiir los nucleos) y la

intensidad de la sefial de fluorescencia fue puntuada en una escala de 0 a 3 por dos
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investigadores independientes. Las imagenes se obtuvieron con un microscopio de

fluorescencia Olympus BX51.

4.3.2 ICC en neuronas humanas derivadas de neuroblastoma

Las células SH-SY5Y se colocaron en cubreobjetos de vidrio recubiertos con laminina a 2,5
pg/ml. Las células se cultivaron en un medio de proliferacion que contenia DMEM/F12
(1:1), suero bovino fetal (10%), L-glutamina (1%) y piruvato sodico (1%). Tras 24 horas, el
medio de proliferacion se sustituyd por un medio de diferenciacion que contenia
Neurobasal complementado con B27, Glutamax, NGF y &cido retinoico a 10 uM (Sigma).
A continuacion, se sustituyé el medio cada dos dias hasta lograr la diferenciacion completa.
En los dias 5 0 6 de la diferenciacion, las células se fijaron durante 15 minutos con PFA al
4%; y se bloguearon con suero normal de cabra al 5% en PBS; seguido de la incubacién
con sueros de pacientes a 1/40 (para IgM) o a 1/100 (para IgG). Para observar la correcta
diferenciacion de las células también las incubamos con un anticuerpo monoclonal anti-
panNeurofascina (R&Dsystems) a 1/200. Como anticuerpos secundarios se utilizaron anti-
IgG de pollo AF594 y anti-1gG o anti-lgM humana AF488 a una concentracion de 1/1000.

Los cubreobjetos se montaron con Vectashield con DAPI y la intensidad de la sefial de
fluorescencia fue puntuada en una escala de 0 a 3 por dos investigadores independientes.

Las imégenes se obtuvieron con un microscopio de fluorescencia Olympus BX51.

4.3.3 ICC en células de Schwann murinas

Las células de Schwann se obtuvieron de nervios ciaticos de crias de rata de 3 dias de edad
y se cultivaron en medio DMEM con glucosa, suero bovino fetal (FBS) (Gibco), NGF y
penicilina-estreptomicina (Lonza). Tras 24 horas, se afiadio Ara-C al medio para eliminar
los fibroblastos. Tres dias después, se cambio el medio por un medio comercial para células
de Schwann (ScienCell, CA, EE.UU.) complementado con FBS, penicilina-estreptomicina,
forskolina (Sigma) y neuregulina 1-p1 (NRG1-B1) (R&D systems). Este medio se sustituyo
cada dos dias hasta que las celulas proliferaron lo suficiente. Las células se disociaron con

tripsina 0,25% y se colocaron en cubreobjetos recubiertos de PDL hasta alcanzar un 70-
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80% de confluencia. A continuacién, las celulas se fijaron con PFA al 4%, se bloquearon
durante 1 hora con suero de cabra al 5% y se congelaron a -80°C hasta que se realizaron los

experimentos.

La ICC se realizo utilizando sueros de pacientes diluidos 1/100 (para 1gG) o 1/40 (para
IgM) y anticuerpos secundarios fluorescentes anti-lgG o IgM humana (1/1000). Los
cubreobjetos se montaron con Vectashield con DAPI y la intensidad de la sefial de
fluorescencia fue puntuada en una escala de 0 a 3 por dos investigadores independientes.

Las imagenes se obtuvieron con un microscopio de fluorescencia Olympus BX51.

4.3.4 IHC en nervio periferico de mono

Los portaobjetos de tejido de nervio periférico de macaco (Inova Diagnostics, Inc., San
Diego, CA) se bloquearon con suero normal de cabra al 5% en PBS; se incubaron 1 hora
con sueros de pacientes a 1/10 (para IgM) o 1/20 (para IgG), y posteriormente se incubaron
1 hora més con anticuerpos secundarios fluorescentes anti-lgG o IgM humana a una
concentracion de 1/500. Por ultimo, los portaobjetos se montaron con medio Fluoromount
(Sigma) y fueron examinados por dos observadores independientes. Los patrones de
reactividad se analizaron puntuando la intensidad de la sefial de fluorescencia de cada
estructura nerviosa en una escala de 0 a 3. Las estructuras nerviosas analizadas fueron:
nodos o paranodos, mielina de fibras mielinizadas pequefias, mielina de fibras mielinizadas
grandes, células de Schwann de fibras no mielinizadas, axones de fibras grandes y axones
de fibras pequefias. La reactividad contra otras estructuras no nerviosas (fibroblastos, tejido

conectivo, vasos) no se consider6 en el analisis.

Para estudiar mas a fondo los patrones de tincion, se incubaron los portaobjetos de tejido
nervioso periférico con un anticuerpo monoclonal anti-CD56 (Becton Dickinson, Nueva
Jersey, EE.UU.) a 1/50 para tefiir las células de Schwann no mielinizantes; o con un
anticuerpo anti-S100 (Abcam) a 1/50 para tefiir las células de Schwann mielinizantes.

Las iméagenes se adquirieron con el microscopio confocal Leica TSC SP5.
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4.3.5 Inmunoprecipitacion

Los sueros que mostraron una reactividad moderada o fuerte (puntuaciones 2 o 3) contra las
neuronas de GRD de rata se utilizaron para los experimentos de inmunoprecipitacion (IP)
utilizando los mismos tipos de células como sustratos. Como método de IP se usé agarosa
unida a proteina A y G (Invitrogen) para aislar 1gG, o agarosa unida a anti-lgM humana
(Sigma). Después de incubar el suero problema con las neuronas vivas, las particulas de
agarosa se dejaron unir durante toda la noche al extracto de cultivo celular de neuronas
incubadas previamente con el suero. Las proteinas precipitadas se separaron de las
particulas de agarosa utilizando el tampon de muestra Laemmli (BioRad, CA, USA) con un

5% de 2-mercaptoetanol y se separaron por electroforesis.

Las bandas de proteinas que aparecieron con las IP de suero de los pacientes, pero no en los
controles, se analizaron por espectrometria de masas. Las proteinas se seleccionaron como
antigenos candidatos utilizando Anaxomics (Anaxomics Biotech SL, Espafia). Antes de
filtrar, el software elimind los antigenos inespecificos y de baja sefial de los datos cargados,
y s6lo se analizaron las entradas que cumplian los siguientes criterios: a) puntuacion de la
proteina detectada >100, b) cobertura de la secuencia peptidica de la proteina >5% o c) dos
0 mas péptidos de la misma proteina identificados con la ausencia del mismo criterio en la
muestra de control. Tras este tratamiento, el software aplicé un conjunto de filtros
secuenciales de inclusion, que incluian: proteinas expresadas en el nervio o el cerebro,

proteinas de membrana y proteinas de superficie.

4.3.6 Validacion de antigenos candidatos

Despues del filtraje de proteinas, se tratd de validar los antigenos candidatos en los sueros
en los que se habia realizado la IP. Se transfectaron plasmidos de expresion genica de
ALCAM, AXL, DPYSL2, GAS6, LICAM, NCAM1 y NrCAM humanos (Origene,
Rockville, MD) en células HEK293 utilizando Lipofectamina 2000. Estas células se fijaron
posteriormente con PFA al 4%, se bloquearon durante 1h con suero de cabra al 5% Yy se
congelaron a -80°C hasta que se realizaron los experimentos de ICC. Posteriormente, los

cubreobjetos se descongelaron y se incubaron con los sueros problema a 1/100 para IgG y a
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1/40 para IgM. Una hora mas tarde, se incubaron con anticuerpos secundarios fluorescentes

anti-lgG o IgM humana (Molecular probes, Oregén, EE.UU.) a una concentracion de

1/1000. El éxito de la transfeccion y la expresion del transgén se confirm6 marcando estas

células con un anticuerpo comercial, y los cubreobjetos tefiidos se montaron con

Vectashield con DAPI. Los detalles de la ICC usada en cada validacion se pueden observar

en la tabla 5.

Uno de los antigenos candidatos (VINC) fue validado por ELISA, y el protocolo seguido

fue el mismo que el usado para detectar los anticuerpos anti-nodo/paranodales.

_ Proteina de Células Anticuerpo | Dilucion del | Anticuerpos | Dilucion de los
Plaasmido ) ) L . . . - :
interés | permeabilizadas primario anticuerpo | secundarios anticuerpos
pCMV6-ALCAM- Mouse-anti-Myc GAM IgG 488, .
Myc-DDK ALCAM No (CBL430 1:200 | GAH IgG 594 11'_11%%%’
(RC219251, Origene) Millipore) '
pCMV6-AXL-MyC- AXL ) Mouse anti-Myc . GAM 1gG 488, 1:1000,
DDK Si (CBL430 1:200 GAH 10G 594 11000
(RC206431, Origene) Millipore) g :
pReceiverM02- Rabbit anti- .
DPYSL2 (EX- | DPYSL2 o DPYSL2 1100 fsasmleiﬁ 'Igg 1:1000,
M0208-M02-10, (ab129082 ' ’ 594 g 1:1000
Genecopoeia) Abcam)
pCMV6-GAS6-MyC- GAS6 ) Mouse anti-Myc . GAM IgG 488, 1:1000,
DDK Si (CBL430 1:200 GAH 1aG 594 1-1000
(RC207916, Origene) Millipore) g '
pCMV6-L1CAM- L1CAM ) Mouse anti-Myc . GAM IgG 488, 1:1000,
Myc-DDK Si (CBL430 1:200 GAH 1aG 594 1-1000
(RC211601, Origene) Millipore) g '
PCMV6-NCAM1-C- Mouse anti-
His NCAM1 . GAM IgG 488, 1:1000,
(EX-X0019-M77 No NCAM (347740 1:1000 | A 1oG 594 1:1000
: BD Biosciences)
Genecopoeia)
pCMV6-NrCAM .
. Ganti-Rat 1gG .
(EX-H0649-M02, NrCAM S Rat anti-HA 120000 488, GAH IgG 1..1000,
Genecopoeia) (supplier) 594 1:1000

Tabla 5. Lista de antigenos candidatos evaluados mediante ensayos celulares.
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4.4 Analisis estadistico

Los resultados se analizaron mediante GraphPad Prism v8.0 (GraphPad Software). La
comparacion estadistica de las proporciones entre los grupos se realizé mediante un anélisis
de contingencia con la aplicacion de la Chi-cuadrado y una prueba exacta de Fisher de dos
colas, aceptando un nivel alfa <0,05 para la significacion estadistica. Para representar los
resultados y realizar la agrupacion jerarquica de los resultados se realizaron diagramas de

mapas de calor (heatmaps) utilizando la herramienta web Clustvis (148).

Para investigar la asociacion entre los anticuerpos anti-gangliésido y el pronéstico se
realizd un analisis de regresion logistica multivariable para predecir la incapacidad para

caminar a los 6 meses y al afio de seguimiento (GDS>3) utilizando el software STATA.

En primer lugar, realizamos un analisis de regresion logistica multivariable para predecir la
capacidad de correr al afio de seguimiento. En segundo lugar, realizamos un analisis de
regresion lineal multivariable para investigar la asociacion entre logNfL y la escala I-RODS
a 1 aflo. En ambos analisis se realiz6 un modelo de regresién paso a paso y eliminacién
hacia atras (stepwise backward regression modeling) para seleccionar las variables
asociadas de forma independiente con el resultado. Los analisis estadisticos realizados y las
variables introducidas en nuestros modelos multivariables fueron predefinidos en base a
factores prondsticos conocidos (edad, GDS, diarrea, MRC sum score a 1 semana y
AMAN).

En primer lugar, se realiz6 un modelo de regresion secuencial (stepwise backward
regression modeling) para seleccionar las variables asociadas de forma independiente con
el resultado. Las variables introducidas en nuestro modelo multivariable se seleccionaron
en base a factores prondésticos conocidos: edad, GDS inicial, diarrea, AMAN, niveles
séricos de NfL (analizados en un estudio previo realizado con la misma cohorte)(76),
anticuerpos IgG anti-GML1 séricos y anticuerpos IgG anti-GD1a séricos (149-152). Para
realizar el analisis multivariable excluimos a los pacientes con SMF, ya que éste se
considera una enfermedad diferente, con una fisiopatologia diferente, una presentacion
clinica diferente (no se presenta con debilidad) y un prondstico diferente (se considera
autolimitado y benigno), que a menudo no requiere de tratamiento. Por Gltimo, se evalué la

capacidad de la variable "presencia de anticuerpos 1gG anti-GM1" para predecir la
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incapacidad para correr al afio de seguimiento (GDS>2) incluyéndola en nuestro analisis de
regresion logistica multivariable previamente reportado(76). Se reportaron las odds-ratios
(OR) del andlisis de regresion logistica, los intervalos de confianza del 95% y los valores de
p.
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5. RESULTADQOS






5.1 Estudio en pacientes con SGB esporadico

5.1.1 Caracteristicas basales de los pacientes

Se incluyeron 100 pacientes de 11 centros espafioles que participaron en el estudio 1GOS.
Los pacientes con SGB tenian una media de 57,4 afios y eran predominantemente hombres
(57%). El 65% de los pacientes presentaban la variante sensitivo-motora, el 19% la variante
motora pura, el 10% SMF, el 5% la variante sensitiva pura y 1 paciente la variante atéxica.
En cuanto a los estudios de conduccidén nerviosa, el 59% de los pacientes fueron
clasificados como AIDP, el 12% como AMAN, el 7% como AMSAN, el 8% como normal
y el 14% como estudio equivoco. Las caracteristicas epidemioldgicas detalladas de la
cohorte se describieron en un articulo anteriormente publicado (76).

5.1.2 Protocolo general

Los experimentos de cribado de autoanticuerpos incluyeron la deteccion de anticuerpos
anti-gangliosido mediante ELISA, la deteccidn de anticuerpos nodo/paranodales (NF155,
NF140, NF186, CNTN1 y complejo CNTN1/CASPR1) mediante ELISA y ensayos
basados en células, inmunocitoquimica con sueros de pacientes en neuronas motoras
humanas derivadas de neuroblastomas y en neuronas de GRD murinos (IgG e IgM) vy
evaluacion del patron de reactividad por inmunohistoquimica en secciones de nervio ciatico

de mono (IgG e IgM).

5.1.3 Cribado de autoanticuerpos conocidos

Ninguno de los pacientes con SGB incluidos en el estudio reaccion6 contra las proteinas
paranodales y nodales analizadas (NF155, NF140, NF186, CNTN1 y CASPR1).

Sesenta y un pacientes dieron positivo para, al menos, un anticuerpo anti-gangliosido
(GM1, GM2, GM3, GD1bh, GD3, aGM1, GTla, GT1lb y GQ1lb). De ellos, 40 tenian
anticuerpos IgG, 3 tenian anticuerpos IgM y 18 tenian anticuerpos de ambos isotipos. Las

reactividades detalladas se muestran en la figura 14.
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Los anticuerpos anti-gangliésido més frecuentes en nuestra cohorte fueron aGM1, GML1,
GD1b y GQ1b. En general, se detectaron anticuerpos IgG anti-aGM1 en el 40 % de los
pacientes; se detectaron anticuerpos IgG e IgM anti-GM1 en el 27 % y el 15 % de los
pacientes respectivamente, anticuerpos IgG anti-GD1b en el 30 % y anticuerpos IgG anti-
GQ1b en el 21 % de los pacientes.
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Figura 14. Heatmap que muestra los anticuerpos anti-gangliosido observados
en la cohorte de pacientes con SGB. Cada fila representa un paciente. La
puntuacion de los titulos de anticuerpo se indica por el color del cuadrado (0 =
<1/1000, 1 = 1/1000 a 1/2500, 2 = 1/2500 a 1/12500, 3 = >1/12500). Las
columnas de la izquierda contienen informacidén relacionada con la variante
clinica y el estado de los pacientes a los 6 meses y al afio de seguimiento.
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5.1.4 Autoanticuerpos contra neuronas del nervio periférico

Se utilizaron experimentos de ICC con cultivos primarios de neuronas de GRD de rata y
neuronas motoras humanas derivadas de una linea celular de neuroblastoma para identificar
nuevas reactividades de 1gG e IgM contra neuronas de los nervios periféricos. El cribado se
realiz6 en 100 muestras de suero de pacientes con SGB y 90 muestras de suero de un grupo
de control (que incluia controles sanos y pacientes con otras enfermedades
neuromusculares). Los resultados se agruparon en tres categorias distintas: positivos
moderados o fuertes (incluyendo las puntuaciones 2 y 3), todos los positivos (incluyendo
las puntuaciones 1, 2 y 3) y los negativos (puntuacion 0). Los resultados detallados se

muestran en la tabla 5 y en la figura 15.

En general, 22 (22%) pacientes con SGB reaccionaron moderada o fuertemente contra las
neuronas de GRD o de neuroblastoma, mientras que 4 (4,4%) controles reaccionaron solo

moderadamente. Estas diferencias fueron estadisticamente significativas (p=0,0005).

Los anticuerpos contra neuronas de GRD aparecieron con una frecuencia
significativamente mayor en los pacientes con SGB que en los controles (32% vs 6,7%,
p<0,0001) teniendo en cuenta todas los resultados positivos; lo mismo ocurrié si solo se
consideraron los positivos moderados y fuertes, tanto en los experimentos con IgG (6% vs
0%, p=0,03) como con IgM (11% vs 2,2%, p=0,02)

En los experimentos en neuronas derivadas de neuroblastoma, 28 (28%) muestras del grupo
de SGB mostraron autoanticuerpos IgM; de ellas, 8 (8%) mostraron una reactividad
moderada o fuerte. Estas proporciones fueron significativamente mayores que en el grupo
de control (12,2% y 2,2% respectivamente; p=0,011). No se observaron diferencias en las
proporciones de autoanticuerpos entre los pacientes con SGB y los controles en los
experimentos con neuronas derivadas de neuroblastoma cuando se evaluaron los

anticuerpos IgG.
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DRG neurons IgG

DRG neurons IgM

Neuroblastoma
neurons IgM

score 0 score 1

Figura 15. Patrones de tincion analizados en ICC sobre neuronas de GDR de
rata y neuronas humanas derivadas de neuroblastoma. Las neuronas de GDR
(A-H) o las neuronas del neuroblastoma (1-P) se tifieron con sueros de controles
0 de pacientes en verde. La intensidad de la sefial de la reactividad 1gG (A-D, I-
L) o IgM (E-H, M-P) se puntu6 en una escala de 0 a 3 (0=negativo, 1=positivo
leve, 2=positivo moderado, 3=positivo fuerte). Las neuronas del neuroblastoma
se tifieron de rojo con un anticuerpo comercial anti-Neurofascina.
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Pacientes SGB

Controles (n=90/ 56)

(n =100)
Cualquier Reactividad Cualquier Reactividad Cualquier Reactividad
reactividad fuerte reactividad fuerte reactividad fuerte
Neuronas de 0 0 0 0
neuroblastoma 1gG 11 (11 %) 2 (2 %) 10/90 (11.1 %) 0/90 (0.0 %) >0.999 0.499
Neuronas de 0 0 0 0 *
neuroblastoma IgM 28 (28 %) 8 (8 %) 11/90 (12.2 %) 2/90 (2.2 %) 0.011 (*) 0.105
Neuronas de GRD IgG 32 (32%) 6 (6 %) 6/90 (6.7 %) 0/90 (0.0 %) |<0.0001 (***) 0.030 (*)
Neuronas de GRD IgM | 34 (34 %) 11 (11 %) 22/90 (24.4 %) 2/90 (2.2 %) 0.156 0.020 (*)
Nervio periféricode | g6 5500 | 17 (17%) | 30/56 (53.6%) | 3/56 (5.4 %) 0.8669 0.0455 (¥)
mono 1gG
Ner":}‘io'?]eo”lfg,:/'fo de |\ 44 (a4 %) 10(10%) | 20/56(35.7%) | 6/56 (10.7 %) 0.3964 >0.999

Tabla 5. Andlisis estadistico de la ICC en neuronas de GRD y de
neuroblastoma, y de la IHC en nervio periférico de mono. Comparacion entre

los pacientes con SGB y los controles. La reactividad fuerte incluye las
puntuaciones 2 y 3, y cualquier reactividad incluye las puntuaciones 1, 2 y 3.

Las puntuaciones de intensidad de fluorescencia se analizaron mediante un

andlisis de contingencia con la aplicacion de una prueba exacta de Fisher. La
significacion estadistica se fijé en 0,05.

5.1.5 Autoanticuerpos contra tejido nervioso periférico

Analizamos la cohorte completa de SGB (n=100) y 56 controles. Analizamos la intensidad

de tincion de 6 estructuras diferentes dentro del nervio, incluyendo los nodos o paranodos,

la mielina de las fibras mielinizadas pequefias, la mielina de las fibras mielinizadas grandes,

las células de Schwann de las fibras no mielinizadas, los axones de las fibras grandes y los

axones de las fibras pequefias. Los patrones de tincion analizados se muestran en la figura

16.
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Figura 16. Patrones de tincion analizados en IHC sobre nervio periférico de
mono. Secciones transversales de nervio periférico de macaco tefiidas con suero

de un paciente con CIDP con anticuerpos anti-CNTN1 reaccionando contra
paranodos (A), o con sueros de pacientes con SGB que reaccionaron contra
axones de fibras pequefias (B), células de Schwann no mielinizadas (C), mielina
de fibras pequefias mielinizadas (D), axones de fibras grandes (E), y mielina de
fibras grandes mielinizadas (F).

La reactividad de 1gG e IgM contra el tejido nervioso se detecté con frecuencia en los
pacientes con SGB y en los controles. En general, alrededor del 70% de los sueros de
pacientes y controles de SGB se unieron a las estructuras nerviosas. Diecisiete (17%)
pacientes con SGB reaccionaron moderadamente y 10 (10%) reaccionaron fuertemente
contra las estructuras nerviosas analizadas. En el grupo control, las 1gG e IgM reaccionaron
moderadamente en 8 (14,3%) y fuertemente en 1 (1,8%) pacientes. La diferencia entre la
cantidad de pacientes con SGB vy los controles que reaccionaron moderada o fuertemente
contra el nervio periférico de mono fue estadisticamente significativa (p=0,0455) sélo para

los autoanticuerpos 1gG (tabla 5).

80



Las diferencias en los patrones de reactividad de los pacientes con SGB y los controles no
fueron estadisticamente significativas para ninguna de las estructuras analizadas (tabla 6).
No obstante, algunos patrones de reactividad especificos sélo se detectaron en los pacientes
con SGB y no en los controles (figura 17). Ocho (8%) IgG de pacientes con SGB
reaccionaron fuertemente contra la mielina, mientras que solo 2 controles mostraron una
reactividad débil contra esta estructura. Ademas, observamos que 13 (13%) pacientes con
SGB tenian una fuerte reactividad 1gG contra las células de Schwann (mielinizantes y no
mielinizantes) mientras que solo uno de los controles (1,8%) mostraba una fuerte
reactividad contra las células de Schwann (esta diferencia es estadisticamente significativa,;
p=0,0192).

Figura 17. Reactividad contra las células de Schwann en secciones de nervio

periférico. Secciones de nervio periférico de macaco tefiidas en rojo con el
anticuerpo monoclonal S100 (A-D) o CD56 (NCAM) (E-H), y en verde con
sueros de pacientes con SGB que reaccionaron contra la mielina de fibras
mielinizadas pequefias (A,E), la mielina de fibras mielinizadas grandes (B,F) y
las células de Schwann no mielinizadas (C,G). D y H son tinciones con sueros
de controles negativos.
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Pacientes SGB

Controles (n=56)

(n = 100)
Cualquier Reactividad Cualquier | Cualquier | Reactividad | Cualquier
reactividad fuerte reactividad | reactividad fuerte reactividad
Nodos/paranodos 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) >0.9999 >0.9999
Mielina de fibras
mielinizadas 13 (13%) 8 (8%) 2 (3.6%) 0 (0%) 0.0866 0.0512
pequefias
Mielina de fibras
mielinizadas 11 (11%) 7 (7%) 4 (7.1%) 0 (0%) 0.5751 0.0501
grandes
Células de
IlgG | Schwann de fibras | 15 (15%) 6 (6%) 3 (5.4%) 1 (1.8%) 0.1147 0.4228
no mielinizadas
Axogerz de fibras | 49 (49%) 4 (4%) 20 (35.7%) | 2(3.6%) | 0.1313 >0.9999
Axones defibras | 5 (o604) 1 (1%) 21(37.5%) | 0(0%) 0.1484 >0.9999
pequefias
Cualquier
feactividad contra | 18 (189%) 13 (13%) 7(125%) | 1(1.8%) | 0.4959 0.0192(*)
Schwann
Nodos/paranodos 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) >0.9999 >0.9999
Mielina de fibras
mielinizadas 10 (10%) 4 (4%) 3 (5.4%) 2 (3.6%) 0.3802 >0.9999
pequefias
Mielina de fibras
mielinizadas 9 (9%) 2 (2%) 4 (7.1%) 2 (3.6%) 0.7716 0.6185
grandes
Células de
IgM | schwann de fibras 7 (T%) 4 (4%) 3 (5.4%) 1(1.8%) >0.9999 >0.9999
no mielinizadas
Axog‘i;gggs'bras 36 (36%) 6 (6%) 17 (30.4%) | 3 (5.4%) 05973 >0.9999
Axones de fibras | 11 (1704) 2 (2%) 12 (21.4%) | 3 (5.4%) 0.0997 0.3507
pequefias
Cualquier
reactividad contra | - 45 (1344 7 (7%) 6(10.7%) | 3(5.4%) 0.8012 >0.9999
células de
Schwann

Tabla 6. Andlisis estadistico de las estructuras nerviosas observadas en la IHC

en nervio periférico de mono. Comparacion entre los pacientes con SGB y los

controles. La reactividad fuerte incluye las puntuaciones 2 y 3, y cualquier
reactividad incluye las puntuaciones 1, 2 y 3. Las puntuaciones de intensidad de
fluorescencia se analizaron mediante un andlisis de contingencia con la
aplicacion de una prueba exacta de Fisher, aceptando un nivel de <0,05 para
determinar la significacion.
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5.1.6 Analisis combinado de la deteccidn de autoanticuerpos

También analizamos si los pacientes con SGB con o sin anticuerpos anti-gangliosido

diferian en los patrones de reactividad en el cribado de autoanticuerpos. No se encontraron

diferencias entre ambos grupos (tabla 7), lo que sugiere que la heterogeneidad del

repertorio de autoanticuerpos aparece incluso cuando se encuentra un antigeno especifico.

Utilizamos un grafico de mapa de calor para representar todos los resultados del cribado de

autoanticuerpos realizado en nuestra cohorte de SGB (figura 18). Este grafico proporciona

una representacion visual de la heterogeneidad del repertorio de autoanticuerpos en los

sueros de SGB.

Pacientes SGB con
anticuerpos anti-

Pacientes SGB sin
anticuerpos anti-

gangliésido ganglioésido
(n=61) (n=39)
Cualquier | Reactividad | Cualquier | Cualquier |Reactividad | Cualquier
reactividad fuerte reactividad | reactividad fuerte reactividad
Neuronas de 0 0 0 0
neuroblastoma 1gG 6 (9.8%) 2 (3.3%) 5 (12.8%) 0 (0%) 0.747 0.519
Neuronas de 0 0 0 0
neuroblastoma IgM 13 (21.3%) | 3(4.9%) | 15(38.5%) | 5 (12.8%) 0.072 0.256
Neuronas de GRD 1gG | 22 (36.1%) | 5(8.2%) | 9(23.1%) | 1(2.6%) 0.191 0.400
Neuronas de GRD IgM | 24 (39.3%) | 8 (13.1%) | 10 (25.6%) | 3 (7.7%) 0.196 0.521
Nervio periféricode | 37 0 706) | 10 (16.4%) | 19 (48.7%) | 7 (17.9%) 0.303 >0.999
mono 1gG
Nervio periféricode | ) 36 196) | 6 (0.8%) | 22 (56.4%) | 6 (15.4%) 0.063 0.530
mono IgM

Tabla 7. Comparacion estadistica entre pacientes con y sin anticuerpos anti-

ganglidsido. La reactividad fuerte incluye las puntuaciones 2 y 3, y cualquier
reactividad incluye las puntuaciones 1, 2 y 3. Las puntuaciones de intensidad de

fluorescencia se analizaron mediante un andlisis de contingencia con la
aplicacion de una prueba exacta de Fisher, aceptando un nivel de <0,05 para
determinar la significacion.
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Figura 18. Heatmap que muestra todo el cribado realizado en pacientes con
SGB. Cada fila representa un paciente con SGB. La puntuacion del titulo de
anti-gangliosido se indica mediante el color del cuadrado (0=<1/1000, 1=1/1000
a 1/2500, 2=1/2500 a 1/12500, 3=>1/12500). La puntuacion de la intensidad de
tincion en las demas estructuras se indica con el color del cuadrado (O=negativo,
1=positivo leve, 2=positivo moderado, 3=positivo fuerte). Las columnas de la
izquierda contienen informacion relacionada con la variante clinica y el estado
de los pacientes a los 6 meses y al afio de seguimiento.
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5.1.7 Correlaciones clinico-inmunolédgicas

Entre los pacientes con sindrome de Miller Fisher, 8/10 (80%) tenian anticuerpos IgG anti-
GQ1b, mientras que en el resto de pacientes con SGB so6lo el 14,4% (13/90) tenian estos
anticuerpos, normalmente en combinacion con otras reactividades. Los anticuerpos IgG
anti-GML1 se detectaron con mayor frecuencia en los pacientes con la variante motora pura
que en los que presentaban otras variantes clinicas (13/19 (68,4%) frente a 14/81 (17,3%));
y en los pacientes clasificados electrofisiologicamente como AMAN que en el resto de
pacientes con SGB (83,3% frente a 19,3%). Todas estas diferencias fueron estadisticamente
significativas (p<0,0001, figura 19).
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Figura 18. Representacion grafica de los porcentajes de pacientes con
anticuerpos anti-GM1 y anti-GQ1b en cada variante clinica del SGB.

Cuando analizamos las caracteristicas clinicas generales del subgrupo de pacientes con
fuerte reactividad 1gG contra las células de Schwann (n=13), no observamos ningln patrén
especifico que pudiera distinguirlos del resto de la cohorte. Diez (76,9%) de estos pacientes
presentaban la variante clinica sensitivo-motora, mientras que en la cohorte general el 65%
presentaba esta variante; y las proporciones de las diferentes variantes electrofisioldgicas
eran similares a las encontradas en la cohorte general (53,8% de los pacientes con
reactividad contra células de Schwann frente al 59% de la cohorte general presentaban la
variante AIDP). En cuanto al pronostico, el porcentaje de pacientes con un buen estado

(GDS<3) a los 6 meses y al afio es similar en los 2 grupos (alrededor del 75%).
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En el subgrupo de pacientes con reactividad 1gG o IgM contra neuronas de GRD (n=14), no
encontramos diferencias clinicas con toda la cohorte de SGB. Brevemente, el 71,4% de los
pacientes que tifieron fuertemente las neuronas fueron clasificados como AIDP, y el 64,3%

presentaron la variante clinica sensitivo-motora.

No detectamos ninguna diferencia en los patrones o frecuencias de reactividad de las
células nerviosas periféricas y de los tejidos entre las muestras recogidas antes de iniciar el
tratamiento (62%) y las recogidas despues del mismo (38%). Tampoco observamos
ninguna correlacién de ninguno de los patrones de reactividad con otras caracteristicas

clinicas como el dolor, la ataxia o la presencia de una infeccion previa.

5.1.8 Valor prondstico de los anticuerpos antigangliosidos

En primer lugar, realizamos un andlisis univariante para seleccionar las variables que se
asociaban con el prondstico. Los pacientes con anticuerpos 1gG anti-GM1 en suero
presentaron peor pronostico que los pacientes sin los anticuerpos a los 6 meses (38,1%
frente a 16,1% (p=0,04)), y al afio (35,3% frente a 9,7% (p=0,014)). Los anticuerpos IgG
anti-GD1a no se asociaron con el pronéstico (tabla 2). Para el analisis multivariante
incluimos los anticuerpos anti-GM1 1gG, los niveles séricos de NfL, la diarrea, la edad y el
GDS inicial.

Observamos que tener anticuerpos anti-GM1 IgG al inicio de la enfermedad se asociaba de
forma independiente con la incapacidad para caminar al afio de seguimiento, tras un modelo
de regresion paso a paso (OR=6,98; IC 95%=1,6-30,36; p=0,01). Sin embargo, la presencia
de anticuerpos IgG anti-GM1 no se asocié de forma independiente a tener un mal

prondstico a los 6 meses (tabla 8).

Para analizar si los titulos anti-GM1 se asociaban con la puntuacion de discapacidad del
SGB, realizamos una regresion lineal. No observamos una correlacion positiva entre los

titulos de anticuerpos y la discapacidad a los 6 meses y al afio.

Por ultimo, cuando incluimos la presencia de anticuerpos anti-GM1 en nuestro modelo
prondstico previamente reportado (76), observamos que tener anticuerpos IgG anti-GM1 al

inicio de la enfermedad se asociaba con la incapacidad para correr al afio, pero esta
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asociacion no era independiente de los otros factores prondsticos conocidos; y los sNfL, la
edad y AMAN permanecian en el modelo como factores independientes asociados con la
discapacidad residual al afio.

Analisis univariante
Inhabilidad para andar independientemente a los 6

meses
Variable OR 95% IC p e
CM1 196 32 1059.71 0.04 Inhabilidad parr;aaﬁgaT?ng;/g;adr:?ntemente alos
GD1a IgG 0.48 0.05-4.24 0.515 6 meses
logNFL 3.22 1.46-7.14 0.004 Variable OR 95% IC p
AMAN 2.97 0.73-12.07 0.127 logNfL 3.13 1.27-7.67 0.012
Diarrea 3.64 1.21-10.91 0.021 Edad 1.05 1.01-1.10 0.013
Edad 1.05 1.01-1.10 0.005
GDS inicial 3.15 1.38-7.18 0.006
Andlisis univariante
Inhabilidad para andar independientemente al afio
Variable OR 95% IC p Andlisis multivariante
GM1 1gG 5.09 1.38-18.73 0.014 Inhabilidad para anda[ independientemente al
GD1a IgG 0.92 0.10-8.44 0.944 : A0
logNFL 3.11 1.27-755 0.012 g&rﬁzz E?QF; 19650_/ ;(:26 0%1
AMAN 1.475 0.27-7.97 0.652 Edad 1:07 1'.01_1.'12 0:01
Diarrea 2.7 0.74-9.82 0.131
Edad 1.06 1.01-1.11 0.014
GDS inicial 2.79 1.12-6.93 0.027

Andlisis univariante

Inhabilidad para correr independientemente al afio

- Anélisis multivarian
Variable OR 9% 1C P Inhabilidad para c?)rf'esr inudtep:lndaile;iemente al afio
GM1 1gG 4.16 1.39-12.49 0.011 Variable OR 95% IC D
GD1la IgG 0.72 0.13-3.99 0.710 Edad 104 101-1.08 0022
JogNFL 437 | 195978 | <0.0001 AMAN 619 | 1.01-3802 | 0.049
AMAN 6.53 1.57-27.17 0.01 logNfL 317 134-750 0.009
Diarrea 2.33 0.83-6.57 0.109
Edad 1.04 1.01-1.07 0.023
GDS inicial 1.81 1.08-3.04 0.025

Tabla 8. Asociacién entre los anticuerpos anti-GM1 y anti-GD1a basales y el
pronostico. logNfL= cadena ligera de neurofilamentos transformada
logaritmicamente.
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5.2 Estudio en pacientes con ZIKV-SGB

5.2.1 Caracteristicas basales de los pacientes

Se obtuvieron muestras de suero de un total de 129 sujetos colombianos: 31 pacientes con
SGB e infeccion confirmada por ZIKV (ZIKV-SGB), 12 con infeccién por el ZIKV vy otras
enfermedades neuroldgicas inflamatorias (ZIKV-OEN, incluyendo mieloradiculopatia
(n=1), encefalitis (n=3), paralisis facial periférica (n=3) o mielitis transversa (n=5)), y 77
pacientes con antecedente de infeccion por virus Zika sin ninguna complicacion
neuroldgica asociada (ZIKV-CON). Como controles (CON), se usaron 9 controles sanos
reclutados localmente en Culcuta y otras 38 muestras de suero de sujetos espafioles
(incluidos 28 controles sanos y 10 pacientes con trastornos neuromusculares no inmunes).

Las caracteristicas generales de los pacientes se pueden observar en la tabla 9.

Dias entre el inicio de | Dias entre el inicio
NGmero de I_Edad _ los sintomas _d,el ZIKV del SGBy la
Grupo muestras media; rango | % Mujeres y la extraccion de la extraccion de la
muestra. muestra.
media; rango media; rango
ZIKV-SGB 31 41; 10-69 48.4% 162; 65-579 168; 66-534
* AIDP 16 41; 10-69 56.3% 108; 67-164 122; 74-260
* AMAN 7 42; 27-62 57.1% 141; 98-271 157; 98-300
* AMSAN 3 40; 35-47 33.3% 108; 65-145 113; 66-152
* Unclassified 5 40; 34-47 20% 397; 99-579 365; 104-534
Controles 136 40; 4-88 62.5%
N/A
* ZIKV-OEN 12 27; 4-41 58.3% 139; 82-211
* ZIKV-CON 77 39; 2-83 66.2% 160; 49-615
* CON 47 45; 4-88 57.4% N/A

Tabla 9. Caracteristicas generales de los pacientes y controles usados en el
estudio de autoanticuerpos en el SGB post-infeccion por virus Zika.
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Los pacientes con ZIKV-SGB tenian una media de 41 afios y el 48.4% eran mujeres. En
cuanto a los estudios de conduccidon nerviosa, el 51.6% de los pacientes fueron clasificados
como AIDP, el 22.6% como AMAN, el 9.7% como AMSAN, vy el 16.1% no se pudieron

clasificar.

5.2.2 Protocolo general

El cribado de autoanticuerpos incluyo la deteccidn de anticuerpos conocidos (realizados en
un laboratorio de Oxford): deteccidn de anticuerpos anti-gangliésido mediante glicoarray y
deteccion de anticuerpos anti-nodo/paranodales mediante ICC; y la deteccion de nuevos
autoanticuerpos mediante ICC en células de Schwann y neuronas de GRD murinas (IgG e
IgM). Posteriormente se realizaron experimentos de inmunoprecipitacion para tratar de

encontrar nuevos antigenos diana.

5.2.3 Cribado de autoanticuerpos conocidos

Ninguno de los pacientes incluidos en el estudio reaccion6 contra las proteinas paranodales
y nodales analizadas (NF155, NF140, NF186, CNTN1 y CASPR1).

Los sueros de todos los pacientes y los controles se analizaron frente a un panel de 136
glicolipidos. En general, el panel reveld solo intensidades de unién débiles, y ninguna de

las reactividades encontradas se asoci6 estadisticamente con el SGB post-ZIKV.

Se observaron dos muestras de ZIKV-SGB con anticuerpos IgG contra varios gangliésidos
en niveles elevados, tal y como se ve tipicamente en el SGB: una muestra presentaba IgG
anti-disialosil (GQ1b, GT1la y GD3) normalmente asociada con el subtipo SMF; y otra
presentaba IgG anti-GM1, tipicamente presente en el subtipo clinico AMAN.
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5.2.4 Autoanticuerpos contra neuronas del nervio periférico

La reactividad 1gG e IgM de los sueros frente a antigenos del nervio periférico se examind
mediante ICC en cultivos primarios de neuronas de GRD vy células de Schwann de rata. Los

resultados se muestran en la figura 19 y la tabla 10.

Los resultados se agruparon segun tres categorias distintas: positivos moderados o fuertes
(incluidas las puntuaciones 2 y 3), todos los positivos (incluidas las puntuaciones 1, 2y 3) y
negativos (puntuacion 0). Se observo una reactividad 1gG moderada o fuerte frente a
neuronas en el 16,1% (5/31) de los pacientes con ZIKV-SGB, en el 16,7% (2/12) de los
pacientes con ZIKV-OEN, en el 3,9% (3/77) de los sujetos ZIKV-CON y en el 7% (3/27)
de los sujetos CON, pero las diferencias entre los 4 grupos no fueron estadisticamente
significativas (p = 0,119). Por otra parte, se observaron autoanticuerpos IgM fuertemente
reactivos frente neuronas en un nimero proporcionalmente mayor de sueros de pacientes
con ZIKV-SGB (32,3%, 10/31), en comparacion con ZIKV-OEN (16,7%, 2/12), ZIKV-
CON (3,9%, 3/77) y CON (0%, 0/43) (p<0,0001).

En el cribado en células de Schwann, se observO una mayor proporcion de reactividad
moderada o fuerte en el grupo ZIKV-SGB (lgG: 6,5%, 2/31; 1gM:19,4%, 6/31) en
comparacion con otros pacientes y controles sin complicaciones (IgG: p=0,0348, IgM:
p=0,0121).

En general, hubo una mayor probabilidad de observar cualquier inmunorreactividad (ya sea
IgG o IgM) en el suero de los pacientes ZIKV-SGB o ZIKV-OEN en comparacion con el
grupo ZIKV-CON: el 38,7% (12/31) de los pacientes con ZIKV-SGB vy el 33,3% (4/12) de
los pacientes con ZIKV-OEN reaccionaron moderada o fuertemente contra las neuronas o
las células de Schwann, mientras que so6lo el 10,4% (8/77) de los sujetos ZIKV-CON vy el
7% (3/43) de los controles sin ZIKV reaccionaron moderadamente. Estas diferencias entre

grupos fueron estadisticamente significativas (p=0,0008).

Ademas, observamos que la union de 1gG e IgM a las neuronas de GRD o a las células de
Schwann era significativamente mas comun en los sueros ZIKV-SGB que en el resto de
sueros ZIKV agrupados (p = 0,0042); mientras que no habia diferencias significativas en

las proporciones de sueros ZIKV y sueros no-ZIKV (p>0,05).
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Figura 19. Reactividad de los anticuerpos IgG e IgM del suero contra neuronas
de GRD vy células de Schwann de rata. Las neuronas de GDR (A, B, E, F) o las
células de Schwann (C, D, G, H) se tifieron con sueros de controles (E-H) o de
pacientes (A-D) en verde. La intensidad de la sefial de la reactividad IgG (A, E,
C, G) o IgM (B, F, D, H) se puntu6 en una escala de 0 a 3 (0O=negativo,
1=positivo leve, 2=positivo moderado, 3=positivo fuerte). El porcentaje de
anticuerpos 1gG e IgM de diferentes intensidades de los diferentes grupos de
pacientes se muestran en I, J y K. Los valores p de < 0,05, < 0,01 0 < 0,001 se
muestran como *, ** y *** respectivamente.
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ZIKV - SGB ZIKV-OEN ZIKV-CON CON
(n=31) (n=12) (n=77) (n=43)
Cualquier React. Cualquier | React. Cualquier React. Cualquier React. Cualquier React.
react. fuerte react. fuerte react. fuerte react. fuerte react. fuerte
Neuronas 1aG 22 5 7 2 28 3 16 3 0.0054 0.1193
GRD g (71%) | (16.1%) | (58.3%) | (16.7%) | (36.4%) | (3.9%) | (37.2%) | (7%) (**)
Neuronas laM 28 10 12 2 21 3 14 0 <0.0001| <0.0001
GRD g (90.3%) | (32.3%) | (100%) | (16.7%) | (27.3%) | (3.9%) | (32.6%) (**%) (**%)
Células de 19G 3 2 0 0 6 0 3 0 0.7464 0.0348
Schwann g (9.7%) | (6.5%) (7.8%) (7%) *)
Células de laM 19 6 5 0 35 6 16 0 0.2256 0.0121
Schwann g (61.3%) | (19.4%) | (41.7%) (45.5%) | (7.8%) | (37.2%) *)
r(e::é‘t'ﬁ/‘ﬁégrd 1gG/ 31 12 12 4 54 8 30 3 0.0009 | 0.0004
(GDR 0 CS) IgM | (100%) | (38.7%) | (100%) | (33.3%)| (70.1%) | (10.4%) | (69.8%) | (7%) | (***) (***)

Tabla 10. Anélisis estadistico de la inmunorreactividad del suero en neuronas
de GRD y en células de Schwann. La reactividad fuerte incluye las
puntuaciones 2 y 3, y cualquier reactividad incluye las puntuaciones 1, 2 y 3.
Las puntuaciones de intensidad de fluorescencia se analizaron mediante un
andlisis de contingencia con la aplicacion de una prueba Chi cuadrado,
aceptando un nivel de <0,05 para determinar la significacién.

5.2.5 Analisis y validacion de antigenos candidatos

Los sueros de dos de los pacientes con ZIKV-SGB (pacientes A y B) que mostraron una
reactividad moderada o fuerte contra las neuronas de GRD, y uno de un control sano se
inmunoprecipitaron. Los anticuerpos 1gG del paciente A y del paciente B, o los anticuerpos
IgM paciente B unidos a antigenos de las neuronas fueron aislados por IP y procesados para
su andlisis mediante espectrometria de masas. Se identificaron seis potenciales antigenos
(ALCAM, DPYSL2, NCAM1, CNTN1, L1CAM, VINC), que estaban enriquecidos en los
sueros problema en comparacion con los sueros control y que tenian funciones especificas

en el sistema nervioso (tabla 11).

Los antigenos candidatos identificados fueron evaluados por ELISA o por ICC en células
transfectadas. Ni los anticuerpos IgG o IgM del suero del paciente A ni los del paciente B

reaccionaron contra ninguno de los antigenos candidatos.
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Ademas, analizamos la reactividad 1gG e IgM de todos los sueros contra las proteinas

GAS6 y AXL, que se han descrito como los receptores de entrada del ZIKV a las células

neuronales humanas; asi como contra la NrCAM, que comparte 6 secuencias peptidicas con

la poliproteina del ZIKV. Sin embargo, ninguno de estos sueros reaccion6 contra estos tres

antigenos candidatos ni contra el complejo AXL-GASS.

Antigeno diana

Funcién

IP de la cual se
ha extraido

Activated
leukocyte cell
adhesion
molecule
(ALCAM)

Molécula de adhesion celular que se encuentra en las células endoteliales de la
barrera hematoencefalica y que se ha demostrado previamente que estad implicada
en la transmigracion de leucocitos a través del endotelio. Tiene una funcién
importante en el mantenimiento de la integridad de la BHE. (153)

Paciente A 1gG
Paciente B IgM

Tyrosine-
protein kinase
receptor UFO

Receptor de superficie celular por el que el ZIKV entra en las células progenitoras
neurales humanas (hNPC), lo que conduce a una estimulacién de las vias de
sefializacion mediadas por AXL y a la supresion de la respuesta inmunitaria
innata. Esto conduce a la infeccién viral en las neuronas y sus células asociadas.

Ninguna

(AXL) (154) (155)
. Proteina implicada en la formaciéon de uniones paranodales axo-gliales en los
Contactin-1 . T . . .
(CNTN1) nervios periféricos mielinizados y en la sefializacion entre los axones y las células | Paciente B IgM

gliales mielinizantes a través de su asociacion con CASPR1. (156)

Dihydropyrimid
inase-related

Interviene en el desarrollo y la polaridad de las neuronas, asi como en el
crecimiento de los axones, el colapso del cono de crecimiento neuronal y la

Paciente B IgG y

protein 2 ; L IgM
(DPYSL2) migracion celular. (157)
Gr0\_/v_th arres'_c— Ligando de AXL. La entrada del ZIKV mediada por AXL requiere que el ligando .
specific protein Ninguna

Gasb sirva de puente para unir las particulas del ZIKV a las células gliales. (155)

6 (GAS6)
Neural cell Molécula de adhesion celular neural expresada en la superficie axonal. En el SNP,
adhesion se ha demostrado que la LLCAM esté implicada en el proceso de mielinizacion, ya Paciente A 19gG
molecule L1 que los anticuerpos contra esta proteina inhiben la mielinizacion de las células de Paciente B IgM
(LICAM) Schwann de las neuronas de GRD. (158)
Neural_cell Molécula de adhesion celular que interviene en la adhesidon neurona-neurona, la
adhesion . - . o : .
molecule 1 faSC|cquiC|on de las neuritas y su crecimiento. Recientemente se ha demostrado | Paciente B IgM
(NCAM1) que actta como receptor del ZIKV.
Neurona}l cell Molécula de adhesion celular neuronal que desempefia un papel en la formacion y .
adhesion | L de | dos d . | elinizad Ninguna
molecule el mantenimiento de los no osI e ?_anwef en Ios axones mielinizados. Esta
(NICAM) proteina comparte 6 péptidos con la poliproteina del ZIKV. (134)
— Proteina de unién de filamentos de actina que participa en la adhesion célula- .
Vinculin matriz y en la adhesién célula-célula (159). Se ha descrito como antigeno diana en Paciente A 19G,
(VINC) Y ' g Paciente B 1gG

los sueros de 2 pacientes con CIDP. (160)

Tabla 11. Lista de antigenos candidatos en el ZIKV-SGB y sus funciones.
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5.2.6 Analisis combinado de la reactividad en pacientes con SGB

esporéadico y pacientes con ZIKV-SGB

Cuando comparamos los resultados obtenidos en el cribado de nuevos autoanticuerpos en

las dos cohortes de SGB estudiadas (SGB esporédico y ZIKV-SGB), observamos que la

reactividad frente a neuronas de GRD estd incrementada en los pacientes con SGB post-

infeccion por ZIKV; especialmente la reactividad de los anticuerpos IgM (tabla 12).

SGB esporadico (n = 100)

ZIKV-SGB (n = 31)

Cualquier Reactividad Cualquier Reactividad Cualquier Reactividad

reactividad fuerte reactividad fuerte reactividad fuerte
Neuronas de GRD IgG 32 (32%) 6 (6 %) 22 (71 %) 5 (16,1%) 0.0003 (***) 0.1309
Neuronas de GRD IgM | 34 (34 %) 11 (11 %) 28 (90,3%) 10 (32,3%) <0.0001 (***) 0.01 (%)

Tabla 12. Comparacidn estadistica entre la reactividad contra neuronas de GRD

observada en pacientes SGB sin antecedente infeccioso comun y pacientes
ZIKV-SGB.
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6. DISCUSION






Nuestro trabajo describe un cribado exhaustivo de autoanticuerpos que pone de manifiesto
la heterogeneidad del repertorio de autoanticuerpos en pacientes que cumplen los criterios
diagnosticos de SGB.

Nuestro estudio en la cohorte espafiola de pacientes con SGB muestra que éstos tienen un
repertorio heterogéneo de autoanticuerpos dirigidos a células y estructuras nerviosas. A
excepcion de los pacientes con anticuerpos anti-gangliésido y un subgrupo menor de
pacientes con anticuerpos dirigidos a las células de Schwann y a la vaina de mielina, este
repertorio varia en frecuencia e intensidad de tincidn, pero no es cualitativamente diferente
de los controles. Los anticuerpos dirigidos a células nerviosas periféricas son
significativamente mas frecuentes en los pacientes que en los controles, pero no se
observan diferencias claras cuando los anticuerpos se analizan mediante IHC en nervio de
mono. Teniendo en cuenta que estas preparaciones de nervio probablemente presentan
antigenos proteicos en una conformacion filogenéticamente més cercana a la de los nervios
humanos, esto puede implicar que los autoanticuerpos dirigidos a las estructuras nerviosas
estan presentes en el repertorio humano normal a titulos més bajos, que surgen como un
epifendmeno natural de un dafio mediado por células T y no son patégenos, 0 que quedan
por descubrir otros autoanticuerpos, dirigidos a diferentes tipos de moléculas (como lipidos

o glucidos), para los que nuestras técnicas no estan optimizadas.

Estudios previos en otras neuropatias inflamatorias mostraron que la frecuencia de
reactividad contra neuronas de GRD en pacientes con CIDP no diferia de los controles
sanos (146), contrastando con nuestros resultados (mostrados en la tabla 10). EI SGB y la
CIDP son enfermedades similares tanto clinica como electrofisiolégicamente, por lo que
esta diferencia apoya la idea de que en el SGB surge una respuesta heterogénea de
autoanticuerpos contra multiples antigenos nerviosos, mientras que esto no ocurre en las
neuropatias inflamatorias desmielinizantes crénicas en las que surge una respuesta de
autoanticuerpos especifica, impulsada por antigenos, como apoya el reciente
descubrimiento de los anticuerpos nodo-paranodales (14). Las diferencias en la gravedad de

estas dos enfermedades también pueden explicar esta observacion.

Observamos que el 13% de los pacientes con SGB esporadico mostraron una fuerte
reactividad de 1gG contra las células de Schwann del nervio periférico de mono. Esta
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observacion concuerda con hallazgos anteriores: Kwa y sus colaboradores observaron que
el 24% de los pacientes con SGB tenian anticuerpos 1gG contra células de Schwann no
mielinizantes (106). Vallat también detectd que un porcentaje significativo de pacientes con
CIDP y SGB (alrededor del 25%) presentaban reactividad 1gG o IgM contra la mielina, y
que los patrones de tincidn en las células de Schwann eran diversos, lo que sugiere que los

autoanticuerpos reconocen diversos antigenos de la mielina (161).

Nuestro estudio también confirma, en una cohorte de SGB bien caracterizada, que los
gangliosidos son los antigenos especificos mas frecuentes en los pacientes con SGB y que
se asocian a variantes especificas de la enfermedad. El valor de las pruebas de anticuerpos
antigangliésido en la rutina clinica es controvertido, pero esté claro que algunos anticuerpos
se asocian a fenotipos clinicos especificos (44). El anticuerpo IgG anti-GQ1b es un
marcador de diagndstico y un anticuerpo patogénico en el SMF, y a menudo se observa
reaccion cruzada con GTla (162). Ademas, los anticuerpos IgG anti-GM1 se asocian a las
variantes motora pura (clinica) y AMAN (electrofisiol6gica). Nuestros resultados, en los
que el 80% de los pacientes con SMF tienen anticuerpos anti-GQ1b y el 68,4% de los
pacientes motores puros tienen anticuerpos anti-GM1 al inicio del estudio, confirman estas
asociaciones. Sin embargo, nuestro estudio carece de poder para encontrar otras
asociaciones descritas previamente (anti-GD1b con neuropatia ataxica aguda, anti-GT1a y
variante faringo-cérvico-braquial) (163,164) que deberan ser confirmadas en cohortes aln

mas grandes.

Algunos estudios han observado una correlacion entre los anticuerpos IgG anti-GM1 y anti-
GD1a con un mal prondstico en pacientes con SGB (85,151,165,166). En nuestra cohorte
de SGB esporadico, los anticuerpos IgG anti-GDZ1a no se asociaron a un mal pronostico de
la enfermedad. Sin embargo, nuestros datos confirman que los anticuerpos IgG anti-GM1
son un factor pronéstico independiente que se asocia con un mal pronostico a 1 afio,
apoyando que puede ser un marcador de dafio axonal a largo plazo. Queda por dilucidar si
la presencia de anticuerpos anti-GM1 fijadores del complemento es la causa de esta
discapacidad a largo plazo, una cuestion terapéutica importante (que permitiria el uso de

inhibidores del complemento en estos pacientes).
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Aunque en este estudio analizamos el valor prondstico de los anticuerpos anti-gangliésido
utilizando las medidas de prondstico tradicionales: incapacidad para caminar (GDS>3) a los
6 meses y al aflo, recientemente hemos utilizado la incapacidad para correr (GDS>2) como
medida de la presencia de discapacidad residual a largo plazo. En este estudio reciente
demostramos que los niveles de sNfL elevados al inicio de la enfermedad se asociaban de
forma independiente con la incapacidad para correr a 1 afio (76). De acuerdo con estos
hallazgos, observamos que al incluir en el modelo la variable "presencia de anticuerpos IgG
anti-GM1 en suero”, los niveles de sNfL se mantuvieron como un factor prondstico
independiente, mientras que los anticuerpos anti-GM1 no. Estos resultados confirman que
los niveles de sNfL son un factor prondstico que informa mejor sobre el estado de los
axones y, en consecuencia, sobre la discapacidad a largo plazo.

Es interesante destacar que no encontramos ningln paciente con anticuerpos anti-
nodales/paranodales (CNTN1, NF140, NF186, NF155 y CASPR1) ni en la cohorte
espafiola de SGB esporadico ni en la cohorte colombiana de ZIKV-SGB. Aunque estudios
previos de otros autores han encontrado algunos pacientes positivos en sus cohortes
(99,102,104,105,167), y describen la asociacién de anticuerpos anti-nodales/paranodales
con neuropatias inflamatorias agresivas frecuentemente mal diagnosticadas como SGB,
estos anticuerpos son raros y no podemos descartar la posibilidad de que estén presentes en
otros pacientes que nuestras cohortes no pudieron captar.

En la cohorte de ZIKV-SGB analizada también se observd que la respuesta inmunitaria
humoral era diversa y heterogénea. En este estudio, en el que si que se hicieron
experimentos de identificacion de antigenos concretos, no encontramos ningun antigeno a

pesar de que todos estos pacientes compartian una infeccion prodrémica coman.

En consonancia con un estudio reciente hecho en una pequefia cohorte de pacientes con
SGB asociado al ZIKV en Brasil (131), observamos un pequefio nimero de pacientes con
SGB con elevados anticuerpos IgG antiganglidsidos. Sin embargo, no encontramos una
asociacion estadisticamente significativa con ninguno de los anticuerpos, apoyando asi los
resultados de otro reciente estudio del noreste de Brasil (133). En nuestra cohorte, los casos

gue encontramos pueden representar un subconjunto de pacientes con SGB inducido por el
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ZIKV, o simplemente han sido casos de pacientes con SGB de inicio clasico cuyo curso

clinico coincidio con infecciones recientes por el ZIKV.

El andlisis de la poliproteina del ZIKV mostrd que contenia secuencias peptidicas que
también se encontraban en proteinas humanas y que se sabe que son objetivos de
autoanticuerpos en neuropatias inflamatorias (134). Sin embargo, los autoanticuerpos
reactivos contra nervio mostraron una distribucion discreta, lo que sugiere que cualquier
antigenicidad relacionada con el nervio no es simplemente una consecuencia de la

inmunidad humoral hacia los antigenos del ZIKV per se.

En el cribado de autoanticuerpos hacia células nerviosas periféricas, observamos una
respuesta sorprendentemente heterogénea en los sueros de los pacientes ZIKV-SGB. En
general, la reactividad de IgG frente a las células de Schwann fue significativamente
mayor, aunque con poca frecuencia, en el grupo de pacientes con ZIKV-SGB en
comparacion con todos los controles. La reactividad de IgM contra las neuronas de GRD y
las células de Schwann también fue significativamente mayor en los pacientes ZIKV-SGB
que en el grupo control.

Al emplear técnicas de IP y espectrometria de masas en neuronas de GRD tratadas con
suero de pacientes, revelamos una serie de antigenos candidatos relacionados con la
membrana de las células de Schwann, la formacion de mielina o la adhesion de células
neuronales. Sin embargo, no pudimos confirmar la reactividad de ningun antigeno
candidato, lo que refuerza las complicaciones en la identificacion de antigenos en

neuropatias inflamatorias (146).

Una de las limitaciones de los dos estudios es el nimero de pacientes y controles incluidos.
Tenemos grupos pequefios de pacientes con patrones de tincion similares en los que es
dificil establecer correlaciones clinico-inmunolégicas claras. Otra limitacion es que
nuestros protocolos estan optimizados para la identificacion de proteinas y no para lipidos o
glucidos. Ademas, otros factores no controlados podrian haber influido en la
heterogeneidad de los patrones de tincion (tratamiento, comorbilidades...), y deberian ser
evaluados en cohortes mas amplias. En el caso de la busqueda de antigenos en los pacientes

ZIKV-SGB, es posible que ciertos antigenos proteicos no fueran detectables, ya sea debido
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a una mala inmunoprecipitacion o a la falta de representacion en la base de datos de

péptidos utilizada para compilar nuestra lista de antigenos candidatos.

Todavia no esta claro si los autoanticuerpos observados en las cohortes de SGB estudiadas
surgen de un proceso de mimetismo molecular o de una activacion inespecifica y policlonal
de células B preexistentes. La ausencia general de patrones comunes sugiere lo segundo,
pero el proceso de mimetismo molecular descrito en el SGB asociado a antigangliosidos
apoya la primera hipotesis. Curiosamente, en este cribado no encontramos diferencias
claras en los patrones de reactividad entre los pacientes con SGB esporadico con o sin
anticuerpos antigangliosido, pero observamos en ambos grupos una mayor cantidad de
pacientes que tifien estructuras nerviosas que en los controles. Estos resultados sugieren que
la respuesta inmunitaria en el SGB no se limita a la produccion de anticuerpos
antiganglidsido, sino que también se dirige a otras estructuras nerviosas periféricas. Esta
observacion puede reflejar la presencia de una reactivacion policlonal, no impulsada por el
antigeno, de un repertorio preexistente que en algunos pacientes incluye gangliésidos; o la
activacion concomitante de células B inespecificas ademés de la respuesta especifica al

antigeno impulsada por los gangliésidos.

Aunque en los pacientes con SGB post-infeccion por ZIKV la reactividad frente a neuronas
sea significativamente mayor en que en la cohorte de SGB esporadico, nuestros hallazgos
muestran una reactividad igualmente heterogénea de 1gG e IgM a antigenos relacionados
con el nervio. La estrecha definicion de la cohorte de ZIKV-SGB, en la que todos los
pacientes se asociaron al mismo antecedente infeccioso, sugiere que la heterogeneidad de
las respuestas inmunitarias humorales en el SGB puede ser una caracteristica central de la

enfermedad y no necesariamente debida a la heterogeneidad de las cohortes de pacientes.
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7. CONCLUSIONES






El SGB es una neuropatia inmunomediada ampliamente heterogénea en la que los
pacientes presentan multiples reactividades de tipo 1gG e IgM contra los principales

tipos celulares del nervio periférico.

Los pacientes con SGB asociado al ZIKV también presentan una heterogeneidad de

la respuesta inmunitaria humoral a pesar de tener un antecedente infeccioso comuin.

Los gangliosidos son los antigenos diana mas frecuentes en el repertorio de

autoanticuerpos del SGB y tienen un valor predictivo del pronéstico a largo plazo.

Los patrones de tincion especificos observados en los pacientes con SGB sugieren
que nuevos experimentos de identificacion de antigenos podrian dilucidar nuevas

reactividades de autoanticuerpos clinicamente relevantes.
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8. LINEAS DE FUTURO






Los estudios de cribado realizados en los pacientes con SGB ponen de manifiesto la
heterogeneidad de la respuesta inmunitaria hacia diferentes células del nervio periférico. A
pesar de los esfuerzos realizados en encontrar los antigenos diana de esta respuesta en los
pacientes con SGB post-infeccion por el virus Zika, no hemos podido validar ninguno de

ellos.

En futuros estudios, trataremos de identificar los anticuerpos responsables de las
reactividades observadas en la cohorte espafiola de SGB (en la que todavia no se han
realizado técnicas de inmunoprecipitacién). Para ello, usaremos como sustrato de IP las
células nerviosas de origen humano (neuronas derivadas de neuroblastoma) usadas en el
cribado; ya que podrian ser mas Utiles que las neuronas de GRD murinas usadas en las IP
de los pacientes ZIKV-SGB.

Ademas, intentaremos usar nuevas técnicas experimentales que nos permitan salvar las
limitaciones que hemos observado en el transcurso de nuestros experimentos, como el
analisis de glucidos o lipidos como posibles candidatos a antigenos, o el uso de técnicas de

cribado de alto rendimiento mediante arrays antigénicos.
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Abstract

Background: Guillain—-Barré syndrome (GBS) is an acute inflammatory neuropathy with a heterogeneous presenta-
tion. Although some evidences support the role of autoantibodies in its pathogenesis, the target antigens remain
unknown in a substantial proportion of GBS patients. The objective of this study is to screen for autoantibodies target-
ing peripheral nerve components in Guillain-Barré syndrome.

Methods: Autoantibody screening was performed in serum samples from all GBS patients included in the Interna-
tional GBS Outcome study by 11 different Spanish centres. The screening included testing for anti-ganglioside anti-
bodies, anti-nodo/paranodal antibodies, immunocytochemistry on neuroblastoma-derived human motor neurons
and murine dorsal root ganglia (DRG) neurons, and immunohistochemistry on monkey peripheral nerve sections. We
analysed the staining patterns of patients and controls. The prognostic value of anti-ganglioside antibodies was also
analysed.

Results: None of the GBS patients (n =100) reacted against the nodo/paranodal proteins tested, and 61 (61%) were
positive for, at least, one anti-ganglioside antibody. GBS sera reacted strongly against DRG neurons more frequently
than controls both with IgG (6% vs 0%; p=0.03) and IgM (11% vs 2.2%; p=0.02) immunodetection. No differences
were observed in the proportion of patients reacting against neuroblastoma-derived human motor neurons. Reactiv-
ity against monkey nerve tissue was frequently detected both in patients and controls, but specific patterns were only
detected in GBS patients: IgG from 13 (139%) patients reacted strongly against Schwann cells. Finally, we confirmed

that IgG anti-GM1 antibodies are associated with poorer outcomes independently of other known prognostic factors.
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Conclusion: Our study confirms that (1) GBS patients display a heterogeneous repertoire of autoantibodies target-
ing nerve cells and structures; (2) gangliosides are the most frequent antigens in GBS patients and have a prognostic
value; (3) further antigen-discovery experiments may elucidate other potential antigens in GBS.

Keywords: Guillain—-Barré syndrome (GBS), Autoantibodies, Anti-ganglioside, Neurons, Prognosis

Background

Guillain—Barré syndrome (GBS) is an acute inflamma-
tory neuropathy with a heterogeneous presentation
that includes diverse clinical variants [1-3]. Diagno-
sis is based on clinical criteria; diagnostic biomark-
ers are not available for most patients [4]. The exact
immunopathogenic mechanisms of GBS are rela-
tively unknown, but it is considered a paradigmatic
post-infectious autoimmune disease [5]. Diverse
mechanisms, including humoral and cellular immune
responses, autoantibodies and complement, activated
macrophages and lymphocytes, have been implicated
in GBS pathogenesis [6, 7].

Anti-ganglioside antibodies are detected in up to
half of GBS patients. These autoantibodies arise via
microbial molecular mimicry [8] and the associa-
tion of specific anti-ganglioside antibody reactivities
and specific disease variants is well-established in the
literature [9, 10], particularly the association of anti-
GM1 [11] and GQI1b [12] antibodies with the pure
motor and Miller Fisher syndrome (MFS) variants of
GBS, respectively. In addition, the presence of anti-
bodies targeting the GM1 [11] or GD1a [13, 14] gan-
gliosides has also been associated with GBS prognosis.
Antibodies against nodal and paranodal proteins (neu-
rofascin 140/186 [15] -NF140/186-, neurofascin 155
[16, 17] -NF155-, contactin-associated protein 1 [18,
19] -CASPR1-, and contactin 1 [19] -CNTN1-) have
also been described in patients diagnosed of GBS.
However, the target antigens remain unknown in a
substantial proportion of GBS patients, particularly
of the acute inflammatory demyelinating polyradicu-
loneuropathy (AIDP) variant, the most frequent in
patients of European ancestry.

Considering the broad clinical and epidemiological
spectrum of GBS, the diverse infectious triggers and
the T-cell independent nature of the immune reaction
leading to the appearance of autoantibodies [20], we
hypothesized that a broad repertoire of autoantibod-
ies targeting diverse nerve components may be causing
nerve pathology in GBS. This study aims to (1) screen
for autoantibodies against known antigens; (2) screen
for antibodies against human and rodent nerve cells
and monkey nerve tissue; (3) describe the diversity of
staining patterns and (4) perform clinical-immunolog-
ical correlations, in a well-characterized GBS cohort.

Materials and methods

Patients and controls

Serum samples from 100 GBS patients included in the
Spanish cohort of the International GBS Outcome study
(IGOS) [21] were used in this screening. The IGOS is a
multicentre, prospective, observational cohort study that
investigates factors that determine and predict the clini-
cal course, subtype and outcome of GBS [22]; including
patients fulfilling diagnostic criteria of the National Insti-
tute of Neurological Disorders and Stroke (NINDS) [1] or
Miller Fisher syndrome (MFS) and other variants of GBS
[3, 23]. Patients from the Spanish cohort were enrolled
between February 2013 and January 2020. All patients
fulfilled diagnostic criteria for GBS and were included
within 2 weeks from onset of weakness. Serum samples
were aliquoted and stored at —80 °C until needed. In
this study, we used serum samples extracted at baseline.
Sixty-two (62%) of the baseline samples analysed were
collected before starting treatment.

Clinical variants were defined as sensorimotor, pure
motor, pure sensory, Miller Fisher syndrome (MFS) and
ataxic. Nerve conduction studies results were classified
as acute inflammatory demyelinating polyneuropathy
(AIDP), acute motor axonal neuropathy (AMAN), acute
motor-sensory axonal neuropathy (AMSAN), equivo-
cal or normal. The outcome of all patients with GBS at
6 months and 1 year from disease onset were assessed
using the GBS disability score (GDS), a widely accepted
system for evaluating the functional ability of patients
[24]. Patients unable to walk independently (>3) at
6 months were defined as having a poor outcome in this
study.

Additionally, serum samples from a control group
(n=90) including 45 healthy controls and 45 patients
with other neuromuscular disorders [23 amyotrophic
lateral sclerosis (ALS), 22 Charcot—Marie-Tooth (CMT)]
were included.

Autoantibody screening protocol

Autoantibody screening experiments included anti-
ganglioside antibody detection with ELISA, nodo/para-
nodal (NF155, NF140, NF186, CNTN1 and CNTN1/
CASPR1 complex) antibody detection by ELISA and
cell-based assays, immunocytochemistry using patient
sera on murine dorsal root ganglia (DRG) neurons and
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neuroblastoma-derived human motor neurons (IgG and
IgM) and reactivity pattern assessment by immunohis-
tochemistry on monkey sciatic nerve sections (IgG and
IgM).

Testing for nodo/paranodal antibodies
Autoantibodies against NF140, NF186, NF155, CNTN1
and CASPR1 were tested by ELISA.

Maxisorb 96-well ELISA plates (Thermo Fisher Scien-
tific, NUNC, Denmark) were coated with 1 pg/ml human
recombinant CNTNI1 protein (Sino Biological Inc., Geor-
gia, USA), 1 pg/ml NF155 protein (Origene, Maryland,
USA), 1 pg/ml NF140 protein (Sino Biological), 1 ug/
ml NF186 protein (Origene) or 5 pg/ml CASPR1 pro-
tein (R&Dsystems, MI, USA) overnight at 4 °C. Wells
were blocked with 5% non-fat milk in PBS 0.1% Tween
20 for 1 h, incubated with sera diluted 1/100 in blocking
buffer for 1 h, and then incubated with peroxidase con-
jugated rabbit anti-human IgG secondary antibody (Inv-
itrogen, CA, USA) for 1 h at room temperature. ELISA
was developed with tetramethylbenzidine solution (Bio-
legend, California, USA), and the reaction was stopped
with 25% sulfuric acid. Optical density (OD) was meas-
ured at 450 nm in a Multiscan ELISA reader. Samples
were considered positive by ELISA when they had a AOD
higher than mean healthy control AOD plus two stand-
ard deviations.

Cell-based assays were used as previously described
[25] as a second confirmatory technique for questionable
cases. Briefly, mammalian expression vectors encoding
human NF140, NF186, NF155, CNTN1 or CASPR1 were
transfected into HEK293 cells using Lipofectamine 2000
(Invitrogen). Cells were then fixed with 4% paraformal-
dehyde and blocked. ICC experiments were performed
using patient’s sera and appropriate primary and second-
ary antibodies.

Testing for anti-ganglioside antibodies

Patients’ sera were screened for the presence of anti-
ganglioside antibodies using a previously validated ELISA
protocol [26] as the general detection method, and thin
layer chromatography [27] for confirmatory experiments.
Anti-ganglioside antibodies were considered positive at a
1/1000 titre.

Rat dorsal root ganglia neurons immunocytochemistry

DRG were dissected from E16 rat embryos, dissociated
and plated in glass coverslips coated with laminin (Inv-
itrogen) and poly-D-lysine (Sigma, MO, USA). Cells were
grown in neurobasal medium (Gibco BRL, NY, USA)
supplemented with B27 (Gibco), Glutamax (Gibco) and
nerve growth factor (NGF) (Invitrogen). After 24 h,
cytosine arabinoside (ARA-C) (Sigma) and fluorouracil
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(5-FU) (Sigma) were added to the medium to remove
fibroblasts. Then, medium was replaced every other day
until reaching complete growth and differentiation of
DRG neurons.

Live DRG neurons were incubated for 1 h with patients’
sera diluted 1/100 (for IgG experiments) or 1/40 (for IgM
experiments) in culture medium at 37 °C. Cells were then
fixed for 10 min with 4% PFA and incubated with sec-
ondary antibodies. Goat anti-human IgG or IgM AF488
(Molecular probes, Oregon, USA) were used as second-
ary antibodies at 1/1000 concentration.

Coverslips were mounted with Vectashield with DAPI
and fluorescence signal intensity was scored in a 0-3
scale by two independent researchers. Images were
obtained with an Olympus BX51 Fluorescence Micro-
scope (Olympus Corporation, Tokyo, Japan).

Human neuroblastoma-derived neurons
immunocytochemistry

SH-SY5Y cells were plated in glass coverslips coated
with laminin at 2.5 pg/ml (Invitrogen). Cells were grown
in proliferation medium containing DMEM/F12 (1:1),
fetal bovine serum (10%), L-glutamine (1%) and Sodium
pyruvate (1%). After 24 h, proliferation medium was
replaced by differentiation medium containing Neuroba-
sal (Gibco) supplemented with B27 (Gibco), Glutamax
(Gibco), nerve growth factor (Invitrogen) and retinoic
acid at 10 uM (Sigma). Then, medium was replaced every
other day until full differentiation was achieved. On days
5 or 6 of differentiation, cells were fixed for 15 min with
paraformaldehyde 4%; and blocked with 5% normal goat
serum in PBS; followed by incubation with patients’ sera
at 1/40 (for IgM) or 1/100 (for IgG). To observe the cor-
rect differentiation of the cells we also incubated them
with chicken anti-panNeurofascin mAb (R&Dsystems)
at 1/200. Goat anti-chicken IgG AF594 and goat anti-
human IgG AF488 or goat anti-human IgM AF488
(Molecular Probes) were used as secondary antibodies at
1/1000 concentration.

Coverslips were mounted with Vectashield with DAPI
and fluorescence signal intensity was scored in a 03 scale
by two independent researchers. Images were obtained
with an Olympus BX51 Fluorescence Microscope.

Peripheral nerve immunohistochemistry

Macaque peripheral nerve tissue slides (Inova Diagnos-
tics, Inc., San Diego, CA) were blocked with 5% normal
goat serum in PBS; followed by incubation with patients’
sera at 1:10 (for IgM) or 1:20 (for IgG). Monkey-adsorbed
goat anti-human IgG AF488 (Southern Biotech, Alabama,
US) or goat anti-human IgM AF488 (Molecular Probes)
were used as secondary antibodies at 1/500 concentra-
tion. Finally, slides were mounted with Fluoromount
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medium (Sigma) and examined by two independent
observers. Inmunostaining patterns were analysed scor-
ing fluorescence signal intensity of each nerve struc-
ture in a 0-3 scale. The nerve structures analysed were:
nodes or paranodes, myelin from small myelinated fibres,
myelin from large myelinated fibres, Schwann cells from
unmyelinated fibres, large-fibre axons, and small-fibre
axons. Reactivity against other non-nerve structures
(fibroblasts, connective tissue, vessels) was not consid-
ered in the analysis.

To further study the staining patterns, peripheral nerve
tissue slides were coated with mouse anti-human CD56
antibody (Becton Dickinson, New Jersey, USA) at 1:50 to
stain non-myelinating Schwann cells (Remak bundles);
or with rabbit anti-human S100 antibody (Abcam, Cam-
bridge, UK) at 1:50 to stain myelinating Schwann cells.
Goat anti-mouse IgG AF594 (for CD56), and goat anti-
rabbit IgG AF594 (for S100) were used as secondary anti-
bodies at 1/500 concentration.

Images were acquired using Leica TSC SP5 confocal
microscope.

Statistical analysis

Results were analysed by GraphPad Prism v8.0 (Graph-
Pad Software). Statistical comparison of proportions
among groups was performed using contingency analy-
sis with the application of Chi-square and a two-tailed
Fisher’s exact test, accepting an alpha-level <0.05 for sta-
tistical significance. To represent the results and perform
hierarchical clustering of the results heatmap diagrams
using the Clustvis web tool were performed [28].

To investigate the association between anti-gangli-
oside antibodies and prognosis a multivariable logis-
tic regression analysis to predict the inability to walk at
6 months and at 1 year of follow-up (GDS > 3) was per-
formed using the STATA software. A stepwise backward
regression modelling to select variables independently
associated with the outcome was performed first. The
variables introduced in our initial multivariable models
were selected based on known prognostic factors: age,
initial GDS, diarrhoea, AMAN, serum NfL levels (ana-
lysed in a previous study with the same cohort) [29],
serum anti-GM1 IgG antibodies and serum anti-GDla
IgG antibodies [29-32]. To perform the multivariable
analysis patients with MFS were excluded, because our
aim was to predict GBS prognosis and MFS is considered
a different disease, including different pathophysiology,
clinical presentation (it does not present with weakness),
treatment (often untreated) and outcome (considered
self-limiting and benign). Finally, the ability of the vari-
able “presence of anti-GM1 IgG antibodies” to predict
the inability to run at 1 year of follow-up (GDS > 2) was
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evaluated in our previously reported multivariable logis-
tic regression analysis [29].

Odds-ratios (OR) for the logistic regression analy-
sis were reported with 95% confidence intervals and p
values.

Results

Baseline characteristics

We included 100 participants from 11 Spanish cen-
tres participating in the IGOS study. GBS patients had
an average of 57.4 years and were predominantly men
(57%). 65% of patients presented with the sensorimotor
variant, 19% presented with the pure motor GBS variant,
10% with MFS, 5% with the pure sensory variant and 1
patient with the ataxic variant. Regarding nerve con-
duction studies, 59% of patients were classified as AIDP,
12% as AMAN, 7% as AMSAN, 8% as normal, and 14%
as equivocal. Detailed epidemiological features of the
cohort were described elsewhere [29].

Screening for known autoantibodies

None of the GBS patients included in the study reacted
against the paranodal and nodal proteins tested (NF155,
NF140, NF186, CNTN1 and CASPR1).

Sixty-one patients tested positive for, at least, one anti-
ganglioside antibody (GM1, GM2, GM3, GD1b, GD3,
aGM1, GTla, GT1b and GQIlb). Of these, 40 had IgG
antibodies, 3 had IgM antibodies, and 18 had antibodies
from both isotypes. Detailed anti-ganglioside reactivities
are shown in Additional file 1.

Most frequent anti-ganglioside antibodies in our
cohort were aGM1, GM1, GD1b and GQ1b. Overall, IgG
anti-aGM1 antibodies were detected in 40% of patients;
IgG and IgM anti-GM 1 antibodies were detected in 27%
and 15% of patients, respectively, IgG anti-GD1b anti-
bodies in 30%, and IgG anti-GQ1b antibodies in 21%
patients.

Antibodies targeting peripheral nerve neurons

ICC experiments with primary cultures of rat DRG neu-
rons and human motor neurons derived from a neuro-
blastoma cell line were used to identify novel IgG and
IgM reactivities against peripheral nerve neurons. The
screening was performed in 100 serum samples from
GBS patients and 90 serum samples from a control
group (including healthy controls and patients with other
neuromuscular diseases). ICC results were grouped in
three separate categories: moderate-to-strong positives
(including scores 2 and 3), all positives (including scores
1, 2 and 3), and negatives (score 0). Detailed results are
shown in Additional file 2, Fig. 1 and Table 1.
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(C D) stained in red with anti-panNeurofascin mAb, and in green w
patient’s serum reacting strongly (score 3) in IgM (D)

Fig. 1 Reactivity againstrat DRG neurons and human neuroblastoma-derived neurons. DRG neurons (A, B) stained with a GBS patient’s serum
reacting moderately (score 2) inIgG (A), and a GBS patient’s serum reacting strongly (score 3) in IgM (B). Human neuroblastoma-derived neurons
th a GBS patient’s serum reacting moderately (score 2) in IgG (C) and a GBS

Table 1 Statistical analysis of DRG and neuroblastoma neurons ICC, and monkey peripheral nerve IHC

GBS patients (n=100) Controls (n=90/56) pvalue

Any reactivity  Strongreactivity  Anyreactivity  Strongreactivity = Anyreactivity = Strong reactivity
Neuroblastoma neurons IgG 11(11%) 2(2%) 10/90 (11.1%) 0/90 (0.0%) >0.999 (ns) 0499 (ns)
Neuroblastoma neurons IgM 28 (28%) 8(8%) 11/90 (12.2%) 2/90 (2.2%) 0.011(*) 0.105 (ns)
DRG neurons 1gG 6(6%) 6/90 (6.7%) 0/90 (0.0%) <0.0001 (***) 0.030 (*)
DRG neurons IgM 34(34%) 11 (11%) 22/90 (24.4%) 2/90 (2.2%) 0.156 (ns) 0.020 (*)
Monkey peripheral nerve IgG 56 (56%) 17 (17%) 30/56 (53.6%) 3/56 (5.4%) 0.8669 (ns) 0.0455 (¥)
Monkey peripheral nerve IgM 44 (44%) 10 (10%) 20/56 (35.7%) 6/56 (10.79%) 0.3964 (ns) >0.999 (ns)

Comparison between GBS patients and controls. Strong reactivity includes scores 2 and 3, and any reactivity includes scores 1, 2 and 3. Fluorescence intensity scores
were analysed using contingency analysis with the application of a Fisher’s exact test, accepting an alpha-level of <0.05 to determine significance

Overall, 22 (22%) GBS patients reacted moder-
ately or strongly against DRG or neuroblastoma
neurons, whereas 4 (4.4%) controls reacted only mod-
erately. These differences were statistically significant
(p=0.0005).

Antibodies against DRG neurons appeared significantly
more frequently in GBS patients than in controls (32% vs
6.7%, p<0.0001) taking all positive tests in account; the
same happened if only moderate and strong positives

were considered, both in IgG (6% vs 0%, p=0.03) and
IgM experiments (11% vs 2.2%, p=0.02).

In neuroblastoma-derived neuron ICC experiments 28
(28%) samples from the GBS group showed IgM autoan-
tibodies; of these 8 (8%) showed moderate or strong
reactivity. These proportions were significantly higher
than in the control group (12.2% and 2.2%, respectively;
p=0.011). Differences in autoantibody proportions
between GBS patients and controls were not observed
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in neuroblastoma-derived neuron experiments when
assessing IgG antibodies.

Antibodies targeting peripheral nerve tissue
We analysed the full GBS cohort and 56 controls.

We analysed the staining intensity of six different struc-
tures within the nerve, including nodes or paranodes,
myelin from small myelinated fibres, myelin from large
myelinated fibres, Schwann cells from unmyelinated
fibres, large-fibre axons, and small-fibre axons. Staining
patterns can be found in Additional file 3.

IgG and IgM reactivity against nerve tissue was fre-
quently detected in GBS patients and controls. Overall,
about 70% of GBS patients and controls sera bound to
nerve structures. IgG and IgM from GBS patients reacted
moderately in 17 (17%) and strongly in 10 (10%) against
monkey nerve structures. In the control group IgG and
IgM reacted moderately in 8 (14.3%) and strongly in 1
(1.8%) against monkey nerve structures. The difference
between the amount of GBS patients and controls react-
ing moderately or strongly against monkey peripheral
nerve was statistically significant (p =0.0455) only for
IgG autoantibodies (Table 1).

Differences in IHC patterns of reactivity from GBS
patients and controls were not statistically significant
for any of the structures analysed (Additional file 4).
Nonetheless, some specific reactivity patterns were only
detected in GBS patients and not in controls (Fig. 2).
Eight (8%) GBS patients’ IgG reacted strongly against
myelin, whereas only 2 controls showed weak reactiv-
ity against this structure. Moreover, we observed that 13
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(13%) GBS patients’ IgG had a strong reactivity against
Schwann cells (myelinating and non-myelinating) while
only one of the controls (1.8%) showed strong reactivity
against Schwann cells (this difference is statistically sig-
nificant; p=0.0192).

Combined autoantibody screening analysis

We also analysed if GBS patients with or without anti-
ganglioside antibodies differed in the reactivity patterns
in the peripheral nerve cell and tissue autoantibody
screening experiments. No differences were found
between those two groups (Additional file 4), suggest-
ing that the heterogeneity of the autoantibody repertoire
appears even when a specific antigen is found.

We used a heatmap graph to represent all the autoan-
tibody screening results performed in our GBS cohort
(Fig. 3) [28]. This graph provides visual representation of
the heterogeneity of the autoantibody repertoire in GBS
sera.

Clinical correlations

Among patients with Miller Fisher syndrome, 8/10 (80%)
had IgG anti-GQI1b antibodies, whereas in the rest of
GBS patients only 14.4% (13/90) had these antibod-
ies, usually in combination with other reactivities. IgG
anti-GM1 antibodies were more frequently detected in
patients with the pure motor variant than in those with
other clinical variants [13/19 (68.4%) vs 14/81 (17.3%)];
and in patients classified electrophysiologically as AMAN
than in the rest of GBS patients (83.3% vs 19.3%). All
these differences were statistically significant (p < 0.0001).

LR i . ¢

Fig. 2 Reactivity against Schwann cellsin peripheral nerve sections. Mac

aque peripheral nerve sections stained in red with 5100 (A-D) or CD56
(NCAM) monoclonal antibody (E-H), and in green with GBS patient’s sera reacting against myelin from small myelinated fibres (A, E), myelin from
large myelinated fibres (B, F), and non-myelinating Schwann cells (C, G). D and H are stained with sera from negative controls
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Fig.3 Heatmap showing all the screening performed in GBS patients. Patients and reactivities against anti-ganglioside antibodies,
neuroblastoma-derived human motor neurons, murine dorsal root ganglia neurons and monkey peripheral nerve tissue, are ordered according
to Euclidean clustering. Each row represents one GBS patient. The score of the anti-ganglioside titre isindicated by the colour of the square

(0= <1/1000, 1=1/1000-1/2500, 2 = 1/2500-1/12500, 3 = > 1/12500). The score of staining intensity in the other structures is indicated by the
colour of the square (0=negative, 1 =mild positive, 2= moderate positive, 3=strong positive). Columns in the left contain information related to
the clinical variant and the outcome at 6 months and at 1 year of follow-up

When we analysed the general clinical characteris-
tics of the subgroup of patients with strong IgG reactiv-
ity against Schwann cells (#=13), we did not observe
any specific pattern that could distinguish them from
the rest of the cohort. Ten (76.9%) of these patients pre-
sented with the sensorimotor clinical variant, whereas
in the general cohort 65% presented this variant; and
the proportions of nerve conduction studies subgroups
were similar to those found in the general cohort (53.8%
vs 59% of AIDP electrophysiological variant). Regarding
the outcome, the percentage of patients having a good

outcome at 6 months and 1 year are similar in the two
groups (about 75%).

In the subgroup of patients with IgG or IgM reactivity
against DRG neurons (n=14), we did not find clinical
differences with the whole GBS cohort. Briefly, 71.4% of
patients staining strongly DRG neurons were classified
as AIDP, and 64.3% presented with the sensorimotor
clinical variant.

We did not detect any difference in peripheral
nerve cell and tissue reactivity patterns or frequen-
cies between the samples collected before starting the
treatment (62%) and those collected after the treat-
ment (38%). We neither observed any correlation of
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any of the reactivity patterns with other clinical char-
acteristics as pain, ataxia, or the presence of antecedent
infection.

Prognostic value of anti-ganglioside antibodies

First, we conducted a univariate analysis to select varia-
bles that were associated with the outcome. Patients with
serum IgG anti-GM1 antibodies presented poorer out-
comes than patients without the antibodies at 6 months
[38.1% vs 16.1% (p=0.04)], and 1 year [35.3% vs 9.7%
(p=0.014)]. Anti-GD1a IgG antibodies were not associ-
ated with prognosis (Table 2). For the multivariate analy-
sis, we included GM1 IgG, serum NfL levels, diarrhoea,
age, and initial GDS.

We observed that having anti-GM1 IgG antibodies at
baseline was independently associated with the inability
to walk at 1 year of follow-up, after a backward stepwise
selection modelling (OR6.98, 95% CI 1.6-30.36; p =0.01).
However, the presence of anti-GM1 IgG antibodies was
not independently associated with having a poor out-
come at 6 months (Table 2).

To analyse if anti-GM1 titres were associated with the
GBS disability score, we performed a linear regression.
We did not observe a positive correlation between anti-
body titres and disability at 6 months and at 1 year.

Finally, when we included the presence of anti-GM1
antibodies in our previously reported prognostic study
[29], we observed that having anti-GM1 IgG antibodies at
baseline was associated with the inability to run at 1 year,
but this association was not independent from the other
known prognostic factors and sNfL, age and AMAN
remained in the model as independent factors associated
with residual disability at 1 year.

Discussion

Our work describes a comprehensive autoantibody
screening that provides experimental evidence of the het-
erogeneity of the autoantibody repertoire in patients ful-
filling GBS diagnostic criteria.

Our study shows that GBS patients have a heteroge-
neous repertoire of autoantibodies targeting nerve cells
and structures. Except for patients with anti-ganglioside
antibodies and a minor subset of patients with antibodies
targeting Schwann cells and the myelin sheath, this rep-
ertoire varies in frequency and intensity of staining, but
it is not qualitatively different from controls. Antibodies
targeting peripheral nerve cells of both IgG and IgM iso-
types are significantly more frequent in patients than in
controls, but no clear differences are seen when antibod-
ies are tested using immunohistochemistry on monkey
nerve preparations. Considering that whole nerve mon-
key preparations likely display protein antigens in a con-
formation that is phylogenetically closer to that of human
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nerves, this may imply that autoantibodies targeting
nerve structures are present in normal human repertoire
at lower titers, that they arise as a natural epiphenome-
non of a T-cell mediated damage and are not pathogenic,
or that other autoantibodies, targeting different types of
molecules (such as lipids or glycans), for which our tech-
niques are not optimized, are yet to be discovered.

Whether these autoantibodies arise from a process of
molecular mimicry, or from an unspecific and polyclonal
activation of pre-existing B cells, remains unclear. The
general absence of common patterns suggests the lat-
ter, but the well-established molecular mimicry process
described in anti-ganglioside-associated GBS supports
the former. In anti-GM1-associated GBS the sequence
of pathogenic events includes an immune response
to an infection leading to the appearance of antibod-
ies cross-reacting with peripheral nerve and nerve root
gangliosides and triggering post-infectious inflamma-
tion [33]. Interestingly, in this screening we did not find
clear differences in the reactivity patterns between GBS
patients with or without anti-ganglioside antibodies, but
we observed in both groups a higher amount of patients
staining nerve structures than in controls. These find-
ings suggest that the immune response in GBS is not
restricted to the production of anti-ganglioside anti-
bodies, but it is also targeting other peripheral nerve
structures. This observation may either reflect the pres-
ence of a polyclonal, not antigen-driven, reactivation of
a pre-existing repertoire that, in some patients, includes
gangliosides, or the concomitant activation (by epitope
spreading or bystander activation) of unspecific B cells
in addition to the ganglioside-driven antigen-specific
response.

Previous studies in other inflammatory neuropathies
such as chronic inflammatory demyelinating polyneurop-
athy (CIDP), showed that frequencies of reactivity against
DRG neurons in CIDP patients did not differ from
healthy controls [34], in contrast with our results (shown
in Table 2). GBS and CIDP are similar diseases both
clinically and electrophysiologically, so this difference
supports the idea that a heterogeneous autoantibody
response against multiple nerve antigens arises in GBS
while this does not happen in chronic inflammatory and
demyelinating neuropathies in which a specific, antigen-
driven autoantibody response arises, as the recent dis-
covery of the nodo-paranodal antibodies supports [35].
Differences in severity of these two diseases may also
account for this observation.

We observed that 13% of GBS patients showed
strong IgG reactivity against Schwann cells of mon-
key peripheral nerve. This observation is in agree-
ment with previous findings: Kwa et al. observed
that 24% of GBS patients had IgG antibodies against
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non-myelinating human Schwann cells [36], and Val-
lat et al. also detected that a significant percentage of
CIDP and GBS patients (about 25%) presented with IgG
or IgM reactivity against myelin and that the staining
patterns on Schwann cells were diverse, suggesting that
diverse myelin antigens are being recognized by the
autoantibodies [37].

Our study also confirms, in a well-characterized GBS
cohort, that gangliosides are the most frequent spe-
cific antigens in GBS patients and that they associate
to specific disease variants. The value of testing anti-
ganglioside antibodies in the GBS routine clinical care
is controversial, but it is clear that some antibodies are
associated with specific clinical phenotypes [38]. IgG
anti-GQ1b antibody is a diagnostic marker and a patho-
genic antibody in MFS, and is often cross-reactive with
GTla [9]. Moreover, IgG anti-GM1 antibodies associate
with the pure motor (clinical) and AMAN (electrophysi-
ological) variants. Our results, with 80% of MFS patients
having anti-GQ1b antibodies and 68.4% of pure motor
patients having anti-GMI1 antibodies at baseline, con-
firm these associations. However, our study lacks power
to find other potential associations previously described
(anti-GD1b with acute ataxic neuropathy, anti-GT1a and
pharyngo-cervico-brachial variant) [39, 40] that will need
to be confirmed in even larger cohorts. Likewise, the
clinical relevance of antibodies targeting other structures
(neurons, peripheral nerve tissue...) is unclear, since their
association with GBS is not completely specific or the
number of patients with each particular reactivity is too
low to draw any conclusions.

Some studies have reported a correlation between IgG
anti-GM1 and anti-GDla antibodies with a poor out-
come in GBS patients [13, 14, 33, 41]. In our cohort, IgG
anti-GD1la antibodies did not associate to a poor out-
come of the disease [13]. However, our data confirm that
IgG anti-GM1 antibody is an independent prognostic fac-
tor that associates with poor prognosis at 1 year, support-
ing that it may be a marker for long-term axonal damage.
Whether the presence of complement-fixing anti-GM1
antibodies is the driver of this long-term disability, an
important therapeutic question (that would enable the
use of complement inhibitors in these patients), remains
to be elucidated.

Although in this study we analysed the prognostic
value of anti-ganglioside antibodies using the tradi-
tional outcome measures: inability to walk (GDS=> 3) at
6 months and at 1 year, we have recently used the inabil-
ity to run (GDS > 2) as a measure of the presence of long-
term residual disability. In this recent study we showed
that high baseline sNfL were independently associated
with inability to run at 1 year [29]. In agreement with
these findings, we observed that including in the model
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the variable “presence of serum IgG anti-GM1 antibod-
ies”, sNfL levels remained as an independent prognos-
tic factor, whereas anti-GM1 antibodies did not. These
results confirm that sNfL levels are a prognostic factor
that informs better on axon status and, consequently, on
long-lasting disability.

It is interesting to note that we did not find any
patient with anti-nodal/paranodal antibodies (CNTNI1,
NF140, NF186, NF155 and CASPR1) in our GBS cohort.
Although previous studies from other authors have found
some GBS positive patients in their cohorts [14-18], and
case-reports and series describe the association of anti-
nodal/paranodal antibodies with aggressive inflamma-
tory neuropathies frequently misdiagnosed as GBS, these
antibodies are rare and we cannot rule out the possibility
that they are present in other selected patients that our
cohort failed to capture.

One of the limitations of our study is the number of
patients and controls included. We have small groups
of patients with similar staining patterns in which it is
difficult to establish clear clinical-immunological cor-
relations. Nevertheless, this is the first large prospec-
tive study assessing the autoantibody repertoire against
peripheral nerve structures in GBS patients and antigen-
identification experiments will follow in those patients
showing specific staining patterns that are absent in
controls.

The existence of clear subgroups associated with anti-
ganglioside antibodies, in contrast with the diversity in
the new reactivities analysed, suggests that this appar-
ent heterogeneity may be also due to technical caveats,
because our study protocol is optimized for proteins and
not for lipids or glycans. Moreover, other, not properly
controlled factors, could have influenced heterogeneity in
staining patterns (treatment, comorbidities...), and will
need to be assessed in larger cohorts.

Conclusions

In conclusion, our study highlights the heterogeneity of
the profile of autoantibodies targeting peripheral nerve
structures, confirms gangliosides as the most frequent
target antigens in the GBS autoantibody repertoire and
their prognostic value in long-term GBS prognosis, and
identifies small subsets of GBS patients with specific
staining patterns in which further antigen-identification
experiments could demonstrate novel and clinically rel-
evant autoantibody reactivities in the future.
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