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RESUMEN

La esclerosis maultiple (EM) es una enfermedad neurodegenerativa autoinmune
inflamatoria crénica que causa alteraciones nerviosas graves. Actualmente se desconoce la
etiologia de la esclerosis multiple, aunque se ha demostrado que existe un componente
inflamatorio y autoinmune responsable de la neurodegeneracion mediada por células
autoreactivas Th1/Th17 acompanada de un desbalance de células reguladoras (Treg)
responsables del mantenimiento de la tolerancia inmunologica. Al no existir una cura efectiva,
la necesidad de desarrollo de nuevas terapias es evidente. En concreto, las estrategias
terapéuticas actuales estan enfocadas a controlar el componente inflamatorio e incrementar la
capacidad de regeneracion del SNC. En este trabajo, nos propusimos demostrar que
Cortistatina (CST) podria ser una alternativa terapéutica en el tratamiento de EM. CST es un
neuropéptido con actividad anti-inflamatoria e inmunoreguladora muy potente a nivel
sistémico, que regula un amplio abanico de agentes pro-inflamatorios, siendo capaz de inhibir
la respuesta tipo Th1/Th17 y de inducir la generacidén/activacion de células Tregs en varios
modelos de autoinmunidad. De hecho, en un modelo de EM (el de la encefalomielitis
autoinmune experimental EAE), demostramos que el tratamiento con CST fue capaz de
reducir la incidencia y severidad de la enfermedad, con una disminucion significativa del
numero de placas desmielinizantes, asi como de la infiltracién y produccion de mediadores
inflamatorios en el parénquima nervioso. El tratamiento con CST bloque6 selectivamente la
reactividad de células T encefalogénicas, perdiendo la capacidad proliferativa y produciendo
niveles reducidos de citoquinas frente al antigeno especifico. El tratamiento con CST aument6
la proporcion de células T reguladoras funcionales en periferia, productoras de IL10. Estos
resultados demuestran que, ademas de controlar la inflamacién, CST tiene un papel en la
respuesta autorreactiva de células antigeno-especificas y en el control de la tolerancia
inmunolégica. Corroborando los efectos anti-inflamatorios del tratamiento con CST,
macrofagos y linfocitos activados deficientes en CST, presentaron una produccion de
citoquinas pro-inflamatorias exacerbada. Sorprendentemente, ratones deficientes en CST
(CST-KO) fueron menos susceptibles a la inducciéon de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias, como la EAE, la artritis, colitis y sepsis. Encontramos que este efecto podia ser
debido parcialmente a una desregulacion en el eje hipotdlamo-pituitaria-hipofisis que se
reflejo en niveles elevados de glucocorticoides (GC) en circulacién en ausencia de CST. Sin
embargo, esta alteracion sistémica de GCs no afectd la inflamacion localizada. En un modelo
de artritis monoarticular, los ratones CST-KO presentaron una mayor infiltracion de células
polimorfonucleares y produccion de TNF-a en el liquido sinovial, y en general alteraciones
histopatologicas mas severas, es decir, desarrollaron una respuesta inflamatoria localizada
exacerbada. La generacion de este modelo en CST-KO nos permiti6 observar alteraciones en
la sensibilidad al dolor en ausencia de CST. Asi, demostramos que los ratones CST-KO son
mas sensibles a estimulos dolorosos en condiciones basales o bajo un proceso artritico, y este
efecto parece ser una consecuencia directa de la ausencia de CST endogena, ya que este
neuropéptido presenta efectos analgésicos en modelos de inflamacién aguda y cronica.
Nuestros resultados han demostrado que la administracion de CST atentia las manifestaciones
patoldgicas del dolor de forma independiente de su actividad anti-inflamatoria. En conclusion,
en este trabajo demostramos que CST representa una atractiva alternativa terapéutica para el
tratamiento de EM, y que, ademds de de ser un excelente modulador de la respuesta
inmunitaria, presenta importantes propiedades analgésicas.
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1 — INTRODUCCION

1.1.- Generalidades del sistema nervioso

El sistema nervioso en mamiferos controla las emociones y todas las funciones
organicas, al tiempo que es responsable de mantener la homeostasis al percibir, interpretar, y
generar las sefiales adecuadas como respuesta a las variaciones del medio interno y externo.
El sistema nervioso esta formado por 1) el sistema nervioso central (SNC), que comprende
encéfalo y la medula espinal (protegidos por el crdneo y la columna vertebral,
respectivamente,), responsables de la recepcion de estimulos, integracion de los mismos y
elaboracion de las respuestas; y 2) el sistema nervioso periférico (SNP), formado por nervios
craneales y espinales, ganglios y terminaciones nerviosas, y que se encarga de conducir los
estimulos al SNC vy trasladar a los 6rganos las 6rdenes emanadas por éste.

En el sistema nervioso existen diferentes tipos celulares que constituyen el nicho
adecuado para que se desarrollen las diferentes funciones descritas. Las neuronas son las
células funcionales del tejido nervioso y se estima que cada cerebro humano posee en torno a
10" neuronas. Este tipo celular consta de un cuerpo celular y de unas finas prolongaciones
divididas en dendritas y axones (Figura 1.1). Es el responsable de recibir el estimulo y
transportar la informacion para y desde el SNC y SNP. Ademas de las neuronas, el sistema
nervioso estd compuesto en su mayoria por células gliales (aproximadamente por cada
neurona hay entre 10 a 50 células de glia). Se trata de un grupo de células con caracteristicas
muy diferentes, responsables del mantenimiento estructural, defensa, y soporte tréfico de la
red neuronal. Entre ellas se incluyen: los oligodendrocitos (en el SNC) y las células de
Schwann (en el SNP), responsables del revestimiento con mielina de los axones neuronales;
los astrocitos, responsables del mantenimiento y la integridad estructural de sistema nervioso;
y la microglia y macréfagos perivasculares, responsables de la fagocitosis de restos celulares,
deshechos metabolicos, etc. Actualmente se considera que todos estos tipos celulares
interaccionan e intervienen en procesos de neurogénesis, siendo fundamentales en el buen
funcionamiento de las sinapsis nerviosas.

La transferencia de informacion de un punto a otro del sistema nervioso, requiere que se
genere un potencial de accion (impulso nervioso) a través de la despolarizacion/repolarizacion
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de la membrana plasmadtica neuronal en las dendritas, que es conducido a lo largo de los
axones. Estos, a su vez, liberan diferentes mediadores como neurotransmisores y
neuropéptidos, que transmiten asi la informacion hacia la neurona siguiente o hacia los tipos
celulares localizados en las terminaciones nerviosas. A lo largo del axo6n, la mielina,
lipoproteina que constituye un sistema de bicapas fosfolipidicas, forma una capa gruesa
permitiendo la transmision de los impulsos nerviosos gracias a su efecto aislante. Los
potenciales de accidn saltan entre las regiones desnudas de los axones (Nodulos de Ranvier) y

a lo largo de los segmentos mielinizados. La consecuencia es una conduccion saltatoria del

Nédulode  pjreccion del
Ranvier impulso

Mielina

... Area

i Potencial de préxima de
Repolarizacion accioén despolarizacion
.-"_K: ) ;—‘Na‘+ \ L

Fibra mielinizada L. ) g
Caracteristicas del potencial de accion

en una neurona mielinizada.

Figura 1.1 — Diagrama de una neurona

potencial de accion lo que contribuye al aumento de la velocidad del impulso nervioso
(Girault and Peles 2002). La velocidad de conduccion del impulso nervioso es proporcional al
diametro del axén y a la distancia entre los nodos de Ranvier. Cuando se produce la pérdida
de la mielina se ocasionan graves trastornos en el sistema nervioso, ya que los impulsos
eléctricos no se conducen con suficiente velocidad o se detienen en mitad de los axones, lo
que reduce, deforma o impide completamente la transmision de la informacién. La
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desmielinizacion es un evento comun en los déficits neuroldgicos resultante de lesiones
debidas a un traumatismo, o en enfermedades neurodegenerativas cronicas, como en el caso

de la esclerosis multiple (EM).

1.2.- La esclerosis multiple — Aspectos generales y epidemiologia

La EM es un desorden neurodegenerativo mediado por el sistema inmune que se
caracteriza por la presencia de inflamacidon, desmielinizacion y dafio axonal en el SNC
(Lucchinetti, Bruck et al. 2001). El neurdlogo francés Jean Martin Charcot describidé por
primera vez la EM en 1868. A partir del andlisis patoldgico post-mortem de sus pacientes,
Charcot establecidé una relacion entre episodios intermitentes de disfuncidon neurologica y
lesiones, en las que se apreciaban células inflamatorias dentro de la sustancia blanca del SNC.
A esto lo denomind sclérosis en plaque disseminé o esclerosis multiple.

La EM es la enfermedad neurolégica mas frecuente en los adultos jovenes del norte de
Europa y América del Norte. Un 70% de los casos se inician entre los 20 y los 40 afios de
edad y se ha convertido en la principal causa de discapacidad en adultos jovenes después de
los traumatismos. La incidencia de la EM es de dos a tres veces mayor en mujeres que en
hombres. Sin embargo, aun no se ha esclarecido totalmente si el factor hormonal es la clave
de las diferentes incidencias. Los diversos estudios de epidemiologia realizados en Espaia,
muestran tasas de prevalencia de alrededor de 50 casos/100.000 habitantes en el afio 2000.
Estudios posteriores han mostrado un aumento en estas cifras, alrededor de 70-80
casos/100.000 habitantes (Villoslada 2010). En el norte de Europa, en paises como Reino
Unido y paises escandinavos, la prevalencia presenta indices aun mas elevados (100 y 200
caso0s/100.000 habitantes) (Compston 1994).

En general, existe un consenso sobre el aumento significativo de las tasas de
prevalencia en diferentes paises, que podria estar asociado a una mayor accesibilidad a
tecnologias de diagnostico mas avanzadas, una mayor supervivencia debido a mejor asistencia
médica, asi como un aumento real de la frecuencia de la enfermedad. Este incremento
significativo de la incidencia podria estar relacionado también con el aumento de las
enfermedades autoinmunes descrito en las tres ultimas décadas, debido a lo que se ha
denominado la “hipotesis de la higiene”. Esta teoria propone que el descenso de las
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infecciones infantiles, gracias a los antibidticos, vacunas y la mejora de la higiene,

condicionaria el desarrollo de enfermedades autoinmunes en la edad adulta.

1.2.1.- Aspectos clinicos

La EM se caracteriza por la presencia de brotes clinicos, definidos como déficits
neurologicos focales, propiciados por una lesion desmielinizante. Todos los sintomas dentro
del plazo de un mes se consideran como un mismo brote, considerandose brotes diferentes los
que ocurren con mas de un mes de diferencia. Los brotes se clasifican segin afecten a uno o
varios sistemas, como monofocales o polifocales. Los sintomas clinicos de la enfermedad son
muy variables. El paciente puede presentar cualquier sintoma de disfuncion del SNC y, en
casos excepcionales, también del SNP. Los sintomas mas comunes de la EM son: alteraciones
de la sensibilidad (parestesia), deficiencias visuales causadas por la neuritis Optica, temblor,
fatiga, trastorno de los esfinteres, pérdida de la coordinacion y paralisis muscular. Los signos
clinicos vienen determinados por el lugar y por la extension de las placas desmielinizantes,
que se presentan de manera preferente en el SNC. La mayoria de los pacientes con EM
presentan inicialmente un curso de enfermedad de recaida-remision, seguido por un curso
secundario progresivo, mientras la minoria presenta la forma progresiva primaria. De acuerdo
con el modo de inicio y progresion de la enfermedad, se pueden distinguir cuatro fenotipos

clinicos diferentes (Lublin and Reingold 1996) (Figura 1.2):

ela forma de remitente-recurrente (RR) se caracteriza por brotes clinicos
claramente definidos, autolimitados, con remision parcial o total de los sintomas que,
a medida que se repiten, van ocasionando un déficit residual funcional, pero no hay
progresion de los brotes. Es la forma clinica mds comtin de EM, y afecta al 80% de los

pacientes.

ela secundaria progresiva (SP) es la forma secundaria a la EM-RR, que

evoluciona con un incremento de la discapacidad no relacionado con los brotes.
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e[a primaria y progresiva (PP) supone una progresion desde el inicio de la

enfermedad con eventuales estabilizaciones temporales. Los pacientes presentan un

empeoramiento continuo y gradual de los sintomas sin la presencia de brotes clinicos.

e[a recurrente progresiva (RP) es aquella en que la progresion continta desde el

inicio con posibles brotes clinicos, con o sin recuperaciéon completa. Durante los

periodos entre brotes los pacientes presentan una progresion continua de los signos

clinicos de la enfermedad.

Remitente-Recurrente

Secundaria Progresiva

JUL
=

"R

Primaria Progresiva

Recurrente Progresiva i

_—
/

ik

Figura 1.2 - Formas clinicas de la EM. Segun la clasificacion
de Lublin y Reingold (1996) se pueden diferenciar subgrupos
clinicos: remitente-recurrente (RR), secundaria progresiva
(SP), primaria progresiva (PP) y recurrente progresiva (RP).
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1.2.2.- Diagnostico

Para el diagnoéstico de la EM hay que tener en cuenta criterios que incluyen los signos
clinicos y la diseminacién de las lesiones. En la actualidad estos aspectos se determinan

utilizando los siguientes métodos de diagnostico:

a) Resonancia magnética (RM), que detecta la localizacion, la morfologia
y la intensidad de las lesiones; permite distinguir entre lesiones nuevas y antiguas a
través la intensidad de la sefal debido a la captacion del compuesto de contraste

gadolinio.

b) Examen del liquido cefalorraquideo (LCR), que permite caracterizar la
naturaleza inflamatoria de los trastornos neurologicos demostrando la sintesis
intratecal de inmunoglobulinas. Esta alteracion ocurre en un 96% de los pacientes,

pero no es especifica para EM.

c) Potenciales evocados, que se detectan usando el electro-encefalograma,
que mide la actividad eléctrica del cerebro en respuesta a la estimulacion. El potencial
evocado visual es el mas utilizado para el diagnostico de la EM y consiste en medir la

velocidad e intensidad de los impulsos cuando los ojos son estimulados.

En conjunto, estos tres métodos contribuyen a la confirmacion del diagnostico de la
EM. Para un diagnostico definitivo se debe demostrar la diseminacion en el tiempo (al menos
dos brotes separados y sintomaticos o cambios en la RM) y en el espacio (al menos dos
lugares diferentes del SNC). De acuerdo con la frecuencia y potencia de los brotes, existen
criterios establecidos para el diagnostico de la EM, y son de aplicacion universal en clinica.
Los criterios vigentes dan gran relevancia a la RM, pues es la forma mdas sensible de
diagnosticar la EM, ademas de visualizar la diseminacion de las lesiones de manera espacial y
temporal, asi como excluir determinadas enfermedades que mimetizarian los signos clinicos

de la EM.
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1.2.3.- Etiologia - Bases Inmunogenéticas y Factores Ambientales

A pesar de que la causa exacta de la EM permanece indeterminada, varios factores
epidemiologicos contribuyen a explicar algunas de las hipotesis etiologicas de esta
enfermedad. Numerosas evidencias circunstanciales apoyan el hecho de que la patologia de la
EM tiene atributos indicativos de enfermedad autoinmune, mediada por un ataque dirigido
contra las vainas de mielina del SNC. Aunque no se conoce el factor iniciador de tal proceso,
parece que la interaccion entre factores ambientales y la predisposicion genética contribuyen

al desarrollo de la EM (Figura 1.3).

Factor
ambiental Neurodegeneracion

Factor
7 genético
Componente G
£ InfeccioV 5%
{ Ny

Efecto
destructivo

—

—
_—d //M/igracién hacia

el SNC

Respuesta inmunologica
autoinmune

Figura 1.3 — Etiologia de la EM. Aunque su etiologia esta todavia por
establecer, numerosas evidencias circunstanciales apoyan el hecho de que
la patologia de EM tiene atributos indicativos de enfermedad autoinmune,
mediada por un ataque dirigido contra las vainas de mielina del SNC,
condicionado por una predisposicion genética y la accion de diversos
factores ambientales e infecciones virales
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a) Factores genéticos

Los factores genéticos parecen jugar un papel crucial en la determinacion de la
susceptibilidad a la EM. De hecho, alrededor del 10% de los pacientes con EM tienen
familiares cercanos con la misma enfermedad. Una de las evidencias de la contribucion del
componente genético proviene de estudios con gemelos; en un analisis comparativo entre
gemelos monocigdticos y dicigoticos, la susceptibilidad a la EM era mucho mayor en los
monocigoticos que en los dicigdticos, con una tasa de concordancia del 30% entre gemelos
monocigoticos. Diferentes estudios demuestran que la susceptibilidad a la enfermedad tiene
un caracter poligénico. Entre los genes asociados se encuentran los de /L-1fy su receptor (IL-
IR), TNF (del inglés, Tumor necrosis factor), la proteina ApoE (apoliproteina E), la cadena
pesada de inmunoglobulinas, el receptor de células T (TCR), la proteina basica de mielina
(MBP, del inglés, myelin basic protein), IL-2R, IL7R y LAG3. (Jadidi-Niaragh and
Mirshafiey).

De manera similar a otras enfermedades autoinmunes, los genes del HLA (del inglés,
human leucocyte antigen) son los que destacan por su mayor asociacion con la EM. Las
asociaciones mas fuertes implican las regiones DR y DQ (Hillert and Olerup 1993). Estas
regiones codifican para el complejo de histocompatibilidad (MHC) de clase II, que se expresa
sobre todo en las células presentadoras de antigeno, siendo responsables de dicha
presentacion antigénica a linfocitos T.

Sin embargo, aunque las alteraciones genéticas constituyen un factor de susceptibilidad
a la enfermedad,, no es el tnico factor determinante y la combinacion de diferentes factores
ambientales pueden contribuir al desarrollo de la EM en los individuos predispuestos

genéticamente.

b) Factores ambientales

Factores como la localizacion geografica o la etnia parecen contribuir indirectamente a
la susceptibilidad a la EM. Diversos estudios epidemioldgicos han demostrado la alta
prevalencia en paises del norte europeo, asi como en Estados Unidos y Canada. En paises
como Escocia, Suecia y Dinamarca la prevalencia de la EM puede alcanzar indices de hasta
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250/100.000 habitantes (muy elevados si los comparamos con la prevalencia de 4-20
casos/100.000 en paises tropicales). Datos obtenidos de estudios de migracion de diferentes
poblaciones, sugieren que el riesgo es conferido por la exposicion durante la adolescencia, ya
que la migracion antes de la pubertad desde una area de prevalencia baja hacia una de
prevalencia mas alta da lugar a un aumento del riesgo de desarrollar la EM, mientras que no
hay diferencias cuando la emigracion se da en sentido inverso (Ewing and Bernard 1998). La
distribucion geografica desigual de la prevalencia e incidencia de la enfermedad, los estudios
de migracion o los relatos de casos de epidemias de EM ocurridos en Dinamarca y Estados
Unidos, sugieren un posible papel de un agente infeccioso en la etiopatogénesis de la EM. Los
virus son los candidatos mas estudiados y descritos en la asociacion con la EM.

Actualmente ningun virus aislado parece ser especifico de la EM o se ha relacionado de
manera inequivoca con esta enfermedad. Sin embargo, diversos virus tales como Epstein-
Barr, herpes virus humano 6, zoster de la varicela, o el virus de la hepatitis se han
relacionado con la EM. La hipotesis de una infeccion viral como factor desencadenante de la
EM deriva de los estudios realizados en pacientes infectados, y también por el hecho de que
uno de los modelos animales de la EM, el modelo de infeccion con el virus Theiler en ratones
susceptibles, mimetiza signos clinicos y patoldgicos similares a la EM en humanos. Las
teorias propuestas para explicar como las infecciones por un agente viral o bacteriano pueden

inducir la EM son principalmente las siguientes:

a) La teoria del mimetismo molecular, donde antigenos procedentes del
microorganismo podrian presentar similitudes con proteinas de mielina, y la
reactividad cruzada entre los autoantigenos y los componentes virales inducirian una
respuesta inmunoldgica equivocada contra la vaina de mielina del SNC.

b) La teoria de expansion de epitopos, que se basa en la activacion, debido
a eventos inflamatorios provocados por la infeccion, de células T autorreactivas
presentes en la circulacion, y capaces de reconocer antigenos presentes en la vaina de
mielina reaccionando frente a ellos.

c) La teoria de los superantigenos, que consiste en la activacion de células

T de manera no especifica por antigenos del agente infeccioso. Los superantigenos son
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potentes activadores de células T CD4+ que causan una rapida y masiva proliferacion

de células y la produccion de citoquinas.

Otros factores ambientales, como el estrés, alimentacion, etc, podrian intervenir en el
inicio de la EM. A pesar de las innumerables evidencias, el papel de la genética y de los

factores ambientales en la susceptibilidad de la EM sigue siendo complejo y poco conocido.

1.2.4.- Patologia

La EM es una enfermedad caracterizada por un infiltrado inflamatorio en la sustancia
blanca, con destruccion de los oligodendrocitos y consecuente desmielinizacion que provoca
dafio axonal y muerte neuronal (Steinman 1996). La patologia de la EM fue mencionada por
primera vez hace mas de un siglo, con las primeras observaciones macroscopicas €
ilustraciones de dos patdlogos: Robert Carswell (1838) y Jean Cruveilhier (1841). Los
primeros estudios microscopicos fueron realizados 20-30 afios mds tarde por el patdlogo
Rindfleisch (1863), quien describié los principales componentes de las placas de EM
(infiltrados de células redondas, desmielinizacion y tejido cicatricial). Sin embargo, fue el
médico francés Charcot quien en 1868 establecid una relacion entre las observaciones
clinicas y la presencia de placas escleroticas y de desmielinizacion (Lucchinetti, Bruck et al.
2000).

Las caracteristicas patoldgicas de la enfermedad incluyen: inflamacion perivascular
mononuclear (linfocitos T, macrofagos/microglia), desmielinizacion con pérdida variable de
los oligodendrocitos durante la fase cronica y grados variables de remielinizacion, dafio
relativo en los axones y/o cicatrices glidticas con proliferacion de astrocitos e intensa
produccion de fibras gliales (astrogliosis) (Trapp, Peterson et al. 1998). La presentacion
patolégica mads comun de la EM se da por la presencia de placas desmielinizantes en la
sustancia blanca del SNC con preservacion axonal relativa.

Las placas pueden ocurrir en cualquier parte de la sustancia blanca, pero son mas
frecuentes en las regiones de los nervios oOpticos, en el tronco cerebral, cerebelo y médula
espinal. Las placas se pueden dividir en agudas, cronicas activas, cronicas inactivas y placas
en remielinizacion, también conocidas como placas en sombra.
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Las placas agudas son mas frecuentes en el estadio inicial de la enfermedad. Se
caracterizan por un infiltrado inflamatorio perivascular, principalmente de células
mononucleares como los linfocitos y fundamentalmente macrofagos. La esclerosis atin no
es profunda, hay poca desmielinizacion, ligera pérdida axonal y poca alteracion en la barrera
hematoencefalica (BHE). Las placas cronicas activas presentan un escaso infiltrado
inflamatorio, la desmielinizacion es completa salvo en el borde, donde se observa un proceso
de desmielinizacion en marcha, con presencia de macrofagos fagocitando activamente
mielina. Las placas crénicas inactivas suelen ser extensas y con desmielinizacion completa,
con escasa densidad de axones, un nimero reducido de oligodendrocitos y alta densidad de
astrocitos (astrogliosis), por lo que se denominan también placas glidticas. Las placas cronicas
pueden ser remielinizadas (lo que se denomina placas en sombra o en remielinizacion). En
estas placas los axones presentan una vaina de mielina mas fina de lo normal y no existe

astrogliosis.

1.3.- Modelos animales utilizados en el estudio de la EM

A causa de la limitada disponibilidad de muestras de cerebro humano durante la
enfermedad activa, especialmente en estadios tempranos, se ha desarrollado una amplia
variedad de modelos animales para la investigacion de diversos desodrdenes en el SNC. Los
modelos animales que simulan las caracteristicas de la EM han permitido aumentar la
comprension de los procesos patoldgicos que pueden causar o afectar esta enfermedad.
Ademas, son una herramienta fundamental para llevar a acabo el desarrollo de nuevas terapias

en esta enfermedad (Chitnis and Khoury 2003).

1.3.1.- Encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)

La encefalomielitis autoinmune experimental es el modelo animal mas utilizado en el
estudio de la EM (Baxter 2007). El desarrollo del modelo se lleva a cabo en cepas de ratones
susceptibles, por inmunizacion con péptidos sintéticos derivados de proteinas de la vaina de
mielina como MBP, MOG (del inglés, Myelin Oligodendrocyte Glycoprotein) y PLP (del
inglés, proteolipid protein), en adyuvantes adecuados. Esta inmunizacion provoca la
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activacion y expansion de células T especificas de antigeno en la periferia. Estas células
entran en el SNC, reaccionan con los antigenos adecuados e inducen la enfermedad. Asi, se
produce una enfermedad inflamatoria desmielinizante autoinmune del SNC, que comparte
aspectos clinicos e inmunopatologicos con la EM. Las diferencias en la susceptibilidad a las
proteinas de mielina, en el ataque autoinmune y en la progresion de la enfermedad dependen
de la especie y la cepa del animal inoculado. Por otro lado, la EAE también se puede inducir
pasivamente por transferencia de células T CD4+ activadas in vitro con estos antigenos
neurales o por transferencia adoptiva de células inmunes de ratones enfermos a ratones sanos
(Baxter 2007). En este caso, el curso clinico depende, no solamente de la especie inoculada,
sino también de si las células T CD4+, CD8+ o la mezcla de ambas se transfieren
adoptivamente. La transferencia de la enfermedad de forma pasiva es una fuerte evidencia del
componente autoinmune en el modelo de EAE.

La utilizacion de este modelo ha permitido el estudio de la biologia de la EM
(inflamacidn, respuesta autoinmune, mecanismos de tolerancia inmunolégica) y ha influido
directamente en el desarrollo de tres medicamentos actualmente aprobados para su uso en
EM: acetato de glatirimero, mitoxantrona y natalizumab.

Al igual que la EM, la EAE puede ser una enfermedad aguda o una enfermedad crénica
recurrente, con una evolucion clinica caracterizada por una rdpida aparicion de la
sintomatologia (como una pérdida de sensibilidad en las patas traseras, que normalmente
progresa hacia paralisis) o con una remision espontdnea (como se observa en algunos
animales) (Dal Canto, Melvold et al. 1995). El curso clinico de la EAE puede ser variable,
como el de la EM. En la inducciodn activa, las sefiales clinicas empiezan alrededor del dia 12
después de la inyeccion del antigeno y se observa progresion hasta el dia 20. Los ratones de la
cepa SJL son mas susceptibles a PLP, que induce un proceso similar a la forma de remision-
recaida de la EM en humanos, ademas de compartir varias similitudes histopatologicas, como
inflamacion mediada por células T y macrofagos (Aktas, Smorodchenko et al. 2005). Los
ratones de la cepa C57BL/6, se utilizan como modelo de enfermedad cronica. Los ratones de
esta cepa se inmunizan con MOG, lo que induce un ataque severo, con recuperacion parcial,
frecuentemente seguido por un estadio secundario progresivo con secuelas permanentes,

como en los casos avanzados de la EM (Mendel, Kerlero de Rosbo et al. 1995).
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La EAE, al igual que la EM, es una enfermedad mediada por células T CD4 activadas,
especificas de la fraccion encefalogénica, que entran en el SNC y activan la microglia (capaz
de producir TNF-a), lo que lleva a la induccion de VCAM e ICAM. Estas moléculas de
adhesion, junto con la induccion de la permeabilidad de la BHE, facilitan la infiltracién de
células mononucleares en el SNC y la consecuente desmielinizacion y dafio axonal (Juedes,
Hjelmstrom et al. 2000).

A pesar de ciertas controversias, estudios realizados con deplecion por anticuerpo, con
ratones deficientes de células CD8+, asi como con transferencia pasiva, sugieren un papel
regulador de las células T CD8+ en la EAE. Se demostré que la transferencia adoptiva de
células T CD8+ citotoxicas (CTL, del inglés cytotoxic T lymphocytes) especificas para MBP
mediaba una enfermedad autoinmune en el SNC (Goverman, Perchellet et al. 2005). Sin
embargo los signos clinicos, la distribucion y tipo de lesiones en este modelo difieren del
observado en células CD4+. Las lesiones ocasionadas por la transferencia adoptiva de células
T CD8+ estan localizadas primariamente en el cerebro, mientras que las de CD4+, que son
mas semejantes a las lesiones de la EM, atacan principalmente la medula espinal, con
infiltrado inflamatorio, masiva muerte celular perivascular y desmielinizaciéon (Huseby,
Liggitt et al. 2001; Sun, Whitaker et al. 2001).

Considerando el modelo de transferencia pasiva se ha demostrado que las células T
secretoras de citoquinas del tipo Thl, como IFN-y , TNF-a e IL-1B, y Th17, productoras de
IL-17, son las que inducen la enfermedad. Por el contrario, las células que expresan IL-4, IL-5
e I1-10 protegen a los animales de la enfermedad (Hemmer, Archelos et al. 2002). Sin
embargo, células Th2 especificas para MBP producen una enfermedad mas severa que cuando
se transfieren en un hospedero inmunodeficiente (Lafaille, Keere et al. 1997). De la misma
manera, las citoquinas Thl parecen tener un doble papel en la EAE. Ratones deficientes en
IFN-y desarrollan una enfermedad aun mas severa (Willenborg, Fordham et al. 1996),
mientras que la inyeccion intratecal de IFN-y protege a los animales de la fase progresiva
cronica de la EAE, al inducir muerte de células inflamatorias en el SNC (Furlan, Brambilla et
al. 2001). Lo mismo se observa con TNF-a. Ratones deficientes en TNF-o también
desarrollan la enfermedad y, en algunos casos, de forma mas severa que los controles. Dos
estudios han demostrado que la inhibiciéon de TNF-a con un anticuerpo neutralizante o con el
uso del receptor soluble de TNF, exacerba la EM (Genain, Abel et al. 1996; van Oosten,
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Barkhof et al. 1996) Es importante destacar que existen algunas diferencias entre el modelo
de EAE y la EM:

1 EAE se induce en cepas genéticamente susceptibles usando antigenos
especificos y un fuerte adyuvante, mientras que la EM es un proceso cuya etiologia esta
aun por determinar.

2 En la EAE se utilizan cepas endogamicas mientras que la EM ocurre en una
poblacion genéticamente heterogénea

3 Enla EM existe una diversidad en el fenotipo clinico de las lesiones que abarca
aquellas en las que existe una extensa inflamacién a las que destacan por su inflamacion
minima pero oligodendrogliopatia evidente. Estas variaciones son dificilmente
observables en el modelo de EAE.

Aun considerando estas diferencias, el modelo de EAE es el mas utilizado por los
investigadores para la caracterizacion y conocimiento de los factores implicados en procesos

de neuroinflamacion y autoinmunidad del SNC.

1.3.2.- Modelo de infeccion viral

A pesar de que hasta el momento no se ha descrito de forma precisa la implicacion de
un tipo de virus exclusivo como causante de la EM, varios agentes virales, incluyendo
retrovirus enddgenos humanos, virus de Epstein-Barr, y algunos herpevirus, han sido
relacionados con la patogénesis de la EM. El modelo de virus ha sido utilizado para demostrar
los mecanismos por los cuales la autoinmunidad se puede desarrollar después de una
infeccion viral, lo que es consistente con la hipdtesis de la epidemiologia de la EM mediada
por infeccion viral. Se ha propuesto la teoria de la induccion por virus de la enfermedad al
ocurrir a continuacion de una infecciéon neurotrofica del SNC, en particular de los
oligodendrocitos, o de una infeccion citopatica de los oligodendrocitos que, en caso de ser
atacados por las células T y por la respuesta humoral, originan una enfermedad
desmielinizante.

El virus de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV, del inglés Theiler’s murine
encephalomyelitis Virus), es el mas utilizado como modelo de enfermedad autoinmune
inflamatoria desmielinizante del SNC inducida por virus. En este modelo, la enfermedad se
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induce por la inoculacién intracraneal del virus, que da lugar a una enfermedad bifésica. La
infeccion de ratones susceptibles al virus TMEV (cepa SJL), consiste en una fase aguda, que
ocurre entre los 3 a 12 dias post-infeccion, seguida de la enfermedad cronica desmielinizante,
que aparece entre los 30 y 40 dias post-infeccion. De forma eventual se produce la muerte del
raton. En contraste, la cepa C57Bl/6 es parcialmente resistente y desarrolla solamente la fase
aguda, con la eliminacidon completa del virus en, aproximadamente, tres semanas después de
la infeccion. (Oleszak, Chang et al. 2004).

La fase aguda de la enfermedad presenta semejanzas con la enfermedad de
polioencefaliomielitis y estd asociada con la replicacion del virus en la materia gris del SNC.
Durante esta fase se observan en el SNC un extenso infiltrado de células mononucleares,
(células T CD4, CD8, macrofagos y pocos linfocitos B) y una destruccion neuronal de grado
variable con poco o ningun signo clinico (Oleszak, Chang et al. 2004). Durante la fase
cronica, los ratones desarrollan lesiones desmielinizantes en la sustancia blanca, con
infiltrado de células mononucleares, (principalmente de células T CD4+ y CD8+) y presentan
a una atrofia progresiva de la medula espinal y una extensa pérdida axonal con la consecuente
deterioracion neuroldgica, que llevan a la aparicién de signos clinicos muy semejantes a los
vistos en EM. Un importante hallazgo observado al usar el modelo inducido por virus, fue que
el dafio axonal precede a la desmielinizacion en la infeccion por TMVE (Tsunoda, Kuang et
al. 2003). El mecanismo preciso del dafio axonal en el estadio temprano de la infeccion por
TMEYV aun no esta claro. Lo mas probable es que el dafio axonal en la materia blanca y en la
médula espinal podria ser el resultado de la degeneracion Walleriana (degeneracion axonal
después de una lesion en el nervio), inducida por la muerte neuronal en la materia gris del
SNC (Tsunoda, Kuang et al. 2003). Durante la fase aguda, la apoptosis neuronal inducida por
la infeccion por TMEV genera una sefial que tras provocar la migraciéon de células
inflamatorias a los sitios de degeneracion walleriana, induce desmielinizacién (Tsunoda and
Fujinami 2010).

En general el modelo de TMEV permite estudiar las caracteristicas del proceso de
desmielinizacion y dafio axonal mediado por el sistema inmune en un modelo que asemeja la

enfermedad en su fase cronica.
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1.3.3.- Modelos de desmielinizacion

Debido a la variabilidad de fenotipos clinicos encontrados en los pacientes con EM,
principalmente en lo que respecta a las placas y lesiones, se han desarrollado otros modelos
que estudian los fenomenos de desmielinizacion/remielinizacion independientemente del
efecto debido a la respuesta inmune. Estos modelos utilizan diferentes toxinas como
lisolecitina, cuprizona, o bromuro de etidio, que van a producir en mayor o menor grado y en
diferentes regiones (cerebro, médula) una desmielinizacion parcial o total, afectando a
diferentes poblaciones celulares. Permiten ademds la caracterizacion del efecto de agentes
terapeuticos dirigidos a reprimir la desmielinizacion y acelerar los eventos de remielinizacion

en la EM.

1.4.- Inmunopatologia de la EM

Aunque su etiologia estd todavia por establecer, en base al estudio en diferentes
modelos animales (que se comentaran en apartados siguientes), la EM se describe como una
patologia neurodegenerativa del SNC caracterizada por un proceso autoinmune derivado de
una pérdida de la tolerancia por parte del sistema inmune contra varios componentes de la
vaina de mielina y que conlleva una inflamacién cronica (Lutton, Winston et al. 2004). De
este modo, la inmunopatologia de la EM comprende dos componentes claves: el autoinmune
y el inflamatorio.

Antes de desarrollar este apartado y facilitar su comprension, se explicardn brevemente

las caracteristicas principales de la respuesta inmune.

1.4.1.- El sistema inmunitario

En mamiferos, el sistema inmunitario consta del sistema inmunitario innato,
evolutivamente mas antiguo, y el altamente especifico sistema inmunitario adaptativo. El
sistema inmunitario innato actiia como una primera linea de defensa reconociendo estructuras
moleculares especificas de patdogenos a través de un limitado grupo de receptores especificos.
Ademas, puede detectar la presencia de dafio tisular, mediante el reconocimiento de
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moléculas liberadas tras la lesion. El sistema inmunitario adaptativo reconoce un amplio
espectro de antigenos a partir de un conjunto diverso de receptores reordenados
somaticamente (receptores de células T y células B). La combinacion entre la inmunidad
innata y adaptativa permite reconocer y eliminar patdégenos con maxima eficacia y reparar el
dafio causado por los mismos, aumentado la supervivencia de los organismos.

Baésicamente, ante una infeccion o dafio tisular, se produce la activacion de células del
sistema inmunolégico residentes en el tejido afectado como macréfagos, mastocitos y
neutréfilos, que, tras reconocer al patdgeno o el dafo causado, liberaran diferentes mediadores
como citoquinas, quimioquinas, especies reactivas de oxigeno, aminas vasoactivas, productos
proteicos, dirigidos a aislar el dafo y reclutar nuevas células inmunes desde el torrente
sanguineo hacia el sitio inflamado. Una vez el patégeno ha sido eliminado y se ha reparado el
dafio tisular, se produce una fase de resolucion caracterizada por el control y desactivacion de
los componentes celulares y mediadores moleculares del sistema inmunitario innato. Por
tanto, si bien el proceso inflamatorio es crucial para la supervivencia, también lo es controlar

la magnitud de la respuesta inflamatoria (Figura 1.4).
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Figura 1.4. — Diagrama del proceso inflamatorio
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Respecto a la respuesta inmunitaria adaptativa, los linfocitos T y B juegan un papel
fundamental. Los linfocitos pueden clasificarse en diferentes poblaciones segin sus
marcadores de superficie y funcion. Los linfocitos T citotoxicos, que incluyen los linajes CD4
y CD8&, matan las células diana. Los linfocitos Th (CD4+ helper) modulan las respuestas de
células B y T CD8+. Las células Th se clasifican dependiendo de su perfil de citoquinas,
queestan relacionadas con el desarrollo de diferentes funciones inmunes (Figura 1.5). Asi,
distinguimos células Thl (que producen principalmente IL-2, IFN-y y TNF-a), células Th2
(que producen IL-4, ILS5, IL-9, IL-10, entre otras), células Th17 (que producen IL-17, IL-22),
y cé€lulas T reguladoras (que se comentardn mas adelante). Existe una importante
interconexion en la produccion y generacion de estos tipos celulares durante el desarrollo de
las respuestas inmunologicas, que, en algunos casos, puede ser antagonistica (por ejemplo, las
citoquinas producidas por las células Thl reprimen la respuesta Th2, y al revés). En general,
una respuesta Th1/Thl7 es protectora frente a infecciones causadas por la mayoria de
patogenos, sobre todo intracelulares. Las citoquinas Th1l y Th17 activan la inmunidad innata y
promueven la produccion de anticuerpos capaces de opsonizar y fijar el complemento. Una
respuesta Th2 tiene caracter anti-inflamatorio, y es efectiva en la erradicacion de patdgenos
extracelulares. En cualquier caso, la activacion erronea o exagerada de estas poblaciones
puede conducir a condiciones patologicas de distinto tipo.

Respuestas insuficientes pueden causar inmunodeficiencias y cancer; pero, respuestas
excesivas pueden producir un estado de inflamacién crénico, que, junto con otros factores,
como la susceptibilidad genética o factores ambientales y la presencia de c€lulas autoreactivas
en la periferia, puede desencadenar autoinmunidad. Una respuesta autoinmune es similar a
una respuesta inmune fisioldgica pero dirigida frente a antigenos propios, que, en condiciones
de inflamacién cronica, se encuentran expuestos, se producen en exceso, y activan los clones
de células T autoreactivos presentes en periferia. Estas células reclutaran y activaran a otras

células del sistema inmune generando un proceso destructivo que se amplifica en el tiempo.
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Figura 1.5 - Polarizacion de células T. Células ThO se diferencian en respuesta a
la activacion inducida por la presentacion antigénica mediada por células
presentadoras de antigenos profesionales en los oOrganos linfoides. La
diferenciacion es dependiente del perfil de citoquinas presentes en el momento de
la activacion

Por tanto, la regulacion de la respuesta inmunitaria es, de hecho, el factor clave en la
supervivencia de los organismos. Con el fin de reconocer y reaccionar frente a cualquier
estructura quimica de cualquier organismo, los linfocitos poseen un amplio repertorio de
receptores (por ejemplo, existen mas de 10" clones diferentes de células T). Hoy se sabe que
aproximadamente el 50% de estos clones son capaces de reconocer componentes del propio
organismo. En este sentido, los organismos han desarrollado diferentes mecanismos de
tolerancia en el sistema inmune, como son la tolerancia central, anergia, regulacién con

citoquinas, y la presencia de células dendriticas tolerogénicas y/o células T reguladoras.
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La tolerancia central a los autoantigenos se establece incluso durante la ontogenia de los
linfocitos, en el momento en que el TCR especifico de antigeno esta presente a niveles
suficientes como para generar la tolerancia. Durante el desarrollo, los linfocitos sufren un
proceso que se denomina seleccion clonal, que consiste en permitir que estas células
completen su maduracién y diferenciacion. Durante este proceso, en el timo, las células que
reconocen antigenos propios con alta afinidad son eliminados, mientras que los que tienen
baja o ninguna afinidad por los antigenos propios son seleccionados, lo que permite la
migracion hacia los organos linfoides periféricos. Se considera que el proceso de seleccion
clonal estd mediado por la afinidad del TCR al complejo de MHC-antigeno propio. La
presentacion de antigeno propio en el timo se hace posible mediante las células epiteliales
timicas especializadas, con capacidad de expresar de manera promiscua una interminable
variedad de antigenos tejido-especificos (Derbinski, Schulte et al. 2001). Sin embargo,
durante este proceso muchas células autorreactivas se escapan y deben ser controladas en la
periferia. De esta forma, linfocitos T autorreactivos estdn normalmente presentes en todos los
individuos, aunque s6lo entre un 3-8% de la poblacion desarrolla enfermedades autoinmunes,
lo que indica la eficacia de los mecanismos de tolerancia periférica. Estos mecanismos
incluyen cambios intrinsecos (génicos, bioquimicos) que afectan la capacidad de los linfocitos
autorreactivos de responder tras la activacion de su receptor (anergia clonal). Esto puede
deberse a la ausencia de sefiales co-estimuladoras (B7-1 y B7.2) o simplemente porque el
antigeno no esta asociado a moléculas de MHC esenciales para la activacion linfocitaria y
expansion clonal. Ademas, se ha demostrado recientemente que las células estromales de los
ganglios linfaticos son capaces de presentar autoantigenos a los linfocitos T, lo que induce
una delecion clonal similar a la del timo (Katakai, Suto et al. 2008). Otros controles implican
la limitacion de la presencia de factores de crecimiento esenciales y de mediadores
proinflamatorios claves para el desarrollo eficiente de la respuesta inmunitaria. Por altimo, un
mecanismo fundamental de supresiéon inmunoldgica, ampliamente estudiado en la Ultima
década, es la supresion mediada por cierto tipo de células T (denominadas células T
reguladoras, Treg) que limitan la activacion y expansion de linfocitos T autorreactivos.

Las Treg tienen un papel critico en la induccion y mantenimiento de tolerancia
periférica tanto frente a antigenos propios como no propios, controlando la respuesta
inmunitaria, de tal forma que, la ausencia o mal funcionamiento de las Treg esta asociado a
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procesos autoinmunes, incluida la EM. Se pueden distinguir dos grupos de Treg atendiendo a

su origen (Figura 1.6):

a) Treg naturales, que se originan en el timo. Son células CD4+ que
expresan constitutivamente el factor de transcripcion Foxp3 (del inglés Forkhead

box Protein-3) y la cadena a del receptor de la IL-2 (CD25).

b) Treg inducibles, que comprende a las Trl, Th3, y las inducibles
CD4+Foxp3+.

La tolerancia hacia lo propio a través de la expresion promiscua de antigenos en el timo
puede operar, no solamente via seleccion negativa de células T, sino también via seleccion de
células T CD4 reguladoras (Seddon and Mason 2000). Las células Treg originadas en el timo
se conocen como Treg naturales (nTreg) y son esenciales en el mantenimiento de la tolerancia
periférica a antigenos propios. Sakaguchi et al demostraron que la deplecion de células Treg
CD4+CD25+ en ratones normales inducia multiples enfermedades autoinmunes, mientras que
la reconstitucion de las mismas suprimia el desarrollo de estas enfermedades (Sakaguchi,
Sakaguchi et al. 1995). La expresion de Foxp3 es esencial para el desarrollo de estas células
Treg naturales, ya que su transduccion en células T virgenes induce la expresion de CD25 y
otras moléculas de superficie, como CTLA-4 (del inglés, Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4),
y reprime la produccion de IL-2 e IFN-y y la proliferacion de células T (Hori, Nomura et al.
2003). Ademas, mutaciones en este gen causan un desorden autoinmune fatal en humanos
(Sindrome IPEX, del inglés, Immune Dysregulation, Polyendocrinopathy, Enetropathy, X-
linked) y en ratones Scurfy. Los individuos con mutaciones para Foxp3 presentan una
hiperproliferacion linfocitaria y desarrollan alergias y enfermedades autoinmunes, como la
diabetes y la enfermedad inflamatoria del intestino (Brunkow, Jeffery et al. 2001). En general,
las Treg naturales act@ian principalmente inhibiendo la produccion de IL-2 y la entrada en
ciclo celular de las cé€lulas autorreactivas. De esta forma, inhiben la proliferacion de células T
naive y su diferenciacion en células T efectoras in vivo, suprimen las funciones efectoras de
linfocitos T CD4+ y CD8+, de células T asesinas naturales (NK, del inglés, natural Killer),
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linfocitos B, macrofagos, y células dendriticas. El mecanismo exacto por el que estas células
Treg ejercen su funcion supresora no esta claro, aunque se ha demostrado que depende
principalmente de contacto celular en base a CTLA-4, que interacciona con CD80/CD86 en
la superficie de las células presentadoras de antigeno (APC, del inglés, antigen-presenting
cells), sefializando de manera negativa la activacion de células T (Fehervari and Sakaguchi
2004)

Las células Treg no parecen ser un tipo celular con un fenotipo especifico pero si un
grupo de células T con diferentes fenotipos, que comparten la funcion supresora. De este
modo, ademés de CD25, Foxp3 y CTLA4, se estan utilizando otras diferentes moléculas
como marcadores de células con capacidades reguladoras. Entre ellas, TGF-B, IL-10 o HLA-
G y una baja expresion de CD45RB, CD62L, CD39 y GITR (del inglés Glucocorticoid-
Induced TNF Receptor) (Feger, Tolosa et al. 2007). Utilizando estos marcadores se han
identificado en la periferia otros tipos de células Treg. Estas células se pueden generar en la
periferia en presencia de determinados factores solubles o en presencia de células dendriticas
(células centinelas del sistema inmune con la funcion principal de APCs) con un fenotipo de
maduracion intermedio (denominadas reguladoras o tolerogénicas). En este sentido, se ha
destacado sobre todo la participacion de dendriticas tolerogénicas en la generacion de células
Trl y de células Treg Foxp3+. Respecto a las células Trl, regulan respuestas inmunes tanto
de linfocitos naive como células efectoras Thl, Th2, y de memoria. Para ejercer sus funciones
supresoras, precisan ser activadas por su TCR, lo cual provoca la secrecion local de citoquinas
inmunomoduladoras (IL-10 y parece que también TGF-B). De esta forma, una vez activadas
de manera antigeno-especifica, pueden suprimir las respuestas frente a otros antigenos. Las
células Th3 se caracterizan por la produccion de TGF-B. También se generan en presencia de
células dendriticas tolerogénicas pero, al contrario que las Trl, estas células presentan
marcadores compartidos con las Treg naturales, como Foxp3 y CD25. (Lan, Ansari et al.
2005). A diferencia de las células Treg naturales, las células Treg inducibles actiian

principalmente mediante la produccion de mediadores solubles (citoquinas IL-10 y TGF-p).
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Figura 1.6 — Diferentes subtipos de células Tregs implicados en el mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica. Células T regs naturales (nTreg) Foxp3 + se diferencian en el timo y
migran hacia los tejidos periféricos, y son capaces de presentar efectos inmunosupresores mediante
liberacion de citoquinas o mediante contacto celular, mientras las células Treg inducibles (iTreg)
se diferencian en los organos linfoides, presentan fenotipos y modos de accion diferencidados de
las células nTreg. En general, las células Tregs actiian en la inmunosupresion de las células T
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1.4.2.- El componente autoinmune en la esclerosis multiple

Diversas teorias sobre la etiologia de la EM conducen a un punto en comun: células
autorreactivas presentes en periferia y especificas frente antigenos de la vaina de mielina,
infiltran el SNC y empiezan un ataque contra la mielina, que ocasiona desmielinizacion y
dafio axonal. Tradicionalmente, la EM se ha considerado una enfermedad mediada por células
Th1 CD4+, especificas de la proteina mielina, como responsables del inicio y coordinacion de
la respuesta autoinmune en el SNC. Asi, se han observado células Thl CD4+ activadas
especificas de mielina tanto en sangre como en fluidos de pacientes, mientras que en
individuos sanos se han encontrado células no activadas (J neuro immunol
88 1 1998 Cowden). De hecho, ambos tipos de células T (CD4+ y CD8+) se han
observado dentro de lesiones y en el fluido cerebroespinal, predominando las células Thl
CD4+ en las lesiones agudas y las CD8+ en las lesiones cronicas (Fenyk-Melody, Garrison et
al. 1998). Sin embargo, resultados recientes demuestran un papel crucial de las células
Th17 en la evolucién de la enfermedad desmielinizante. El descubrimiento de la implicacién
de las células Th17 en la patogénesis de la EM se inici6 a partir de observaciones en ratones
tratados con anticuerpos neutralizantes para IFN-y y en ratones deficientes en IFN-y, TNF-a
0 en su receptor especifico, donde el desarrollo de la enfermedad es incluso mas severo.
Ademas, ratones deficientes en la subunidad p35 de IL-12, un factor clave en la polarizacion
a la respuesta Thl, desarrollaban la enfermedad mientras los deficientes para la subunidad
p40 eran resistentes (Ferber, Brocke et al. 1996; Heremans, Dillen et al. 1996; Gran, Zhang et
al. 2002). La discrepancia entre estos resultados fue resuelta con el descubrimiento de la
citoquina IL-23, compuesta por una subunidad pl9 y por la subunidad p40 de IL-12. La IL-
23 no esta implicada en la diferenciacion de células Th17 pero es clave para su supervivencia
y mantenimiento una vez generadas. La diferenciacion de las células Th17 depende de la
combinacion de citoquinas adecuada (IL-6, TGF-B, IL-21) y afecta de manera negativa a la
diferenciacion de células Th1/Th2 y Treg. Estas células secretan altos niveles de IL-17A y
son altamente encefalitogénicas, al inducir la enfermedad cuando se transfieren a ratones
sanos (Langrish, Chen et al. 2005). Asi, ratones deficientes en la citoquina IL17, mostraron
una disminucion en los sintomas de la enfermedad, que, aunque no fue una reversion
completa, sugiere un papel predominante en la EM para las células Th17. De hecho, en el
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modelo animal de EAE se observa un gran numero de células Thl7 especificas de
autoantigenos del SNC en los 6rganos inmunes de la periferia y no en el SNC antes del inicio
de los sintomas de la enfermedad. Durante la fase aguda en dicho, el mayor porcentaje de
células Th17 especificas de autoantigenos del SNC se encuentran en el tejido diana
inflamado, aunque la mayoria de las células Th17 en términos generales aiin se encuentran en
periferia (bazo y ganglios linfaticos). En estos 6rganos, las células Th17 forman un reservorio
desde el que son reclutadas hacia el tejido diana para participar en la agresion al mismo.
Durante la fase de recuperacion en EAE, un alto nimero de células IL-17 especificas de
autoantigenos aparecen en periferia pero no en el SNC. Ademas, la frecuencia de células
Th17 es mayor en el LCR de pacientes con EM-RR durante la fase de recaida que durante la
remision, o en comparacidbn con pacientes con otras enfermedades neuroldgicas no
inflamatorias. En este sentido, se han detectado altos niveles de IL-17 en leucocitos
circulantes, en placas y LCR de pacientes con EM, existiendo una correlaciéon entre los
niveles de IL-17 (a los que contribuyen también las células gliales residentes activadas
durante la enfermedad) y la presencia de placas activas de desmielinizacion. Por tanto, los
niveles de IL-17 se consideran un marcador de severidad de la EM e indica la presencia de la
enfermedad de forma activa. Es importante considerar que, ya que las células Th17 y las Treg
tienen programas de desarrollo y funciones efectoras reciprocas, el nimero de células Th17
respecto al de Treg podria indicar la cronicidad de la inflamaciéon en el SNC e indicar la
progresion de la enfermedad.

Por tanto, actualmente se considera que la EM se inicia a partir de la activacion en la
periferia de células Th17 autoreactivas para antigenos del SNC, que expresan altos niveles de
IL-17 (Figura 1.7). Entre las diferentes funciones de esta citoquina (que potencia la secrecion
de IL-6, TNF-a, IL-1B, GM-CSF, MCP-1, activacion de la microglia residente, etc) destaca la
ruptura de la barrera hematoencefalica. La BHE es fundamental en la creacion de un area
altamente restringida en el cerebro. Esta formada por las células endoteliales conectadas por
uniones muy estrechas, asociadas a una membrana basal, pericitos y una capa casi continua de
astrocitos. Esta estructura tiene una importancia en el mantenimiento de la homeostasis de las
neuronas y cé€lulas gliales y en el bloqueo del acceso de células inflamatorias y sustancias
posiblemente toxicas. Aunque no est¢ muy claro si es un evento primario o secundario al
proceso inmunologico inflamatorio, se sabe que la rotura de la BHE es un evento importante
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en la patogenia de la EM. (Larochelle, Alvarez et al. 2011). La IL-17 parece alterar la BHE
mediante la generacion de especies reactivas de oxigeno por las células endoteliales, lo que
afecta al citoesqueleto y a la estabilidad de las uniones celulares de la BHE.

La produccion de IL-17 también tiene un papel en la atraccion de neutrdfilos, la
activacion de metaloproteinasas, y la transmigracion de células a través de la BHE. Esto
permite la entrada de estas células al SNC, y el reclutamiento de otras células del sistema
inmune hacia el o6rgano diana (células Thl, de macrdéfagos, células B). La activacion de estas
células y de las células residentes genera una cascada de mediadores inflamatorios que
conduce a la destruccion de la mielina y dafio axonal.

Por otro lado, se ha demostrado que la fase de recuperacion/remision esta relacionada
con la generacion de una respuesta Th2/Treg, en base al aumento de la produccion de las
citoquinas anti-inflamatorias/reguladoras IL-10 y TGF-B. De hecho, la administracion de estas
citoquinas reduce de manera significativa los signos de la enfermedad. Estos datos sugieren
que existe un cambio de respuesta tipo Th1/Th17 hacia la respuesta tipo Th2/Treg durante la
fase de remision de la enfermedad. La importancia de la respuesta Th2/Treg se ve enfatizada
por los efectos de dos drogas de primera linea utilizadas ampliamente en el tratamiento de
EM: acetato de glatiramero e IFN-B (Imitola, Chitnis et al. 2005), que parecen contribuir al

desarrollo de esta respuesta.
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Figura 1.7 - Respuesta Inmune e inflamatdria en Esclerosis multiple: Células dendriticas
(DC) presentan autoantigenos y activan células CD4+, que migran al SNC produciendo
citoquinas y quimioquinas. Estos factores inducen la activacion de microglia e infiltracion de
células mononucleares lo que potencia la destruccion de la vaina de mielina. Las células CD4+
también contribuyen en la produccion de autoanticuerpos por células B generando dafio tisular a
través del complemento. Sin embargo, la presencia de células T regs es capaz de modular de
manera negativa la activacion de células CD4+ autorreactiva, contribuyendo en el control de la
enfermedad. Adaptado de (Anderson and Delgado 2008).
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Junto con la participacion de la respuesta inmunoldgica celular en la fisiopatologia de la
EM, la presencia de inmunoglobulinas y autoanticuerpos en lesiones y en el LCR de los
pacientes, sugiere un papel decisivo de la inmunidad humoral en el desarrollo de la
enfermedad. Diversos estudios sobre la patogénesis de la EM han indicado que las células B,
que generan estos anticuerpos en el SNC, son participantes activos en la formacion y
mantenimiento durante todo el proceso de la enfermedad desmielinizante. (Nikbin, Bonab et
al. 2007). Los autoanticuerpos son responsables en parte de la degeneracion de la mielina
(Figura 1.7). Se han sugerido muchas moléculas candidatas para la implicacion autoantigénica
en EM, entre ellas la MBP, PLP, MOG, glicoproteina asociada a mielina, transaldolasa,
S100b, aB-cristalina, y 2°,3” ciclic nucleotido 3’ fosfodiesterasa (Hemmer, Archelos et al.
2002). De todas estas moléculas, s6lo MBP, PLP y MOG comparten dos criterios clasicos
importantes para catalogarlas como probables autoantigenos: 1) que haya evidencias de
autorreactividad celular o humoral en muestras clinicas de pacientes con EM, y 2) que la
molécula sea capaz de inducir el modelo de EAE. PLP es una proteina altamente hidrofobica,
con peso molecular de 30KDa hallada sélo en el SNC. Es una proteina transmembrana que
atraviesa la bicapa lipidica de la mielina en cuatro ocasiones y, como tal, puede actuar a modo
de canal de protones. La MBP es una fosfoproteina importante del SNC, con una
conformacion de bobina muy estable y un peso molecular de 18.5KDa. La funcién que se ha
propuesto para esta proteina es la de agregacion de la membrana. MOG es un componente
menor de la vaina de mielina. Comprende solo un 0.05-0,1% de la proteina total de mielina y
tiene un peso molecular de 25KDa. Su funcidn sigue siendo desconocida. (Sedzik 2008). Los
autoanticuerpos generados frente a estas moléculas se unen a su antigeno-especifico a través
de la region denominada Fab, mientras que los dominios Fc son los mediadores de los

mecanismos degenerativos. Estos mecanismos pueden activarse a través de dos vias:

1) A través de la activacion del complemento: la unién de la proteina Clq
a la regién Fc inicia una cascada de la actividad del complemento y el anclaje del
complejo de ataque a la membrana. Este causa la formacioén de poros y consecuente

ruptura de la misma (Storch and Lassmann 1997).
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2) A través de un proceso denominado citotoxicidad celular dependiente
de anticuerpo: la uniéon de Fc a receptores de Fc (FcR) presentes en los macrofagos,
neutrofilos y células T, conduce a la liberaciéon de componentes inflamatorios, con la

consecuente citotoxicidad y lisis de la célula diana. (Zhou, Srivastava et al. 2006).

El andlisis de 83 biopsias de lesiones activas, ha demostrado que la desmielinizacién
esta acompafiada por la deposicion de complejo IgG-complemento (Lucchinetti, Bruck et al.
2000). Ademas de secretar anticuerpos, los clones activos de células B en el SNC secretan
citoquinas inflamatorias (como TNF-a y IL-6) y son capaces de presentar autoantigenos para
las células T, lo que contribuye a la respuesta autorreactiva en el SNC. Otra evidencia que
apoya el papel de las células B en la patologia de la EM, proviene de ensayos clinicos que
tienen como objetivo la deplecion de células B CD20+, a través del uso de anticuerpos anti-
CD20 (Rituximab). Esta terapia fue desarrollada inicialmente para tratar linfomas de células B
y ha mostrado resultados prometedores en el tratamiento de la EM. (Hauser, Waubant et al.
2008). Los efectos benéficos observados con la eliminacion de células B parecen ser debidos
a la modulacion de la produccion de citoquinas y/o a la supresion de la activacion de células
T, ya que las células B plasmaticas productoras de anticuerpos no expresan CD20. De hecho,
la reducciéon en los niveles de autoanticuerpos frente a mielina aparece mas tarde en
comparacion con otros efectos inmediatos del tratamiento con anti-CD20 (Bar-Or, Fawaz et

al. 2010; Weber, Hemmer et al. 2011).

1.4.3.- El componente inflamatorio en la esclerosis multiple

La inflamacion juega un papel clave en la patogénesis de la EM (Figura 1.7). De hecho,
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias, como IL-17, TNF-a, IL-6 o IFNy, derivadas de
linfocitos y macrofagos, presentan un patron alterado en lesiones cerebrales, en LCR y en
c¢lulas mononucleares de sangre periférica de pacientes con EM (Ensoli, Fiorelli et al. 2002).
A pesar de que la mayoria de las citoquinas detectadas en las placas de EM son producidas
por macréfagos y linfocitos, se sabe que las células gliales contribuyen de manera
significativa al proceso patoldgico, ya que la microglia y los astrocitos pueden producir una
amplia variedad de mediadores inflamatorios cuando se activan. (Alvarez, Cayrol et al. 2011).
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Las citoquinas presentan un papel central en la iniciacion, propagacion y regulacion del dafio
en el SNC. La produccién de citoquinas esta implicada en la rotura temporal de BHE y en la
modulacién de la expresion de moléculas de adhesion, posibilitando la infiltracion de células
inflamatorias (Larochelle, Alvarez et al. 2011). Se ha demostrado que la estimulacién de
células endoteliales de la BHE con TNF-a e IFN-y induce la expresion de moléculas de
adhesion tales como ICAM-1(del inglés, intercelular cell adhesion molecule), VCAM (del
inglés, vascular cell adhesion molecule), selectinas tipo E y P y de varios receptores de
citoquinas en la microvasculatura cerebral (Wosik, Biernacki et al. 2007). La interaccion de
moléculas de superficie, presente en los linfocitos, con ICAM-1 y VCAM-1, estd implicada
en la adhesion, polarizacion y extravasamiento de células T a través de la BHE (Engelhardt
2006).

Posteriormente, las células inflamatorias migran y traspasan la BHE en respuesta a un
gradiente de quimioquinas que son producidas en abundancia en la mayoria de los procesos
inflamatorios. El papel de las quimioquinas se demostrd en el modelo de EAE, donde se
observd un aumento repentino y drastico de IP-10 (del inglés, Interferon gamma-induced
protein 10), RANTES (del inglés, regulated upon activation, normal T-cell expressed, and
secreted) MCP-1 (del inglés, monocyte chemotactic protein-1), y MIP-la, (del inglés,
macrophage inflammatory protein) tanto en cerebro como en médula espinal, en el inicio de
la recaida, lo que indicaba una expresion temporal en el desarrollo de la EAE (Glabinski,
Tani et al. 1997). Ademas, se ha demostrado que TNF-a e IFN-y influyen en la expresion y
secrecion de diversas quimioquinas por células endoteliales de la BHE. (Chui and Dorovini-
Zis 2010).

Estudios en pacientes han demostrado que los niveles de citoquinas pro-inflamatorias
estan elevados coincidiendo con la aparicion de los brotes clinicos caracteristicos de la EM,
mientras que los niveles de citoquinas anti-inflamatorias estan elevados en la fase de remision
de la enfermedad. La importancia del papel de estos mediadores se ve reforzada con el uso de
anticuerpos especificos contra estas citoquinas, que mejoran la progresion de la enfermedad.
La respuesta inflamatoria que se desencadena en el SNC durante la progresion de la EM es
causa directa de muerte celular neuronal, lo que provoca una amplia neurodegeneracion en el
lugar de la inflamacion. Ademas, hay evidencias de que las células progenitoras son
susceptibles de muerte celular inducida por citoquinas (Molina-Holgado, Vela et al. 2001). La
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muerte por apoptosis inducida por Fas/FasL es otro factor importante en la regulacion de la
enfermedad. Su posible participacion en la EM ha sido demostrada en el modelo de EAE con
ratones B6.lpr y B6.gld, mutantes para la expresion de Fas y FasL, respectivamente, que
presentan resistencia al desarrollo de la EAE (Dittel 2000). Estos resultados sugieren que la
expresion de FasL en células activadas en el SNC, interaccionan con el Fas expresado en los
oligodendrocitos estimulados, por ejemplo, con IFN-y, lo que induce la muerte celular y el
consecuente reclutamiento de linfocitos T y establecimiento de la lesion inflamatoria/inmune
(Dittel 2000)

La inflamacién activa puede determinar el curso de la enfermedad inicial, pero hay
evidencias de que la progresion de la enfermedad se puede llevar a cabo independientemente
de la inflamacion aguda. Aunque el dafio axonal es mas prominente en lesiones inflamatorias
activas, la pérdida axonal y neuronal, fue observada desde el principio en la EM, no soélo
dentro de las lesiones focales activas, sino también en las placas cronicas silenciosa y en la
materia blanca de aparencia normal (NAWM, del inglés, normal-apperance white matter)
(Trapp, Peterson et al. 1998; Kuhlmann, Lingfeld et al. 2002). Recientes estudios en biopsia
post-mortem de pacientes con EM jovenes y en modelos de EAE han demostrado la presencia
de transeccion axonal, atrofia cerebral y muerte neuronal en la fase temprana la enfermedad
independientemente de la inflamacion. Estos resultados apoyan el papel de un componente
neurodegerativo en la EM, principalmente en los casos progresivos sin remision. (Herz, Zipp
et al. 2010). Esto podria explicar en parte por qué determinadas terapias con mecanismos anti-
inflamatorios dirigidas al sistema inmunologico adaptativo muestran poco efecto en la
enfermedad progresiva. (Weiner 2008). Estos resultados también demuestran la complejidad
de esta enfermedad y la diversidad de fenotipos que pueden presentar los pacientes, y las

dificultades en encontrar un tratamiento eficiente.

1.4.4.- La tolerancia inmunolégica en la esclerosis multiple

Como se coment6 anteriormente, la tolerancia inmunologica frente a un antigeno propio
es esencial para el mantenimiento de la homeostasis inmunolédgica. Entender la induccion, el

mantenimiento y la rotura de la tolerancia inmunolégica es de suprema importancia, desde el
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momento en que la ausencia o pérdida de la misma dan lugar a diversas enfermedades
autoinmunes, como es el caso de la EM.

La participacion de las células Treg en la prevencion de una respuesta autoinmune
contra el SNC en la EM, se ha basado principalmente en los estudios en el modelo de EAE en
roedores, Asi, se ha demostrado que la presencia de Treg estd relacionada con la respuesta
Th2 protectora y con la inhibicion en la migracion y la activacion de células Th1/Th17
encefalogénicas. Por otro lado, la deplecion de células CD25+ en ratones con EAE genera
grados mas severos de la enfermedad, en los que las células T reactivas para MOG presentan
una mayor produccion de IFN-y (McGeachy, Stephens et al. 2005). Ademas, la transferencia
adoptiva de células T CD4+CD25- de un raton enfermo a un ratén sano, induce los signos
clinicos de la EAE, mientras que los ratones que reciben células CD4+ totales o una baja
concentracion de células CD4+CD25+ sufren de forma menos severa la enfermedad
(McGeachy, Stephens et al. 2005).

Las células Treg especificas de mielina son capaces de migrar y acumularse en el SNC
de ratones con EAE. La acumulacion y la frecuencia de las células Treg en el SNC se ha
relacionado con la recuperacion de la EAE (Korn, Reddy et al. 2007), aunque durante el pico
de la enfermedad las células encontradas en el SNC de ratones con EAE, no son suficientes
para controlar la funcién efectora de las células T encefalogénicas. Aunque existe cierta
controversia en relacion a la frecuencia de Treg en humanos, se ha demostrado un elevado
numero de células CD4+CD25+Foxp3+ en LCR de pacientes con EM en comparacion con los
niveles de estas células en sangre periférica de estos pacientes (Feger, Luther et al. 2007).
Usando ciertos marcadores como CD39+ con Foxp3 se pudo detectar una sorprendente
reduccion de células Treg en pacientes (Zozulya and Wiendl 2008). Ademas, en estudios con
células provenientes de sangre periférica de pacientes se observd una menor expresion de
Foxp3, asi como una disfuncion en la capacidad supresora in vitro. También se describieron
células Trl que presentaban una disfuncion en pacientes de EM. Estas células pierden la
capacidad de expresar IL-10 y presentan una capacidad supresora reducida (Martinez-Forero,
Garcia-Munoz et al. 2008).

Las células Treg en la EAE y en la EM se convierten en algo esencial para el
restablecimiento y mantenimiento de la tolerancia inmunologica en el SNC. Por lo tanto, la
reconstitucion o el aumento de la funcion de las células Treg en la EM representan una
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posible diana terapéutica para restaurar la tolerancia inmunoldgica en la EM. De hecho,
algunas de las terapias aprobadas para el tratamiento de la EM presentan efectos en la

modulacion de las células Treg.

1.5.- El papel de las células gliales en la EM

Existe cierta controversia a la hora de considerar el papel beneficioso o perjudicial de
los diferentes tipos celulares residentes en el SNC en condiciones de neuroinflamacion y
desordenes como la EM. Para algunos autores, la activacion de las células gliales es una
respuesta en un momento dado a un dafio concreto y la produccion de mediadores o
actividades de estas células va dirigido a contrarrestar el dafio producido. Sin embargo, para
otros investigadores, la activacion de estas células ocurre como un efecto secundario del dafio
que se esta produciendo, y, por tanto, estas células formarian parte del proceso patologico al
que acompaiian. Tradicionalmente se ha considerado que el sistema nervioso central (SNC)
era un organo inmunoprivilegiado. Sin embargo, hoy sabemos que ante una situacién de daio
cerebral, trauma o infeccion, puede desarrollar una respuesta inmune, en parte controlada por
la barrera hematoencefalica (que dificulta la entrada de células inmunes, patdégenos y

macromoléculas), y por activacion de astrocitos y de la microglia (Figura 1.8).

Sistema

Nervioso

Figura 1.8 — Células gliales involucradas en la homeostasis del SNC
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1.5.1 - Astrocitos

Cléasicamente se ha considerado que el papel fundamental de los astrocitos es el
mantenimiento de la integridad estructural del SNC, ya que son las células mas
abundantes en el cerebro en el SNC de los mamiferos y constituyen aproximadamente el
90% del cerebro humano. Los astrocitos poseen funciones importantes en el
mantenimiento de la homeostasis (a través del equilibrio de iones, pH y almacenamiento
de glucogeno) y estan involucrados enla funciébn sindpticay en la
estructuracion fisica del sistema nervioso central. Sin embargo, los astrocitos parecen
ejercer un papel activo en el SNC tanto en condiciones basales como en caso de dafio,
donde estan implicados en la amplificacion de la respuesta inflamatoria mediante la
produccion de citoquinas/quimioquinas, moléculas de adhesion y modulacion de la
permeabilidad de la BHE. El papel de los astrocitos en la BHE parece ser principalmente
regulador. En condiciones basales, los astrocitos protegen la BHE a través de la
produccion de TGF-B, (Abbott, Ronnback et al. 2006). Durante la inflamacion, los
astrocitos secretan IL-6, TNF-a e IL-1p, lo que aumenta la permeabilidad de la BHE al
actuar directamente en las uniones estrechas de las células endoteliales del capilar
cerebral. La capacidad de los astrocitos de modular la permeabilidad de la BHE tiene
implicaciones significativas durante la inflamacion, porque permitiria la entrada de iones,
moléculas toxicas para el SNC y, principalmente, células del sistema inmunolégico.

Un reciente estudio, en el que se utiliza un modelo de desmielinizacion inducido
por la activacion de la microglia por inyeccion de LPS intratecal, sugiere que la
activacion de astrocitos podria ser uno de los pasos importante en la cascada
de formacion de la lesion en la EM (Sharma, Fischer et al. 2010). Los astrocitos tienen el
potencial para secretar citoquinas inflamatorias tales como IL-1, IL-6,y TNF-a, e
innumerables quimioquinas como IP-10, RANTES, MCP-1 y SDF-1 (del inglés, stromal
cell-derived factor-1) (Nair, Frederick et al. 2008). La exposicion de los astrocitos frente
a TNF-o, IL-1B,0 IFNy conduce a la regulacion positiva tanto de ICAM-1 como
de VCAM-1, dos moléculas de adhesion que desempefian papeles cruciales cruciales en
la extravasacion de las células T a través del parénquima nervioso. In vivo, la expresion
de ICAM-1 se observd en astrocitos en los bordes de las lesiones desmielinizadas de
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muestras de EM y EAE, pero solo se encontr6 VCAM-1 en muestras de EAE. (Nair,
Frederick et al. 2008). Un reciente estudio demostr6 la produccion de IL-17 en astrocitos
de muestras post-mortem de EM (Tzartos, Friese et al. 2008). En lesiones inflamatorias
desmielinizantes de EM y EAE, los astrocitos presentan un fenotipo hipertrofico que
lleva a la formacion de cicatrices astrogliales. Dependiendo del grado y caracteristicas de
estas cicatrices se ha demostrado que dichas cicatrices glidticas parecen tener un papel en
el aislamiento de la inflamacion y dafio en el SNC. Sin embargo, una astrogliosis
excesiva conduce a una zona de dificil recuperacion en el SNC. En general, se ha
demostrado que la neutralizacion de los astrocitos en EAE origina la propagacion de la
inflamacion, aumento de la degeneracion axonal y empeoramiento de los signos clinicos
de la enfermedad y de los dafios en el tejido (Voskuhl, Peterson et al. 2009).

Los astrocitos podrian participar en la fase de recuperacion de la EM y EAE,
debido a la produccién de diversos factores neurotréficos. La produccion de BDNF (del
inglés, Brain-Derived Neurotrophic Factor), NT-3 (del inglés, Neurotrophin-3) y NGF
(del inglés, Nerve Growth Factor) por los astrocitos se ha detectado en el modelo de EAE
durante la fase de recuperacion, lo que sugiere un papel importante de los astrocitos en el
manteniendo de la supervivencia de las neuronas y de otras células gliales, asi como en la

reparacion, remielinizacion y neurogénesis.

1.5.2 - Microglia

La microglia es el representante ontogenético en el SNC del macrofago en periferia, ya

que deriva de precursores hematopoyéticos y comparte con los macrofagos diversos

marcadores, como CDI11b+ y F40/80. Ademés de los marcadores, la microglia y los

macrofagos presentan diversas funciones comunes como producciéon de citoquinas,

fagocitosis y presentacion antigénica, que permiten a la microglia realizar diferentes

funciones interviniendo en la modulacién de la inmunidad innata y adaptiva en el SNC.

Durante mucho tiempo se consider6d que la microglia, en condiciones de fisiologia normal del

SNC, estaria en estado de reposo. Estudios in vivo han demostrado que la microglia esta

continuamente en un estado de alerta, vigilando la zona cerebral, reparando el tejido, y
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fagocitando restos neuronales para mantener la homeostasis del microambiente.
(Nimmerjahn, Kirchhoff et al. 2005). El fenotipo de la microglia estd muy regulado segin las
condiciones en el SNC, sufriendo cambios importantes en respuesta a las alteraciones en la
homeostasis e insultos patologicos en el sistema nervioso. El fenotipo activado depende de
una forma critica de la secuencia y duracion de la exposicion a diferentes estimulos. Asi, la
ruptura de la BHE provoca una activacion inmediata y focalizada en la microglia que
transforma su comportamiento y pasa de una funciéon de mantenimiento a otra de proteccion
de la zona lesionada. (Nimmerjahn, Kirchhoff et al. 2005). Recientemente se ha descrito como
infecciones sistémicas sufridas a lo largo de la vida del organismo pueden modificar el
fenotipo microglial influyendo posteriormente en los sintomas y la progresion de las
enfermedades cronicas neurodegenerativas (Perry, Nicoll et al. 2010). En condiciones
patolédgicas tales como infeccion o dafio mecdnico o neurodegenerativo, la microglia se
activa, migrando hacia el sitio de la lesion. Estas células liberan una amplia serie de
mediadores solubles, que incluyen citoquinas (TNF-a, IL-6, IL-12) o neutrofinas, y son
responsables de la eliminacion de restos celulares a través de la fagocitosis. (Neumann, Kotter
et al. 2009). En la EM, la microglia activada contribuye al desarrollo de la neuroinflamacion y
dafio axonal. Sin embargo, al mismo tiempo, en presencia de lesiones activas
desmielinizantes, la microglia activada lleva a cabo la fagocitosis de detritos neuronales, que
es un proceso esencial para permitir la reparacion y la regeneracion de la zona dafiada. Un
reciente trabajo ha demostrado la captacion y la degradacion de NF-L (del inglés,
Neurofilament light) y MBP por la microglia humana, lo que confirma la fagocitosis de
antigenos neuronales y de mielina por estas células. Por otro lado, a pesar de que la
fagocitosis y la degradacion de detritos neuronales son un evento esencial para la homeostasis
en el SNC, este proceso conduce a la presentacion antigénica y consecuente activacion
autoinmune. De hecho, la activacion de la microglia conlleva un aumento en la expresion de
la molécula de MHC clase II (Perry 1998), y estas células pueden presentar antigenos en el
parénquima nervioso a células inmunes infiltradas debido a la ruptura de la BHE,
contribuyendo activamente a la respuesta autoinmune. Estos resultados demuestran el efecto
dual de la microglia en enfermedades neurodegenerativas pudiendo tener caracter
neuroprotector o neurotdxico (Prinz and Mildner 2011). La permeabilidad de la BHE también
tiene un efecto dual ya que, por un lado, se produce la entrada de mediadores celulares y
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moleculares inflamatorios y téxicos, pero, por otro lado, los macréfagos infiltrantes
contribuyen a la retirada de la mielina facilitando la regeneracion axonal (Vargas and Barres

2007).

1.5.3 — Oligodendrocitos

Los signos clinicos de la EM se producen principalmente por el déficit en la transmision
del impulso nervioso, debido a la desmielinizacion resultante del ataque autoinmune contra la
mielina. Aunque la inflamacion por si sola puede causar el bloqueo temporal de la conduccion
del impulso, son la pérdida de mielina y un fallo en la remielinizacion las causas de los
sintomas persistentes de la EM, ya que los axones desmielinizados son susceptibles de dafios
irreversibles. Los oligodendrocitos, que llevan a cabo la sintesis de mielina, tienen extrema
importancia en el desarrollo y recuperacion de la EM, lo que justifica la busqueda intensiva de
nuevas estrategias terapéuticas dirigidas hacia este tipo celular que combinen un efecto
inmunorregulador y a la vez, neuroprotector.

En general, las lesiones agudas desmielinizantes difieren significativamente en términos
de inflamacién y de la patologia de los oligodendrocitos (Lucchinetti, Bruck et al. 2000). En
este sentido, se han descrito dos grupos principales de placas: uno, presente en mas del 75%
de los casos, caracterizado por depositos significativos de anticuerpos, infiltrados
inflamatorios y remielinizacion; y el otro, caracterizado por la pérdida de oligodendrocitos,
sin remielinizacion. Junto con la alta variabilidad del fenotipo clinico y patologico y con la
progresion de la enfermedad, es tentador especular que la EM podria ser un grupo de
enfermedades con diferentes etiologias pero que convergerian en un aspecto comun: la
desmielinizacion, el punto clave de la EM.

La respuesta autoinmune contra la mielina es considerada el iniciador de la EM,
produciéndose la muerte primaria de oligodendrocitos y la degradacion de la mielina. El
mecanismo exacto no esta todavia muy claro. Al igual que con respecto a los aspectos clinicos
y patologicos, existen diferentes hipdtesis sobre el proceso de desmielinizacion vy,
probablemente, superposicion de los mismos. El proceso de desmielinizacion parece estar

relacionado de forma indirecta con la presencia de células T, si bien hay importantes
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evidencias de una relacion con células del sistema inmune innato. Se sabe que hay una
elevada correspondencia entre la desmielinizacion activa y la presencia de macrofagos,
mientras que se pueden encontrar areas de desmielinizacion crdonica sin presencia de linfocitos
T o B (Lucchinetti, Bruck et al. 2000).

Se han postulado diferentes hipdtesis para el proceso de desmielinizacion:

a) Citotoxidad mediada por células T CD8+ (CTL): estas células se han encontrado en
lesiones de EM y podrian inducir la lisis directa de los oligodendrocitos.

b) Citotoxidad mediada por anticuerpo: se ha detectado la presencia de anticuerpos
dirigidos contra MBP, PLP y MOG en lesiones de EM, pudiendo inducir la citotoxidad
mediada por activacion de complemento. Est4 hipotesis estd avalada por estudios con cultivos
de microglia y oligodendrocitos, donde se ha observado que la adicion de complemento
estimula la fagocitosis por la microglia activada

¢).- Muerte inducida por factores solubles encontrados en concentraciones elevadas en
la placa, como las perforinas, TNF-a y oxido nitrico liberados por astrocitos, microglia o
células T infiltradas. Se demostré que muchos de ellos inducian apoptosis de oligodendrocitos

en cultivo (Selmaj, Raine et al. 1991).

Los procesos de remielinizacion son claves en la recuperacion de la EM. Los
principales moduladores de la remielinizacion son las  células precursoras de los
oligodendrocitos (OPCs del inglés, Oligodendrocyte Precursor Cells). Las OPCs migran
hacia estas lesiones desmielinizantes, proliferan y se diferencian a oligodendrocitos maduros
para remielinizaar los axones, pero con una eficacia limitada (Patani, Balaratnam et al. 2007).
La presencia de las placas de sombra demuestra que son posibles la reparacion y la
remielinizacion de las placas de EM. Un reciente estudio ha demostrado que el fallo en la
remielinizacion depende de factores diferentes que afectan al reclutamiento de OPCs,
migracion a las lesiones, y/o maduracion a células productoras de mielina. Sobre todo, tiene
gran importancia el equilibrio en un momento dado en la producciéon y presencia de los
factores que regulan la migracion y la diferenciacion, ya que se ha demostrado que el fallo en
remielinizacion no se produce por la ausencia de OPCs en las placas, ya que estas células se
localizaron en los diferentes grados de lesion de EAE.
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1.6.- Tratamientos de la EM

El brote o recaida en la enfermedad estd directamente relacionado con la inflamacion en
zonas focales del SNC. Debido a la naturaleza inflamatoria de la enfermedad, los tratamientos
actuales se centran principalmente en terapias anti-inflamatorias, como el uso de
corticosteroides. Sin embargo, aunque estos tratamientos muestran éxito en los episodios
agudos, no inhiben la progresion a largo plazo de la enfermedad. Asi, actualmente no existe
ningun tratamiento efectivo para la EM, lo que radica en el hecho de que esta enfermedad se
caracteriza por una presentacion clinica variable con multitud de mecanismos celulares y
moleculares implicados.

Por el momento hay 5 agentes aprobados por la agencia americana reguladora de
medicamentos (FDA, del inglés, Food and Drugs Administration) para el tratamiento de la
EM. Estas drogas se consideran terapias modificadoras de la enfermedad, y todas estidn
aprobadas para la forma recidivante de la EM. AUn no hay ninglin agente efectivo aprobado
para la forma progresiva primaria. La heterogeneidad de la EM no sélo dificulta las
estrategias terapéuticas sino también la capacidad de predecir la evolucion de la enfermedad
en los pacientes. Dentro de los medicamentos aprobados por la FDA se incluyen cuatro
preparaciones de IFN-B (Avonex, Rebif, Bseron y Extavia), acetato de glatirdmero

(Copaxone), Mitoxantrona (Novantrone), Natalizumab (Tysabri) y Fingolimod (Gilenya).

1) IFN-B1: Existen cuatro formulaciones de IFN-B: Bseron y Extravia se
producen en E. coli y difieren del IFN-B humano por la sustitucion de un aminoécido y
por que no estan glicosilados, mientras que Avonex y Rebif son idénticos al IFN-
humano enddgeno y se producen en células de ovario de hamsters chinos. A pesar de
las diferencias, todos se unen al mismo receptor. El IFN- es una de las terapias
actuales de primera linea contra la EM: reduce dramaticamente el numero de lesiones
inflamatorias del SNC aunque falla en proporcionar un control satisfactorio de la
evolucion de la enfermedad. Los mecanismos de los efectos terapéuticos de IFN-f3 en
la EM aun no estan completamente esclarecidos. Entre los mecanismos propuestos
hasta ahora estan la inhibicidon de la activacion de células T, la reduccién de la
actividad metaloproteinasa de la matriz extracelular, la reduccion de la produccion de
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citoquinas inflamatorias, y la produccion de citoquinas anti-inflamatorias para
aumentar la actividad supresora de las células T (Vollmer, Stewart et al. 2010). La
eficacia clinica del IFN- es mayor en la EM-RR que en la EM-SP y presenta algunos
efectos adversos. Al menos un 30% de pacientes que son respondedores suboptimos al
tratamiento con IFN-B debido al inicio tardio del tratamiento, factores genéticos de
resistencia, la produccion de anticuerpos neutralizantes, lo que disminuye la eficacia

del tratamiento con este farmaco. ((Plosker 2011).

2) Acetato de glatirdmero: Es una mezcla de péptidos sintéticos, y se
desarroll6 para imitar el componente de la vaina de mielina que inducia la EAE. Sin
embargo, de manera inesperada, el compuesto inhibié el desarrollo de la EAE en
roedores y monos (Lalive, Neuhaus et al. 2011). Actualmente es la droga terapéutica
de primera eleccion en el tratamiento de la EM-RR. El acetato de glatiramero parece
afectar a diversos mecanismos de la enfermedad, incluyendo la polarizacion de
células T hacia un fenotipo Th2, un aumento en la frecuencia y funcion de las células
T reguladoras CD25+Foxp3+, la modulacion de los linfocitos T CD8+ y el desarrollo
de células presentadoras de antigenos reguladoras o tolerogénicas. Ademas de ejercer
un efecto inmunomodulador sobre las células B, algunas evidencias sugieren que este
compuesto es también neuroprotector, ya que induce la remielinizacion. Se piensa que
este efecto es debido a la capacidad de modular factores neurotréficos. Sin embargo, la

capacidad neuroprotectora esta todavia por detallar (Lalive, Neuhaus et al. 2011).

3) Mitoxantrona: Es el unico agente citotoxico aprobado para el
tratamiento de la EM. Este compuesto es una antraquinona sintética que se intercala
con el ADN, impidiendo la union de la topoisomerasa II, lo que interfiere con la
reparacion del ADN. La mitoxantrona es un inmunosupresor general, pero también es
capaz de inhibir la migracion de linfocitos y monocitos, inducir apoptosis en células
dendriticas y disminuir la secrecioén de citoquinas inflamatorias. Sin embargo, al tener
una capacidad inmunosupresora generalizada, presenta efectos adversos como
disfuncién cardiaca y supresion de la medula dsea, lo que puede incrementar el riesgo
de leucemia. (Vollmer, Stewart et al. 2010).
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4) Natalizumab: Es un anticuerpo humanizado que esta dirigido contra la
subunidad o4 de la integrina VLA4 del complejo de adhesion. A pesar de que el
mecanismo especifico mediado por Natalizumab sigue sin estar claro, se piensa que la
migracion de células T, B y monocitos al SNC es resultado del bloqueo de VLA4, que
impide la union a la molécula de adhesion ICAM-1, expresada en las células
endoteliales de la microvasculatura cerebral. Las muestras de pacientes con EM
presentaron tres veces mdas expresion de VLA4 en el LCR y en los linfocitos
circulantes que las de individuos normales, lo que llevé a los ensayos clinicos con el
anticuerpo Natalizumab. Este tratamiento present6 efectos beneficiosos en pacientes
con EM, sin embargo el uso de este anticuerpo puede, en algunos casos, favorecer una
leucoencefalopatia multifocal progresiva. Por lo tanto, a pesar de estar aprobada para
el uso en EM, este anticuerpo solo se recomienda en casos de enfermedad reincidente

y en pacientes que no responden o no toleren las terapias de primera linea.

5) Fingolimod: Es el primer medicamento administrado por via oral,
aprobado recientemente para el tratamiento de la forma EM-RR. Es un modulador
sintético del receptor la esfingosina-1-fosfato (S1P). El receptor de SIP se expresa
predominantemente en los linfocitos y regula su migracion desde los organos
linfoides. El fingolimod, a pesar de inducir la fosforilacion del receptor, actua también
como un antagonista, ya que, después de inducir la fosforilacion del receptor, induce
la regulacion negativa del mismo, bloqueando la sefal de migracion de los linfocitos T
y B. El fingolimod es una nueva droga potencial para la EM. No parece afectar la
funcién de células T en respuesta a infeccion viral, y si aumentar la funcién supresora
de las células T reguladoras. También es capaz de atravesar la BHE, donde se cree que
puede actuar directamente en las células neuronales y gliales de SNC, modulando la
reparacion y la remielinizacion (Scott 2011). Debido al cémodo régimen de
tratamiento, y a su eficacia clinica, comparada con IFN-B1, fingolimod es una valiosa
opcion para el tratamiento de pacientes con EM-RR. Sin embargo, aun estd por

determinar el perfil de seguridad a largo plazo, particularmente con respecto a eventos
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adversos, como edema macular y serias infecciones, que ocurrieron frecuentemente

durante el ensayo clinico (Singer, Ross et al. 2011).

Tratamiento de la EM

O T.de1?linea Inmunom oduladores Indicaciones
Interferon beta CIS,RR, SP con ad.
Glatiramer Acetate RR
IgGiv RR
O Tde2?linea Inmunosupresores
Registrados  Mitoxantrona  Active RR, no resp, SP
Natalizum ab resp, RR agresiva
Azatioprina
No registrados Methotrexato
Cidofosfamid

O T.de3?linea

O Tded?linea

Terapia combinada
TMO (BMT - ASCT)

Neuroproteccion

Terapia concelulag madre

F ormas agresivas
F ormas agresivas

Experimental
Experimental

Figura 1.9 - Tratamiento actual de la Esclerosis Multiple

6) La comprension cada vez mayor de la inmunopatologia de la EM ha
llevado al ensayo y al uso de las terapias descritas anteriormente. Sin embargo, las
terapias de primera linea, como IFN-f3 y acetato de glatirdmero, muestran un impacto
minimo en los casos de EM agresivos, en los que existe una inflamaciéon de gran
actividad, y tienen poco o ningun efecto en los paciente con EM progresiva. La
Mitoxantrona y el Natalizumab, debido a los graves efectos secundarios, se reservan
como terapias para casos agresivos, refractarios e intolerantes a las terapias de primera

linea. Otros tratamientos propuestos e innumerables ensayos clinicos en proceso
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incluyen drogas de diversos tipos: la administracion de inmunosupresores como la
ciclofosfamida y la cladirbina, la inyeccién de anticuerpos monoclonales como
Rituximab, y el uso de cannabinoides como Sativex. Ultimamente se considera que el
uso futuro de tratamientos combinados podria ser muy util en el tratamiento de esta
enfermedad. Sobre todo, se ha combinado interferén B con azatioprina, con buenos
resultado de seguridad; el interferén [ también se ha asociado a ciclofosfamida,
metotrexato, mofetilo y mitoxantrona. Se trata de estudios de fase II con pocos
pacientes y, por tanto, sus conclusiones en cuanto a eficacia son escasas, por lo que
son necesarios estudios con mas pacientes para comprobar sus posibles beneficios
clinicos. Desde el punto de vista cientifico y dados los conocimientos sobre la
patogenia de la enfermedad, se ha propuesto la combinacion de farmacos anti-
inflamatorios y neuroprotectores. Existen diferentes ensayos clinicos en marcha en los
que se han combinado tratamientos convencionales con tratamientos neuroprotectores.
Finalmente, un tratamiento que parece muy prometedor en un futuro relativamente
proximo es el tratamiento con células madre.

A pesar de que las drogas aprobadas por el FDA presentan diversos efectos
beneficiosos, muchos de los pacientes no muestran una mejoria en la calidad de vida.
Sintomas como movilidad reducida, fatiga, depresion, dolor, disfuncion sexual, problemas de
vision y audicion, dificultad en la respiracion son las principales quejas acerca de la reduccion
en la calidad de vida de los pacientes, lo que demuestra la necesidad de combinacion de los
agentes inmunomoduladores con otros tipos de tratamientos, como las “terapias
sintomaticas”.

Las terapias sintomaticas son drogas que se dirigen a un aspecto particular de la
enfermedad, como la fatiga, el dolor o la depresion, pero que no cambian o limitan el curso de
la misma. Por ejemplo, la Fampridine (Ampyra), es un bloqueante de los canales de potasio
dependientes de voltaje en la superficie de las fibras nerviosas desmielinizantes y el
tratamiento con este agente mejord la conduccion del impulso nervioso, con significativas
mejoras en la movilidad de los pacientes, que aumenta la calidad de vida del paciente afectado
por EM (Goodman, Brown et al. 2010).

Todos estos datos indican que en la elaboracion de estrategias terapéuticas para EM se
deben adoptar nuevos abordajes que cubran los aspectos mas relevantes de la enfermedad,
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como la inflamacion, la autoinmunidad, desmielinizacion, neurodegeneracion, pérdida
neuronal, proteger los axones o promover la remielinizacion, y conseguir asi la mejora en la
calidad de vida del paciente. El objetivo del tratamiento de la esclerosis multiple debe ser el
prevenir la aparicion de nuevas lesiones, evitar la progresion de la enfermedad, y recuperar
los axones dafiados. Para ello es importante considerar los diferentes tipos celulares

implicados y la relacion entre los mismos a nivel periférico y tisular.

1.7.- Neuroinmunologia en la autoinmunidad

Como se ha comentado anteriormente, una terapia efectiva en enfermedades
autoinmunes, como la EM, seria aquella capaz de combinar efectos inmunomoduladores
regulando procesos autoreactivos, modulando la respuesta inflamatoria y restaurando la
tolerancia inmunoldgica. En los ultimos afios, se ha observado un creciente nimero de
neuropéptidos con capacidad de regular la respuesta immune y con potentes efectos

terapéuticos en diversos modelos de enfermedades inflamatorias y autoinmunes.

1.7.1.- Comunicacion de los sistemas inmunitario y neuro-endocrino

En las ultimas décadas, se ha hecho evidente que la homeostasis corporal es posible
gracias al balance controlado entre los sistemas fisioldgicos que modulan el ambiente interno
del organismo. Asi, existe una conexion bidireccional entre los sistemas neuro-endocrino e
inmunitario, mediado por una compleja red de células y mediadores que permiten la
coordinacion de respuestas frente a diferentes estimulos. Frente a sefiales de peligro externo o
interno, el sistema inmunitario informa al sistema neuro-endocrino de que se esta produciendo
una infeccion, dafio o inflamacién. El SNC responde a esta informacion con cambios que
incluyen fiebre, efectos en el comportamiento y el metabolismo, letargia y somnolencia. De
manera inversa, el sistema inmunologico esta controlado por el SNC, principalmente en
respuesta a estrés fisico o ambiental. (Sternberg 2006). La regulacion del sistema inmunitario
por el SNC ocurre de forma local o sistémica. E1 SNP provee la primera linea de defensa local
en sitios de inflamacion a través de la liberacion de determinados neuropéptidos (como la
Substancia P, bradiquinina y la hormona liberadora de la corticotropina). Estos deben
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amplificar o facilitar la inflamacion induciendo vasodilatacion, aumento del flujo sanguineo,
adhesion y migracion de leucocitos a la zona inflamada, fagocitosis y produccion de factores
citotéxicos como prostaglandinas y 6xido nitrico.(Sternberg 2006) .

El efecto de los factores neuroendocrinos en la respuesta inflamatoria puede variar a lo
largo del proceso, contribuyendo al aumento o la disminucion de la respuesta inflamatoria. De
esta forma, a lo largo del proceso y dependiendo del tipo de estimulo, se pueden activar
grupos neuronales en el hipotalamo que disparan vias de sefializacion dirigidas a desarrollar
una respuesta anti-inflamatoria e inmunosupresora para limitar la respuesta inmune que se
est¢ produciendo. El sistema nervioso simpdtico (o adrenérgico) y el parasimpatico (o
colinérgico), junto con los ejes hipotalamo-hipofisis-suprarrenal/gonadal/tiroide son la
principal ruta de inhibicién de la inflamacion a nivel regional y sistémica a través de la
inervacion de los érganos inmunes y de la produccién de hormonas. Los glucocorticoides son
el ejemplo clasico de agente inmunorregulador enddgeno producido por estas rutas en
respuesta a estrés y/o inflamacion sistémica. Ademds de los corticoides, los estrogenos y
catecolaminas también se inducen y liberan bajo estas condiciones. Otro ejemplo anti-
inflamatorio y anti-nociceptivo son los opiodes liberados durante procesos de inflamacion
neurogénica. Por otro lado, se ha demostrado que varios neuropéptidos se liberan en las
terminaciones nerviosas periféricas del sistema nervioso (sensoriales y eferentes), en las
proximidades de las células inmunes (Shibata, Hisajima et al. 2008).

Esta interaccion entre los sistemas inmunitario y neuro-endocrino es posible porque
existe un lenguaje bioquimico comun (Figura 1.10). Asi, citoquinas producidas por las células
inmunes actuan sobre células del sistema neuro-endocrino, y células del sistema inmunitario
reconocen neurotransmisores, neuropéptidos y hormonas producidos por el sistema nervioso y
endocrino. La comunicacion bidireccional entre el sistema inmunitario y el neuro-endocrino
se refuerza con los hallazgos de que células de ambos sistemas pueden producir mediadores
que anteriormente se pensaba que eran exclusivos de uno de ellos. (Blalock 2005). Asi,
células del sistema inmunologico pueden producir neuropéptidos en respuesta a sefiales
inflamatorias, y estos neuropéptidos pueden actuar de forma paracrina y/o autocrina sobre

receptores especificos presentes en las células del sistema inmunitario.
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Figura 1.10 — Interaccion entre los sistemas inmunoldgico y neuro-endocrino
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1.7.2.- Neuropéptidos inmunomoduladores

En los ultimos afos se ha caracterizado el efecto de diversos neuropéptidos con
capacidad de regular la respuesta inflamatoria y con potentes efectos terapéuticos en diversos
modelos de enfermedades inflamatorias y autoinmunes. Actualmente se reconocen unos 40
neuropéptidos con efectos inmunomoduladores. La mayoria muestra un perfil anti-
inflamatorio actuando sobre la respuesta inmune innata, pero solo un nimero limitado es
capaz de modular la respuesta inmune adquirida. Entre ellos destacan VIP (del inglés
vasoactive intestinal peptide), PACAP (del inglés, pituitary adenylate ciclase-activating
polypeptide), MSH (del inglés, melanocyte-stimulating hormone), Neuropéptido Y (NPY),
Urocortina (UCN), Adrenomedulina (AM), y Grelina (GHR) (Gonzalez-Rey, Delgado-
Maroto et al. 2010). De acuerdo a su secuencia y estructura, estos péptidos no estan
relacionados entre si, y su origen y acciones fisiologicas en el organismo son muy diferentes
(Tabla 1.1(Gonzalez-Rey, Chorny et al. 2006)). Sin embargo, desde el punto de vista
inmunologico, presentan algunas caracteristicas comunes que los convierten en reguladores
potenciales de la respuesta inmune: son producidos por células inmunes, generalmente en
repuesta a inflamacion, dafios en el tejido, o estimulacién antigénica; algunos de sus
receptores son expresados en células inmuncompetentes; tienen efectos anti-inflamatorios y
muestran diversos efectos reguladores sobre respuestas mediadas por células T.

Estudios recientes han demostrado la relevancia de estos neuropéptidos para la salud al
caracterizar su efecto terapéutico en diversos modelos de enfermedades autoinmunes e
inflamatorias. El tratamiento con estos péptidos disminuye la severidad y progresion de la
enfermedad en modelos animales de sepsis, artritis reumatoide, uveoretinitis, enfermedad
inflamatoria del intestino, esclerosis multiple, etc. En concreto, la administracion de estos
péptidos previenen la muerte por choque endotoxico en un modelo animal de sepsis,
aumentan la supervivencia y reducen la pérdida de peso en colitis en un modelo experimental
de enfermedad de Crohn, y previenen la progresion de artritis inducida por colageno. En
situaciones de neuroinflamacion, se ha descrito que el tratamiento con VIP suprime la
neuropatologia de la EAE al reducir la inflamacion del SNC regulando un amplio espectro de

mediadores pro-inflamatorios y, al mismo tiempo, bloqueando selectivamente la
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autorreactividad encefalitogénica dependiente de la respuesta Thl (Gonzalez-Rey, Fernandez-
Martin et al. 20006).

El efecto terapéutico de estos péptidos estd asociado con una regulacion de los
componentes principales presentes en estas enfermedades: suprimen los eventos tempranos
asociados con el inicio y establecimiento de la respuesta autoinmune frente a componentes del
tejido diana, asi como las fases tardias asociadas con la destructiva respuesta inflamatoria. En
concreto, estos neuropéptidos alteran el desarrollo de células T autoreactivas y modulan el
balance de células Th1/Th17 y Th2, su entrada en el 6rgano diana, y disminuyen la
produccion y liberacion de mediadores inflamatorios, implicados en el dafio local y sistémico.
Al mismo tiempo, estimulan la produccion de citoquinas anti-inflamatorias como IL-10. El
efecto sobre la respuesta Thl resulta indirectamente en una disminucion en los niveles de
autoanticuerpos (especialmente el isotipo IgG2a, implicado en la activacion del complemento
y de neutrofilos), lo que contribuye a reducir el dano en el tejido Finalmente, estos
neuropéptidos inducen la expasion periférica de células T reguladoras CD25+FoxP3+ a partir
de la poblacién de CD4+CD25-. En el caso de aMSH, VIP y PACAP, la generacion de Treg
puede ocurrir también a partir de células dendriticas tolerogénicas (generadas por estos
neuropéptidos a partir de precursores de médula dsea o monocitos). Un aspecto interesante de
las funciones de estos péptidos ha sido descrito recientemente en relacion a sus caracteristicas
estructurales. Asi, en base a su secuencia de aminoacidos, VIP, aMSH, GHR, y AM tienen
una carga neta positiva con una distribucion anfipatica que recuerda a la presente en algunos
péptidos antimicrobiales. En este sentido, se ha descrito recientemente su capacidad
antimicrobial frente a diversos tipos de bacterias Gram+ y Gram-, y frente a parasitos
protozoarios de los géneros de Trypanosoma (7. brucei) y Leishmania, los cuales presentan
en superficie una importante carga negativa (Gonzalez-Rey, Chorny et al. 2006).

Estos resultados indican que los neuropéptidos son capaces de regular la respuesta
immune en diferentes niveles (Figura 1.11). Pero ;como es posible que estos neuropéptidos

puedan modular esta gran cantidad de mediadores y procesos?
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La clave del potente espectro de accion de estos neuropéptidos reside en su alta afinidad
por receptores transmembrana acoplados a proteinas G (GPCR, del inglés G-protein-coupled
receptor) que sefalizan a través de la via AMPc-PKA. Mediante la union al receptor, los
neuropéptidos inducen un aumento de cAMP (del inglés, cyclic AMP) y la activacion de la

PKA (proteina quinasa A), que tiene cuatro efectos principales (Gonzalez-Rey, Chorny et al.

2007) (Figura 1.12):
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Figura 1.12 — Mecanismo de accion de los neuropéptidos inmunomoduladores
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1) La activacion de PKA induce la fosforilacion de CREB (del inglés, cAMP-
responsive-element-binding protein) que, debido a su alta afinidad por CBP (del inglés, co-
activator CREB-binding Protein) evita la asociacion de CBP con p65 (componente clave de la
via de NF-kB).

2) PKA activada inhibe la activacion de IKK (del inglés, /B kinase), lo que impide la
fosforilacion de IkB y consecuentemente mantiene la estabilidad del complejo NF-kB (del
inglés, nuclear factor-xB) en el citosol.

3) La activacion de PKA inhibe la activacion y fosforilacion de MEKK1 (del inglés,
MAPK/ERK kinase kinase 1) comprometiendo la fosforilacion de p38, lo que impide la
fosforilacion de TBP (del inglés, TATA-binding protein) bloqueando la translocacién nuclear
de TBP. La unioén de TBP fosforilada a la region TATA del DNA, es esencial para la actividad
de la DNA polimerasa II.

4) La inhibicion de MEKK1 por PKA posteriormente, desactiva JNK y la fosforilacion
de cJun. Se produce un cambio en la composicion del complejo AP-1 (del inglés, activator

protein 1), que requiere para su funcionalidad la presencia de cJun fosforilado.

La consecuencia final de la activacion de la via AMPc-PKA, tras la union de los
neuropéptidos a sus respectivos receptores, es la inhibicion del complejo transcripcional y
consecuentemente la uniéon del mismo a los promotores de diversos genes involucrados en
inflamacion.

Ante la diversidad de acciones mediadas por algunos neuropéptidos, una cuestion
importante es el papel fisiologico desempefiado por los neuropéptidos endogenos en el
mantenimiento de la homeostasis inmune. De hecho, animales deficientes en uno de estos
neuropéptidos o de sus receptores, han mostrado la relevancia de las alteraciones de sus
niveles y la asociacién con la aparicion de desordenes inflamatorios y autoinmunes. Por
ejemplo, la ausencia de VIP, AM o UCN o los receptores de VIP/PACAP resulta en una
mayor susceptibilidad a la inflamacion de las vias respiratorias y a la endotoxemia (Martinez,
Abad et al. 2002). Los bajos niveles de GHR en edotoxemia y artritis estan asociados con un
mayor dafio inflamatorio causado por estas enfermedades. No solo la respuesta inflamatoria
innata parece estar afectada. Ratones deficientes para el receptor de VIP, VPAC2, muestran
una respuesta Thl exacerbada in vivo (Goetzl, Voice et al. 2001). Un trabajo reciente con
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ratones deficientes en PACAP apoyan los hallazgos del efecto terapéutico de los
neuropéptidos en un entorno autoinmune. Se ha demostrado que estos ratones presentan una
mayor incidencia y severidad en el modelo de EAE, un aumento de la respuesta Thl
encefalogénica y una disminucién de células Treg antigeno-especifica (Tan, Abad et al.
2009). Otro estudio utilizando ratones deficientes en GHR ha demostrado que este
neuropéptido desempefia un papel importante en la funcion y la evolucion del timo (Youm,
Yang et al. 2009). En humanos se ha comprobado que pacientes con artritis, endotoxemia,
gastritis y colitis ulcerosa muestran niveles elevados de UCN y AM. En muestras de pacientes
con desordenes degenerativos como Alzheimer o Parkinson tienen bajos niveles de VIP, lo
que también ocurre en pacientes con lupus y tiroiditis autoinmune (pacientes en los que se han
encontrado niveles significativos de autoanticuerpos frente a VIP). De forma importante,
estudios recientes han mostrado que monocitos, sinoviocitos y células T de pacientes con
artritis reumatoide, osteoartritis y esclerosis multiple, respectivamente, expresan bajos niveles
de los receptores de VIP, con lo que la respuesta a este neuropéptido es mucho menor. Este
hecho se relaciona con una respuesta Thl autoreactiva aberrante en estos pacientes, y, en el
caso de la artritis y espondilitis, estd genéticamente asociada con un polimorfismo funcional
de la region 3°del receptor de VIP, VPACI.

En conjunto, estos resultados sugieren que los neuropéptidos y sus receptores son
reguladores intrinsecos de la tolerancia inmunologica, y que un defecto en su sistema de
sefializacion afecta al mantenimiento de la homeostasis inmune. Podria ser que los
neuropéptidos no actiien en circunstancias normales, pero tengan un papel relevante cuando el
sistema inmunoldgico estd tratando de adaptarse a distintos tipos de problemas (ej.
condiciones autoinmunes), y, junto con otras citoquinas, podria considerarse como parte del
lenguaje del estrés en el sistema inmunitario.

Los efectos inmunomoduladores y pleiotropicos de los neuropéptidos sugieren
numerosas posibilidades terapéuticas. Los avances en este campo en los ultimos afios invitan
a ser optimista en la aplicacion futura de neuropéptidos con fines terapéuticos en humanos.
Uno de los estudios mas relevantes con los neuropéptidos en fase clinica, es en el que se ha
realizado mediante la administracién exdgena de VIP en pacientes con sarcoidosis activa, una
enfermedad mediada por macréfagos y células Thl. En este ensayo clinico, se demostrd que
la inhalacion de VIP redujo significativamente la secrecion de TNF-o y expresion de
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moléculas co-estimuladoras en células broncoalveolares e indujo un aumento del nimero de
células Treg en el liquido broncoalveolar (Prasse, Zissel et al. 2010). En cuanto a su
toxicidad, los neuropéptidos se han administrado en humanos sin aparentes complicaciones o
efectos secundarios. Los neuropéptidos son compuestos fisioldgicos intrinsecamente no
toxicos. Son moléculas pequefias e hidrofilicas que llegan rapidamente al sitio de inflamacion
y son rapidamente eliminadas de la circulacion a través de los mecanismos naturales de
detoxificacion hepatica. Por ejemplo, la infusion sistémica de la GHR en los pacientes con
caquexia e infecciones pulmonares cronicas provoca una disminucion significativa en la
inflamacion de las vias respiratorias sin efectos secundarios asociados (Kodama, Ashitani et
al. 2008).

A pesar de la eficacia descrita tras la administracion de los neuropéptidos como
tratamiento en determinadas enfermedades, existen ciertos obstdculos que tienen que ser
resueltos para conseguir su aplicacion terapéutica. Debido a su naturaleza peptidica, estas
moléculas son muy inestables y sensibles a degradacion proteolitica. En este sentido, se han
propuesto distintos abordajes con el fin de aumentar la estabilidad de los neuropéptidos,
como modificaciones en la secuencia de aminoacidos o la co-administracion con inhibidores
de peptidasas. Por otro lado, se intenta mejorar la llegada de estos péptidos al sitio diana
mediante su incorporaciéon en micelas, nanoparticulas, liposomas, y el uso de vectores
lentivirales. La combinacion de estos neuropéptidos con inhibidores de fosfodiesterasas
(enzimas implicadas en la degradacion del AMPc) es otra de las estrategias terapeuticas que
se estan desarrollando en el tratamiento combinado con los péptidos frente a diferentes

desoérdenes inmunologicos.
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1.8.- Cortistatina

La cortistatina (CST) es un neuropéptido de la familia de la somatostatina
(SOM)/urotensina II (UII).(De lecea nature 381 242 1996). Fue descubierta en 1996 en el
cerebro de la rata. El nombre de este péptido se debe a su expresion predominantemente
cortical y a su capacidad de disminuir la actividad de dicha zona del sistema nervioso. La
CST deriva de una preproproteina (preproCST) de 114 aminoacidos en ratén y 105
aminoacidos en humanos. La preproCST genera la proCST tras un procesamiento
proteolitico del precursor que puede ocurrir en dos sitios diferentes de la secuencia
aminoacidica, Lys-Lys o Lys-Arg, generando la CST-14 o la CST -29, respectivamente.
Cuando este procesamiento ocurre en ambos sitios de escision, se produce una isoforma de
13 aminoacidos (CST-13) (Puebla, Mouchantaf et al. 1999). El procesamiento de la
preproCST humana ocurre en dos sitios Arg-Arg dando lugar a la hCST-29 o a la hCST-17.
Mientras que la CST de raton y rata son idénticas, la proteina humana tiene una Unica
sustitucion de 1 aminodcido y 3 aminoécidos adicionales en la region C terminal (en la forma
hCST-17). PreproCST ha sido clonada a partir de diferentes tejidos periféricos en humanos,
incluyendo corazén fetal, pulmones, prostata, rifion y algunos tumores (Dalm, Van Hagen et
al. 2004). Es importante destacar que la presencia del RNAm para preproCST pero no para la
SOM, ha sido detectada en células del sistema inmunologico.

CST comparte 11 de los 14 aminoacidos con SOM, incluyendo el ntcleo de
aminoacidos hidrofobicos (FWKT) y las dos cisteinas que mediante un puente disulfuro
permiten la formacién de la estructura ciclica en ambos péptidos. Con base a la similitud
estructural entre ambos neuropéptidos, CST se une con alta afinidad a los receptores de SOM
(SST1-5) (Figura 1.13) (Fukusumi, Kitada et al. 1997), con la que comparte varias
propiedades bioldgicas, como la disminucion de los niveles de cAMP en células de la
hipofisis, la inhibicion de la proliferacion celular y la disminucion de la actividad neuronal en
el hipocampo (de Lecea et al., 1996). Ademas, ambos péptidos parecen reducir la actividad

neuronal en el hipocampo e inducen el desarrollo de convulsiones (Spier and de Lecea 2000).
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Figura 1.13 - El efecto diferencial
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A pesar de la gran similitud estructural y funcional con SOM, la CST presenta
importantes diferencias funcionales respecto a la SOM. Por ejemplo, presentan una accidon
diferencial en la induccion del suefio: la inyeccion intracerebral de CST provoca un aumento
del suefio mientras que la somatostina disminuye esta accion. Durante la vigilia y el suefio hay
una variacion en los niveles de acetilcolina. Se ha demostrado que la CST antagoniza los
efectos de la acetilcolina, mientras que la SOM mejora los efectos de la misma. (de Lecea,
Criado et al. 1996). De acuerdo con la hipdtesis de que la CST es un factor inductor de suefio,
la privacion del suefio aumenta la concentracion del RNAm de preproCST y sus niveles
oscilan a lo largo del ciclo luz / oscuridad (Cirelli, Faraguna et al. 2006). Por otro lado, la
CST afecta a la reduccion de la actividad locomotora en contraste con el efecto de la SOM.
Recientemente se ha descrito el papel de la SOM y la CST en la modulacién del dolor. En
ensayos in vitro cultivos primarios de ganglios de la raiz dorsal (DRG, del inglés, Dorsal Root
Ganglia) estimulados con capsaicina, se ha comprobado que ambos péptidos son capaces de
reducir la liberaciéon del principal neuropéptido modulador del dolor CGRP (del inglés

Calcitonin Gene-Related Peptide). Sin embargo, solo la CST, y no la SOM, ha sido capaz de
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inhibir la liberacién de CGRP en cultivos organotipicos de cerebro estimulado con capsaicina
(Capuano, Curro et al. 2011).

Las diferencias funcionales descritas entre SOM y CST junto con el hecho de que en
ratones deficientes en SOM no exista un aumento en la expresion de CST, sugiere que la CST
no tiene un papel compensatorio, y que la CST podria estar uniéndose a otros receptores
distintos de los de SOM. De hecho se ha descrito que este neuropéptido es capaz de unirse y
sefalizar a través del receptor de grelina, el GHSR (del inglés, Growth hormone secretagogue
receptor), con la consecuente activacion de la via de AMPc/PKA dando lugar a un efecto
anti-inflamatorio. Ademas de unirse a GHSR, se ha descrito que la CST se une con mayor
afinidad al receptor huérfano recién descubierto en humanos MrgX2, mientras que SOM se
puede unir a este receptor pero con baja afinidad. (Robas, Mead et al. 2003). La unién con
GHSR y MrgX2 es una explicacion plausible para las distintas acciones de ambos péptidos
(Figura 1.13). Sin embargo, MrgX2 no se expresa en roedores y su receptor homologo esta
ain por identificar. Ademas, los heterodimeros de los receptores de SOM y moléculas
modificadores de la actividad de los receptores, RAMPs (del inglés, Receptor activity-
modifying proteins) también podrian explicar las diferencias funcionales entre CST y SOM.
Asi, dependiendo del tipo celular, del contexto y del tipo de estimulacion, las rutas de
sefalizacion desencadenadas por la union del péptido al receptor son diferentes incluyendo

activacion de PKC (proteina quinasa C), induccion de AMPc, o aumento de Ca intracelular.

1.8.1 — El papel de CST en la respuesta inmune

Varias células del sistema inmunitario humano, incluyendo linfocitos, monocitos,
macrofagos y células dendriticas, producen CST pero no SOM, y sus niveles de produccion se
correlacionan con la diferenciacion y activacion de estas células. Tanto la maduracion de los
monocitos a macrofagos y/o células dendriticas maduras, como la estimulaciéon con LPS,
inducen un aumento de la expresion de CST (Dalm, van Hagen et al. 2003). Estos
resultados sugieren un papel regulador endogeno de la CST en el sistema inmunolégico,
principalmente en procesos inflamatorios.

La CST ejerce su efecto a través de los receptores mencionados anteriormente los cuales
también se expresan en diferentes tipos celulares del sistema inmunitario como macrofagos,
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monocitos, células dendriticas, células T, y neutrofilos. Diferentes experimentos in vitro han
demostrado que en condiciones de inflamacion, CST inhibe la produccion de varias citocinas
y mediadores pro-inflamatorios como TNF-a, IL-6, IL-12, 6xido nitrico y de quimioquinas
(RANTES, MCP-1, MIP-1, MIP-2, KC), y estimula la produccién de agentes anti-
inflamatorios como IL-10 e IL-1Ra (Gonzalez-Rey and Delgado 2006). Todo esto se traduce
en un potente efecto terapéutico por parte de la CST en modelos de choque endotdxico, colitis
y artritis inducida por coldgeno (Gonzalez-Rey and Delgado 2006), donde el tratamiento con
CST disminuy6 el componente inflamatorio y, por tanto, la progresion y signos clinicos de
dichas enfermedades (Tabla 1.2) Los efectos terapéuticos de la CST en inflamacién intestinal
y artritis reumatoide se han asociado también con una inhibicién de la respuesta tipo Thl
especifica de antigeno. Hay que sefalar que, aunque la SOM también posee alguno de estos
efectos inmunomoduladores (Krantic, 2000; Pinter, 2006), comparativamente el efecto de la
CST tanto in vitro como in vivo fue siempre mas eficiente. Ademas, se ha visto que la
administracion de CST induce la generacién de Treg CD4 CD25 Foxp3™ en los ganglios
mesentéricos de ratones con colitis y en las articulaciones de ratones con artritis reumatoide
(Gonzalez-Rey, Varela et al. 2006; Gonzalez-Rey, Chorny et al. 2007), lo que sugiere que la
CST podria restaurar la tolerancia inmunologica que se ha perdido en estos desordenes y

contribuir asi a su efecto terapéutico.

Familia® Receptor b Fuente principal © Funccidn fisiologica d
Somatostatina SSTI1-5 SNC ¥ actividad locomotora
MRGX2 rifion A somnolencia
GHSR estomago ¥ hormonio del crescimento

¥ proliferacion celular

Receptor/Células
Lo f
Inmunolagicas

Fuente Inmunolagica *

Funcién inmunelogica ®

.
Terapia

¥ citoquinas y quimioquinas mflamatorias Sepsis
SST1-5/T.M¢$p.Mo.DC T A produccion de IL-10/TGE-b RA
GHSR/T.M¢. Mo monocitos ¥ proliferacién de células T IBD

macrofagos

¥ respuesta/diferenciacion Thl
A células Tregs

Tabla 1.2 - Generalidades del neuropéptido CORTISTATINA. a) Familia de péptido que presenta alguna homologia com la secuencia y estructura con
la CST; b) Receptores a través de los cuales la CST exerce sus funciones ; ¢) Tejido o drganos con significante mveles del neuropéptido ;d) Printcipales
efectos fisiologicos de la CST en diferentes organos y tejidos; e) Células del sistema mmunologico capaces de expresar CST; f) Células del sistema
mmunologicas expresando los diferentes subtipos de receptores en que CST puede se umir; g) Principales efectos de este neuropéptido en la respuesta
mflamatéria v autoinmune; h) Efectos benéficos de CST en diferentes modelos de enfermedades autornmune.
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Estos resultados obtenidos en modelos in vivo e in vitro refuerzan la idea de CST como
un agente inmunomodulador con potenciales aplicaciones terapéuticas. Como se ha
comentado anteriormente, la CST ejerce su efecto mediante la union a diversos tipos de
receptores que incluyen los receptores de la SOM y el GHSR, (Deghenghi, Papotti et al.
2001). La amplia distribucion de GHSR en las células del sistema inmunologico y el papel
funcional de la GHR como un modulador de linfocitos, macrofagos y células dendriticas
sugieren un posible papel de CST senalizando a través del mismo receptor. De hecho se
demostrd que, en un modelo de artritis inducida por colageno, la CST ejerce sus efectos
terapéuticos parcialmente a través del receptor de GHR, ya que su efecto se podia revertir
parcialmente con un antagonista del GHSR (Gonzalez-Rey, Chorny et al. 2007). La union al
receptor de GHR explica los efectos anti-inflamatorios de CST, dado que el GHSR es un
receptor acoplado a la via de AMPc-PKA, que estd intimamente relacionada con la inhibicion
de diversas citoquinas inflamatorias. (Figura 1.12). Asi, la capacidad de la CST de unirse a
diferentes receptores y activar diferentes vias de transduccion podria explicar en parte el
efecto de la CST en los modelos inflamatorios y autoinmunes y su mayor eficiencia respecto

al uso de la SOM y otros agonistas.

1.8.2 — El papel de CST en el sistema nervioso

El analisis de la distribucion de la preproCST determinada por hibridacion in situ en
secciones de cerebro de rata indica que se expresa en neuronas del cortex cerebral e
hipocampo, y, en bajos niveles, en bulbo olfatorio y el estriado, principalmente en neuronas
GABA¢érgicas. Sin embargo, no se ha detectado expresion en el tdlamo, mesencéfalo, tallo
cerebral, o cerebelo.

Entre los principales efectos de la CST en el sistema nervioso destaca la disminucion de
la actividad motora (Criado, Li et al. 1999), la induccién de convulsiones (cuando se inyecta
intracerebroventriculamente en dosis muy altas, > 10pg), y la induccién de suefio. También la
inyeccion intracerebroventricular parece afectar al aprendizaje y la memoria a largo plazo, lo
que se relaciona con la inhibicién por parte de la CST de la neurotransmision glutamatérgica.
En el SNC se ha demostrado que la CST podria modular el establecimiento de conexiones
sinapticas en el neocortex e hipocampo durante el desarrollo, debido a la relacion que tiene

60



Introduccion

con el factor neurotr6fico BDNF. Por otra parte, la CST ejerce efectos neuroprotectores en
condiciones de isquemia o trauma cerebral disminuyendo la liberacion de neurotransmisores
excitotoxicos (Rauca, Schafer et al. 1999). Otro ejemplo de la importancia de CST como
neuroprotector es que se ha visto que existe una menor expresion de CST en retinas de
individuos diabéticos, lo que se corresponde con una mayor neurodegeneracion medida por
activacion de microglia y muerte celular neuronal

Un dato interesante es que, aunque la expresion de CST es bastante abundante en el
SNC (principalmente en cortex e hipocampo), no se detecta en el mesencéfalo, region del
cerebro afectada en desordenes como la enfermedad de Parkinson, donde ademas existe una
mayor abundancia de microglia y donde es mayor la sensibilidad a la neurotoxicidad
desencadenada por su activacion. Por otro lado, en individuos enfermos con Alzheimer o
Parkinson existe una disminucion drastica en los niveles de CST. De hecho, se ha visto que en
ratones transgénicos que sobreexpresan el precursor de la proteina 3 amiloide humana se
produce un déficit en la expresion de CST, en comparacion con lo que ocurre en ratones
normales en los que la expresion de CST en el hipocampo aumenta con la edad (Winsky-
Sommerer, Spier et al. 2004). Esta deficiencia en CST podria estar relacionada con algunos de
los problemas derivados de esta enfermedad como el aprendizaje espacial dependiente del
hipocampo sugieriendo una posible implicacion de este péptido en desordenes del sistema
nervioso. Sin embargo, la caracterizacion del papel de CST en el control de la respuesta
inflamatoria en el compartimento del SNC es muy escasa. Uno de los pocos estudios
realizados en este campo, mostro que la CST pero no la SOM, es capaz de disminuir la
produccion de prostanoides de cultivos primarios de astrocitos corticales de rata y de cultivos
primarios de microglia cortical estimulados con IL-1f, disminuyendo la expresion de COX-2
(Dello Russo, Lisi et al. 2009). También se ha comprobado recientemente que la CST fue
capaz reducir el ambiente inflamatorio generado en un modelo de meningoencefalitis
bacteriana ejerciendo al mismo tiempo un efecto neuroprotector (Chiu, Wen et al. 2011).
Estos resultados sugieren un importante papel de la CST en el SNC tanto en condiciones
basales como en enfermedades neurodegenerativas como la esclerosis multiple, la enfermedad
de Alzheimer y/o la enfermedad de Parkinson, donde existe una combinacion de diferentes

componentes como la  autoinmunidad, inflamacion, 'y  neurodegeneracion.
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2 - HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Aunque la etiologia tanto de la esclerosis multiple, como de su modelo
experimental EAE, no se conoce aln, lo que si parece bastante establecido es que ambas
alteraciones neurodegerativas tienen dos componentes patologicos responsables de la
desmielinizacion del SNC: un componente inflamatorio destructivo y un componente
autoinmune caracterizado por una respuesta tipo Th1/Th17 encefalogénica. Puesto que las
actuales estrategias terapéuticas para tratar la esclerosis multiple estan encaminadas a
tratar alguin aspecto de estos dos componentes, cortistatina, como agente anti-inflamatorio
y a la vez capaz de desactivar la respuesta inmune tipo Thl, puede presentar una ventaja
muy atractiva frente a otros agentes que controlen un aspecto particular de esta
neuropatologia. Ademads, la posibilidad de que cortistatina est¢ favoreciendo Ia
generacion/activacion de células T reguladoras, y el consiguiente restablecimiento de la
tolerancia inmunologica perdida, garantizaria que un tratamiento corto con este péptido
fuera suficiente para evitar recurrencia de la enfermedad a largo plazo. Por otra parte, la
CST parece ser esencial en la homeostasis del SNC actuando como factor neuroprotector
en distintas circunstancias de dafio y estrés cerebral. Por tanto, en el presente trabajo nos
propusimos estudiar la posible aplicacion terapéutica de CST en la esclerosis multiple,
utilizando el modelo de EAE, que guarda un gran nimero de similitudes tanto a nivel
clinico como histopatolégico con la enfermedad, asi como conocer los mecanismos
celulares y moleculares implicados en este posible efecto terapéutico. En base a las
caracteristicas inmunomoduladoras y neuroprotectoras de la CST esperamos que el
tratamiento con este neuropéptido prevenga el desarrollo y/o cure total o parcialmente la
esclerosis multiple. Por un lado a través de un efecto anti-inflamatorio en el parénquima
nervioso, inhibiendo la sintesis de mediadores proinflamatorios y citotdxicos, y evitando
la invasion del SNC por diferentes células inmune, y por otro lado, favoreciendo la
regeneracion neuronal generando factores neurotroficos y aumentando la supervivencia

de las células residentes. Los objetivos concretos planteados en este trabajo han sido:
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Estudiar el efecto del tratamiento con cortistatina in vivo en el modelo de
enfermedad autoinmune inflamatoria degenerativa EAE, estudiando los parametros

clinicos e histopatologicos caracteristicos de la enfermedad.

Analizar el efecto de CST en los niveles de citoquinas y quimioquinas

proinflamatorias y anti-inflamatorias en el SNC de animales con EAE.

Estudiar el efecto de CST sobre la respuesta autorreactiva Th1/Th17 en el modelo
de EAE, analizando la proliferacion de células CD4 autorreactivas, y el perfil de
citoquinas de linfocitos de ganglios linfaticos cervicales de los animales con los

diferentes tratamientos.
Estudiar la generacion de células T reguladoras en ratones con EAE tras el
tratamiento con CST. Determinar la participacion de estas células T reguladoras en el

potencial efecto terapéutico en EAE.

Investigar la participacion en el efecto terapéutico de CST, de la regulacion con este

neuropéptido de la activacion de las células gliales in vitro

Estudiar el papel endogeno del neuropéptido CST, -caracterizando el perfil

inmunolégico de ratones deficientes en CST (CST-KO) en el modelo de EAE.
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3 - MATERIALES Y METODOS

3.1 - Productos guimicos

En general, los compuestos quimicos y materiales basicos que se han utilizado en la
realizacion de esta tesis fueran suministrados por las siguientes compafiias: MERCK, Sigma,
PAA, Fluka, Promega, New Englad Biolabs, Pharmacia, Moleculas Probes, Difco, Nunc,

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, BD Bioscience y BioRad.

3.2 - Péptidos
El péptido PLP 139-151 (HCLGKWLGHPDKF) se adquirié de la casa comercial Peptides

International. El péptido MOG 35-55 (MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK) se sintetizo y se
obtuvo de la compafiia GeneScript. Tanto PLP como MOG se disolvieron en PBS libre de
Cat++ y Mg++, y se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion. Los neuropéptidos Grelina y
Cortistatina fueron adquiridos en American Peptides y Phoenix Pharmaceuticals. Estos
péptidos se disolvieron en tampon fosfato 20 mM pH 7.0, y se guardaron a -80°C hasta su

uso.

3.3 - Tampones y soluciones:

Tampon de carga de acidos nucleicos 10x: glicerol 70% (v/v), sarcosil 5% (p/v), azul de
bromofenol 2% (p/v), xilano cianol 2% (p/v), EDTA 0.1 mM pH 8.

Tampon de lisis de eritrocitos (ACK): NH4C1 0.15 M, KHCO3; 1 mM, EDTA 0.1 mM
Tampon fosfato salino (PBS): NaCl 130 mM, Na,HPO4 70 mM, NaHPO4 3 mM, pH 7.2
Tampon TAE 50x: Tris HC1 2 M pH 7.2, EDTA 50 mM pH 8

Tampon de lisis de 6rganos: Tris-HCL 50 mM pH 7.4, DTT 0.5 mM

Tampon de lavado para citometria de flujo: SFB 10%, azida sodica 1% en PBS.
Tampon de lavado para ELISA: Tween 0.1% en PBS

Tampon de bloqueo para ELISA: SBF 10% en PBS

Tampon monofosfato para ELISA (solucién A): NaH,PO4 0.2M

Tampon bisfosfato para ELISA (solucion B): Na,HPO4 0.2M

Tampon de union pH 9 0.1M: 10 ml solucién B + 9 ml H,O MilliQ
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Tampon de union pH 6 0.1M: 8.77ml solucion A + 1.23 ml solucion B y 10 ml H,O MilliQ

3.4 - Medios de cultivo

DMEM completo: Medio DMEM (Dulbecco-modified Eagle Medium, PAA) suplementado
con suero bovino fetal (SBF) 10% (Gibco), penicilina (100.00U, Sigma), estreptomicina
(100mg/1, Sigma), L-glutamina (2mM, Sigma). El DMEM completo se ha utilizado para el
cultivo de macrofagos peritoneales, y durante la estimulaciéon de astrocitos y microglia

primaria.

DMEM 10:10:1: Medio DMEM suplementado con SBF 10%, suero de caballo 10% (Gibco)
penicilina (100.00U), estreptomicina (100mg/l), L-glutamina (2mM), HEPES (10mM), B-
mercaptoetanol (50 uM). E1 DMEM 10:10:1 se ha utilizado en los cultivos de cerebros de
neonatos de ratones para el aislamiento de astrocitos, precursores de oligodendrocitos y

microglia.

DMEM/F12+FC: Medio DMEM/F12 (DMEM/Nutrient Mixture F-12, Gibco) libre de suero
suplementado con los siguientes factores de crecimiento (FC): Apo-Transferrin 25 pug/ml
(Sigma), Biotina 10 nM (Sigma), Selenito de sodio 30 nM (Sigma), Putrescina 1 pg/ml
(Sigma), Insulina 5 pg/ml (Sigma), Hidrocortisona 20 nM (Sigma), Progesterona 20 nM
(Sigma), penicilina (100.00U), estreptomicina (100mg/1), BFGF (del inglés, Basic fibroblast
growth factor) 5 ng/ml (Peprotech), PDGF-AA (del inglés, platelet-derived growth factor) 5
ng/ml (Peprotech), BSA 0.1% (albimina de suero bovina, Fraction V, Gibco). El
DMEM/F12+FC se utiliz6 en los cultivos de mantenimiento de precursores de
oligodendrocitos y durante su diferenciacion (en que este medio se suplementa con 30 nM de

la hormona tiroidea T3 (Sigma).

El suero bovino fetal utilizado en todos los medios de cultivo se inactiva por calor a 56°C

durante 30 minutos antes de ser afiadido a los medios.
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3.5 - Animales y modelos de experimentacion:

Todos los estudios con animales se realizaron bajo la normativa de la Unidon Europea
sobre el manejo y uso de animales de laboratorio. Los modelos utilizados en esta tesis fueron
revisados y aprobados por el Comité de Etica en Experimentacion Animal del Instituto de
Parasitologia y Biomedicina “Lopez Neyra”. Los animales se mantuvieron en un ambiente
controlado con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas a una temperatura constate de 23°C. La
atencion diaria de los animales, ademas de la alimentacion y limpieza, se ha realizado por los
veterinarios y técnicos acreditados del animalario. Todos los ratones se mantuvieran provistos
de una dieta estandar y agua ad libitum.

Se han utilizado ratones SJL/J (modelo de EAE RR) y ratones C57BL/6 en el resto de
modelos (que incluyen: modelo cronico de EAE, modelo de ligacion y puncion cecal-CLP,
modelo de artritis reumatoide, modelo de artritis monoarticular, modelo de enfermedad
inflamatoria intestinal-IBD, y modelo de dolor inflamatorio). Aunque el modelo de EAE se
desarrolla especificamente en ratones C57BL/6, no es el fondo genético mas adecuado para el
desarrollo del modelo de artritis inducida por colageno ni para el de IBD, como queda
indicado en los apartados correspondientes. El uso de estos ratones se debe a que los ratones
deficientes en cortistatina (con los que se realiza el estudio) se han desarrollado en este fondo
genético. Los animales no transgénicos se obtuvieron del centro de produccion Charles River.

Los ratones deficientes en CST (CST-KO) se establecieron como colonia en el
animalario del IPBLN. Estos animales fueron generados en el laboratorio del grupo del Dr. L.
de Lecea utilizando la técnica Cre-LoxP (comunicacion personal) (Universidad de Stanford),
posteriormente cedidos al laboratorio del grupo del Dr J. Castafio (Universidad de Cordoba),
que, a su vez, nos facilito los animales suficientes para iniciar la colonia.

Los ratones deficientes en somatostatina (SOM-KO) también se encuentran en el fondo
genético de C57BL/6. Se utlizaron en el modelo de EAE. Fueron cedidos por el grupo del Dr.
J. Castafio (Universidad de Cordoba).

A no ser que se especifique lo contrario, los animales fueron anestesiados a la hora de
inducir los modelos con una mezcla de ketamina (Imalgene 1000, Merial) y acepromacina

(CalmoNeosan, Pfizer), via intramuscular a la concentracion de 0.8 mg/Kg de ketamina y 2
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mg/Kg de acepromacina. El sacrificio en los momentos indicados se llevd a cabo mediante

inhalacion con CO,,
3.5.1 - Induccién de EAE y tratamiento

a) Modelo crénico de EAE

Ratones C57BL/6 (hembras, 6-8 semanas de edad) previamente anestesiados con una
mezcla de ketamina/acepromacina via intramuscular, se inmunizaron subcutaneamente (i.sc)
con 150 pl por animal de una emulsion de 200 pg del péptido MOGss.ss en adyuvante
completo de Freund (CFA, del inglés Complete Freund's Adjuvant) suplementada con 400 pg
de Mycobacteriun tuberculosis H37RA (Difco). La administracion del MOG se reparti6 entre
la zona cervical y flancos laterales a ambos lado de la cola. Los ratones también recibieron
por via intraperitoneal (i.p) 200 ng de toxina pertussis (Sigma) en 200 pl de PBS en el
momento de la induccion (dia 0) y una segunda dosis tras 48 horas de la inmunizacion (dia 2).
Los primeros signos clinicos de la enfermedad empezaron alrededor del dia 14 post-
inmunizacion. En los ratones deficientes en CST y en SST se indujo la EAE de la misma

forma.

/ Figura 3.1: Induccién y tratamiento del modelo de EAE crdnico \
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b) Modelo de remision-recaida de EAE

En este modelo se utilizaron ratones susceptibles SJL/J (hembras, 6-8 semanas de edad),

anestesiados como en el caso anterior que se inmunizaron por i.sc. con 150 ug de PLP;39.5
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emulsionado en CFA con 400 pg de M. tuberculosis H37RA. La administracion del PLP se
realiz6 como en el caso anterior. Los ratones recibieron por via i.p 200 ng de toxina pertussis
en 200 pl de PBS el dia 0 y el dia 2. Los primeros sintomas de la induccion de la EAE se
observaron alrededor de los dias 11-14 post-inmunizacion, con un primer brote alrededor del
dia 20-21 post-inmunizacion, seguido de una recuperacion parcialmente sin signos clinicos de
enfermedad. Un segundo brote de paralisis (recaida) comenzé y alcanzé un pico alrededor de

40-42 dias después de la inmunizacion.

En ambos modelos se sigui6 diariamente la evolucion de la enfermedad en todos los
grupos experimentales, analizando de forma objetiva los signos clinicos, que fueron
calificados de acuerdo con la siguiente escala:

0. sin signos clinicos;

0.5 pérdida parcial de tonicidad en la cola;

1. pérdida completa de tonicidad en la cola;

2. cola flacida y flojedad en las extremidades traseras moderada o ligera
ataxia;

3. flojedad en extremidades traseras severa o ataxia moderada; paralisis al

menos en | pata trasera;

4. paraplejia con flojedad moderada en patas delanteras;
5. tetraplejia;
6. muerte.

¢) Tratamiento con los neuropéptidos
El tratamiento con los neuropéptidos se ha realizado en diferentes condiciones:

e Pre tratamiento: los animales se inyectaron una vez al dia durante 5 dias
consecutivos antes de la induccion con MOG, y 4 dias inmediatamente después. Solo se
utilizé CST.

e Antes del inicio de la enfermedad en animales inmunizados con MOG: los
neuropéptidos se inyectaron una vez al dia comenzando el dia 12 post-inmunizacién con

MOG durante 5 dias consecutivos. Solo se utilizo CST
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e Una vez iniciados los signos clinicos de la enfermedad: se inyectaron animales
con diferentes grados clinicos (0.5: dia 14 post-inmunizacion; 1.5-2: dia 16-18 post-
inmunizacioén), una vez al dia durante 5 dias consecutivos. Se utilizaron CST y GHR.

e Reversion con CST en animales deficientes en este neuropéptido: se siguid la
misma secuencia que en el caso de pretratamiento.

El tratamiento se realizd i.p con 1 nmol de los neuropéptidos (0.5 pg/ratdon/dia)
disueltos en PBS en un volumen final de 200 pl. En los ratones control se administrd solo
PBS. La dosis utilizada se eligié en base al efecto terapéutico de estos neuropéptidos en otros
modelos de enfermedades autoinmunes. En los casos indicados, los ratones se sacrificaron

24-48 horas después de la ultima administracion de los neuropéptidos.

En un grupo de experimentos se utilizé el compuesto sintético esteroideo Mifepristona
(RU486, Sigma), que es un antagonista del receptor de glucocorticoides (con una afinidad 10
veces mayor que el cortisol) y del de la progesterona (con mas del doble de afinidad). No se
une al receptor de estrogenos. Este compuesto se disolvio en etanol a una concentracion final
de 50 mg/ml. Se inyectaron los ratones deficientes en CST de forma i.sc 1 mg/raton 3
veces/semana disuelto 1:1 en Macrogol PEG400 durante 20-24 dias comenzando en el dia de
la inmunizacion con MOG. Los ratones control de estos experimentos se inyectaron con

etanol:PEG400 (1:1) de la misma forma.

d) Transferencia de células a ratones con EAE

En este experimento, el dia 22 post-inmunizacidn se obtuvieron y purificaron células de
los ganglios linfaticos drenantes y de bazo procedentes de ratones con EAE o de ratones con
EAE tratados con los neuropéptidos, y se inyectaron i.p a ratones en los que previamente se
ha inducido la enfermedad y mostraban un grado clinico de 0.5-1. Para ello, 24 horas tras la
ultima dosis de tratamiento con los neuropéptidos o con el vehiculo, se aislaron los érganos
linfaticos drenantes y el bazo y se homogeneizaron de acuerdo al protocolo de procesamiento
de organos linfoides. Tras 2 horas de adherencia en plastico, recuperacion de las células
flotantes, y centrifugacion a 300 rpm durante 5 minutos, las células obtenidas se separaron en

diferentes poblaciones mediante seleccion inmunomagnética, segun el protocolo descrito mas
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adelante (Miltenyi Biotech). Las poblaciones obtenidas de los distintos grupos experimentales
fueron las siguientes:

e Células CD4 totales: se inyectaron 10x10° células/raton en 200 pl de PBS

e Células CD4+CD25-: se inyectaron 15x10° células/raton en 200 pl de PBS

Tanto cuando se realizo el tratamiento con los neuropéptidos como cuando se utilizo la
transferencia de los diferentes tipos celulares, como en el caso de los ratones deficientes en
CST se hizo un seguimiento de los signos clinicos de la enfermedad entre 30-50 dias post-
inmunizacion. Para estudiar el mecanismo de accidon de los tratamientos utilizados o del
efecto endogeno de la CST se obtuvo suero por puncion cardiaca (donde se determinaron
niveles de autoanticuerpos por ELISA especifico), se obtuvieron células de érganos linfoides
(donde se determind la respuesta autorreactiva analizando la produccion de citoquinas y
quimioquinas por ELISA especifico, la respuesta proliferativa mediante ensayos radiactivos,
la produccion de citoquinas intracelulares mediante citometria de flujo), se obtuvieron
extractos médula espinal y cerebro (parénquima nervioso) donde se determinaron los niveles
locales de mediadores inflamatorios tanto a nivel de expresion génica (usando técnicas de
biologia molecular) como a nivel proteico (por ELISA especifico), y se obtuvieron secciones
de médula espinal donde se determind la presencia de desmielinizaciéon e infiltracion
mediante técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. Las técnicas utilizadas en

cada caso se especifican en los apartados correspondientes.

3.5.2 - Modelo de ligacion y puncion cecal (CLP, del inglés cecal ligation and

puncture)

Este modelo se llevo a cabo en ratones salvajes y en ratones deficientes en CST. Tras
anestesiar los ratones C57BL/6 (machos/hembras segln se especifique, 6-8 semanas) con una
mezcla de ketamina/acepromazina via intramuscular, se sometieron los ratones a laparotomia
con una incision longitudinal de aproximadamente 1 cm y posterior exposicion del ciego. En
seguida se hizo una ligacion con hilo de seda estéril en la region cerca de la valvula ileocecal
(a 5 mm del extremo cecal), realizando ademds una puncién con una aguja de 22G y
presionando ligeramente sobre el contenido cecal hacia el peritoneo. El ciego fue recolocado
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en la cavidad peritoneal que se suturd con hilo de seda, junto con musculos y la piel. La
consecuencia €s un proceso que asemeja a una peritonitis y a un proceso séptico y
aproximadamente el 80% de los animales mueren entre el 4°-6° dia post-CLP. En los
experimentos de reversion con CST, el tratamiento que realizamos con el péptido se inicio6 a -
2, 0,5, 18, y 24h post CLP mediante inyeccion intraperitoneal de 1 nmol (0.5 pg/raton/dia).
Se registro la supervivencia durante 10 dias y los signos clinicos (fiebre, pelo erizado, etc)
diariamente. A las 24h de haber inducido CLP se obtuvo el suero por puncion cardiaca y la
suspension peritoneal tras lavado con PBS. Tras separar las células y el fluido peritoneal
(como se describe en el apartado correspondiente), se almacend el fluido a -20°C para
posterior determinacion de los niveles de citoquinas/quimioquinas inflamatorias, y se
recogieron en diversos tiempos (6, 24, y 48 horas) los sobrenadantes de los cultivos de células
provenientes del peritoneo se almacenaron a -20°C hasta realizar la determinacion de la
liberacion espontanea de citoquinas.

En un grupo de experimentos se inyectaron los ratones deficientes en CST a los que se
indujo CLP con 0.6 mg/raton de RU486 disuelto en PEG400 (1:1) via subcutinea
inmediatamente después de CLP y 24 horas post-CLP. Los ratones control de estos

experimentos se inyectaron con etanol:PEG400 (1:1) de la misma forma.

3.5.3 - Modelo de colitis inducida por TNBS

Este modelo de colitis aguda se desarrolla mediante la administracion del acido
picrilsulfonico (TNBS al 5% w/v, Sigma) en ratones genéticamente susceptibles como SJL/J
y Balb/c, mientras que la cepa C57BL/6 es bastante resistente. En nuestro caso, desarrollamos
el modelo en ratones C57BL/6 (hembras/machos de 8-10 semanas de edad) por lo que
realizamos algunas modificaciones respecto al protocolo normal. En general, el modelo de
colitis se indujo por la administracion de 3 mg de TNBS mediante la utilizacion de un enema
utilizando un cateter (de 2 mm de didmetro exterior) que se insertd aproximadamente 4 cm a
través del orificio del ano. Los ratones fueron previamente anestesiados de forma ligera
mediante inhalacion con 3% isofluorano (Inibsa), tras lo cual se administro TNBS (disuelto en
50% de etanol) siendo el volumen final del enema de 150 pl. El etanol se utiliza para romper
la integridad del epitelio intestinal, facilitando el acceso del TNBS a la lamina propia
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intestinal, donde actia como un hapteno para proteinas autologas coldonicas y/o de la
microbiota intestinal, volviendolas inmunogénicas y desencadenando una respuesta inmune
mediada por células Th1/Th17. Una vez instilado el volumen final de TNBS, cada ratéon
permanecié suspendido 30 segundos cabeza abajo antes de devolverlo a la jaula
correspondiente. Se realizaron dos administraciones mas de TNBS (que en el caso de los
ratones susceptibles supone la muerte del 100% de los animales): una el dia 11 y otra el dia 19
de desarrollo del modelo, para conseguir una mayor susceptibilidad. Los ratones se
identificaron numéricamente y se realizd6 un seguimiento diario de la supervivencia y la
pérdida de peso de cada animal por separado. Ademads, en determinados momentos se evalud
la consistencia y aspecto de las heces segtn el siguiente criterio:
0. normal;

1. Amorfa

D

Blanda y pegajosa

3. diarrea con presencia de sangre

3.5.4 - Modelo de artritis inducida por colageno (CIA)

Este modelo se desarrolla normalmente utilizando el colageno de tipo II en la cepa
altamente susceptible DBA/1 mice (H-2q). Sin embargo, recientemente se ha descrito que el
modelo se puede desarrollar en otras cepas, sobre todo en el fondo genético de C57BL/6 (H-
2b), que es donde se generan la mayoria de las cepas de raton genéticamente modificadas
(Inglis, Simelyte et al. 2008). Cuando se utilizan ratones C57BL/6, el desarrollo de CIA no
suele alcanzar mas de un 50-80% de incidencia, siendo ésta ademas bastante variable, frente
al 100% que desarrollaria la enfermedad en la cepa DBA/1. En nuestro caso, llevamos a cabo
este modelo en ratones salvajes y en ratones deficientes en CST, ambos C57BL/6 (machos,
12-14 semanas de edad). Después de ser anestesiados con ketamina/acepromacina, los ratones
se inmunizaron con i.sc en la base de la cola con 200 pg de colageno tipo II de pollo (Sigma)
emulsionado en CFA suplementado con 200 ug de M. tuberculosis H37RA. El colageno se
prepara mediante disolucion en 0.05 M de 4cido acético a 4°C durante 12-16 horas. A los 21
dias después de la primera inmunizacion, se inyectaron de nuevo los ratones con 200 pg de
CII en CFA. En el dia 26 después de la primera inmunizacion, se inyectaron los ratones de
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forma i.p con 50 pg del lipopolisacarido bacteriano (LPS), ya que se ha descrito que permite
la sincronizacién del modelo y exacerba el desarrollo del mismo en este fondo genético
(Asquith, Miller et al. 2010). El desarrollo de la enfermedad se evalud 3 veces por semana a
partir de la segunda inmunizacidn segln el siguiente criterio en cuanto a grados clinicos:

0. sin signos clinicos;

1. Edema leve

2. Edema moderado afectando a 1-2 dedos

3. Edema en toda la articulacion

4. Distorsion, rigidez, y disfuncion de la articulacion.

Cada pata se evaltia independientemente sumando los diferentes grados, de forma que

un animal puede obtener un grado maximo de 16. También se determind el grado de

inflamacion utilizando un calibre automatico, y se registrd la incidencia de la enfermedad.

3.5.5 - Modelos de dolor inflamatorio y ensayos de comportamiento relacionados

con dolor

En los siguientes modelos se utilizaron ratones C57BL/6 salvajes y deficientes en CST
(machos/hembras, 12-14 semanas de edad). Los animales se habituaron a la habitacion donde
se realizd la experimentacion previamente durante al menos 1 hora. No se observaron
diferencias significativas entre ratones machos y hembras en estos modelos. De acuerdo a los
principios éticos recogidos en las guias correspondientes al uso de animales de laboratorio
para estudios experimentales relacionados con el dolor, se redujo al minimo necesario tanto el
numero de animales utilizados como los experimentos realizados. Asimismo, la intensidad del
estimulo dafino fue también reducido al valor necesario para demostrar de forma consistente

los efectos del tratamiento realizado.

a) Artritis monoarticular (inflamacién inducida por CFA)

Para inducir el dolor asociado a la artritis monoarticular (dolor crénico inflamatorio) se
anestesiaron los ratones con 3% de isofluorano y se inyectaron de forma intra-articular (i.a)
con 10 pg de CFA preparado en solucion salina (0.9% de CINa): 10 pul en la articulacion de la
rodilla izquierda y solucidon salina (10 pl) en la articulacion contralateral derecha La
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inflamacion en la articulacion de la rodilla se determind con la medida del calibre durante 10
dias. La acumulaciéon de neutrofilos sinoviales (determinado segun la actividad
mieloperoxidasa-MPO), y los niveles de TNF-a (por ELISA) se determinaron en el fluido
sinovial de la rodilla extraido 24h después de la inyeccion con CFA (como se describird a
continuacion). Las respuestas nociceptivas se determinaron por la hiperalgesia inducida por
calor radiante y por alodinia téctil utilizando la técnica de Hargreaves y los filamentos de Von
Frey, respectivamente (descritos a continuacion), en la pata ipsilateral a la rodilla inflamada.
Las respuestas nociceptivas se evaluaron 1, 3, 7 y 10 dias después de la inducciéon de la
inflamacion por CFA. En los grupos en que se utilizd6 CST, ésta se administrd via i.a

utilizando 200 ng /10 pl en solucidn salina en ratones anestesiados con isofluorano.

b) Inflamacién inducida por Carragenina (CRG)

Este modelo de inflamacién aguda, se indujo por la inyeccion intraplantar (i.pl.) de 200
pg/20 ul de CRG (Sigma) en la pata trasera izquierda de los ratones. La inflamacion se
determind mediante la medida con el calibre; los niveles de citoquinas se determinaron por
ELISA 2 horas después de la inyeccion de CRG; y la infiltracion de neutréfilos se determind
midiendo la actividad MPO 4 horas después de la inyeccion de CRG. Las respuestas
nociceptivas se determinaron en diferentes momentos (2, 4, y 24 horas post-CRG) usando las
técnicas de hiperalgesia inducida por calor radiante y la hipersensibilidad a la presion
mecanica determinadas por la técnica de Hargreaves y de Randall-Selitto respectivamente
(descritas a continuacién). En los grupos en que se utilizdo CST, ésta se administro
periféricamente por inyeccion local via intraplantar (i.pl) en la superficie de la almohadilla
plantar de la pata trasera a 100 ng /20 pl en solucion salina en ratones anestesiados con

1sofluorano.

¢) Caracterizacion de la respuesta nociceptiva térmica

Las respuestas nociceptivas térmicas se midieron utilizando el aparato de calor radiante
de Hargreaves (IITC Life Sciences) adaptado para ratones (Hargreaves, Dubner et al. 1988).
Los animales se mantuvieron en cajas sobre una plataforma de vidrio para aclimatarse durante
30 minutos antes de realizar los experimentos. Una fuente de calor automatica (50 W, 10 V,
con contador de tiempo relacionado con un sensor de luz) se dirige sobre la superficie plantar
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de la pata. El tiempo de la latencia de retirada de la pata (PWL, del inglés Paw withdrawal
latency) se midi6 por triplicado y el valor medio corresponde al umbral de hiperalgesia
térmica (PWL, en segundos). Se ajusto la latencia de retirada de la pata a 9-12 segundos y se
establecié un punto de corte de 20 segundos (definido como la analgesia completa) para evitar

dafios en los tejidos de la pata trasera de los ratones.

d) Caracterizacion de la hipersensibilidad por presion mecanica

La nocicepcion mecénica se evalud utilizando ensayos de presion en las patas traseras
de acuerdo al método de Randall (Randall and Selitto 1957) con algunas modificaciones,
utilizando un analgesimetro de presion (IITC Life Sciences). Los ratones se envolvieron
previamente con un trapo pequefio que dejo libres las patas traseras. Estas se sometieron a
presion de forma gradual y la latencia en la retirada de la pata al sentir la presion se registro

de forma automatica. La presion de corte se establecié en 250 mmHg.

e) Caracterizacion de la hipersensibilidad tactil (alodinia)

La respuesta tactil se evalud cuantificando el umbral de latencia en la retirada de la pata
en respuesta a la estimulacion con los filamentos flexibles de von Frey (rango 0.08-3.0 g;
IITC Life Science). Antes de realizar los experimentos, los animales se colocaron durante 30
minutos en cajas individuales de Plexiglass con una superficie de malla de acero. Una serie de
filamentos de von Frey calibrados se aplicaron perpendicularmente a la superficie plantar de
la pata trasera con fuerza suficiente para doblar el filamento durante 4-5 segundos. El intento
de retirada de la pata y/o quejido del animal se consider6 una respuesta positiva. Se determind
el 50% del umbral de retirada de la pata por el método arriba-debajo de Dixon (Dixon 1980).
En ausencia de una respuesta, se utilizo el filamento con el siguiente nivel de fuerza. En el
caso de una respuesta positiva, se utilizd6 un filamento con un nivel de fuerza menor. El
ensayo se repitidé durante 4-5 veces/raton en intervalos de 5 minutos. La respuesta umbral se
definié como la fuerza necesaria para originar una frecuencia en la respuesta hasta en el 50%

de las aplicaciones.
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3.5.6 - Modelos de comportamiento relacionados con ansiedad

Para la caracterizacion del comportamiento asociado a la ansiedad hemos utilizado
ensayos no condicionados, que se basan en el conflicto que existe entre el comportamiento
exploratorio normal del animal y la tendencia natural a evitar espacios abiertos y luminosos
(como respuesta adaptativa para reducir el riesgo de los depredadores). La ansiedad es mayor
cuanto mayor es el comportamiento que intenta evitar esos espacios. En general, no se
observaron diferencias significativas entre machos y hembras en estas pruebas de
comportamiento. Los experimentos fueron ejecutados en condiciones de igual luminosidad y
ruido. En cada caso, el aparato utilizado se limpid con una soluciéon de 70% de etanol y se
dej6 secar entre individuos. Todos los experimentos se realizaron en la fase de luz en un ciclo
normal de luz/oscuridad (06.00-18.00 h). Previamente a la realizacién de los ensayos, los
animales pasan un periodo de habituacion a la habitacion, que consiste en situar al animal 30
minutos en dicha habitacion el dia anterior y el dia del ensayo, justo antes de realizar el

mismo.

a) Ensayo de laberinto elevado

Este ensayo se realiza en un laberinto que consta de 2 brazos abiertos (30 x 5 cm?) y 2
brazos cerrados (30 x 5 x 15 cm’), que se extienden desde una plataforma central (5 x 5 cm?).
El laberinto estd elevado 38 cm del nivel del suelo. Cada raton se situd en la zona central
hacia uno de los brazos abiertos, y se le dejo que explorara libremente durante 10 minutos. Se
consider6 que un animal estaba dentro de uno de los brazos cuando superaba la mitad del
mismo. Se registraron el nimero de entradas en los brazos abiertos y el tiempo pasado en los
mismos. Para ello todo el proceso se grabé con una camara digital y se analizd segln el

software especifico (SMART 2.5)

b) Ensayo de campo abierto

Se utiliza una caja de Plexiglass rellena de arena (40 x 40 x 35 cm’). Los ratones se
situaron en el centro de la caja y se dejo que exploraran durante 5 minutos. En el andlisis
informdtico la caja es dividida en cuadrantes que ocupan la periferia y los que ocupan el
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centro. Se registrd el numero de cuadrantes cruzados por los ratones en la periferia y en el

centro de la caja.

3. 6 - Neuropatologia, inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

El analisis histopatologico de ratones con EAE se realizo en la médula espinal de los
diferentes grupos experimentales, una vez sacrificados los ratones con CO, Por una parte,
diferentes regiones de la médula espinal (cervical, tordcica y Ilumbar) se aislaron
cuidadosamente y se fijaron en paraformaldehido (Sigma) al 4% durante 4-8 horas a 4°C. Mas
tarde el tejido fue equilibrado en sacarosa al 30% y tras extensivos lavados en PBS finalmente
fue incluido en una resina (O.C.T.: optimal cutting temperature de Tissue TeK), sumergido
rapidamente en nieve carbonica y almacenado a —80°C hasta su procesamiento. Tras el
equilibrado a -20°C se realizaron los criocortes en secciones de 10um en un criostato Leica
CM 1850 UV. Los cortes se almacenaron a -80°C hasta su utilizacion. La deteccion de
diferentes antigenos con técnicas de inmunofluorescencia se realizd en estos cortes. Por otra
parte, las regiones cervicales y lumbares de la médula espinal fueron fijadas en formalina
tamponada 10% (Formaldehido 3.7% disuelto en PBS), deshidratadas e incluidas finalmente
en parafina. Tras el corte con microtomo se realizaron tinciones de las distintas secciones con
hematoxilina y eosina o Luxol fast blue (Kluver Barrera) para analizar infiltracion y
desmielinizacion, respectivamente También se caracterizé mediante inmunohistoquimica en
estas muestras la proteina basica de mielina (MBP). Las alteraciones neuropatologicas se
cuantificaron en funcién del nimero de placas desmielinizantes en al menos 23 secciones de
diferentes animales de la region proximal (cervical) y distal (sacra) de la medula espinal. Se

determind el nimero de ratones con placas y el nimero de placas/raton.

3.6.1 - Tincion con Hematoxilina y Eosina

Esta tincion se realizd en las secciones de parafina. La hematoxilina tifie el ntcleo
celular y la eosina el citoplasma. De manera resumida, se desparafinaron las muestras, con
posterior hidratacion de los cortes mediante bafos sucesivos en alcoholes de concentracion
decreciente (alcohol absoluto, alcohol de 96° y alcohol de 80°). Se realizaron dos lavados en
agua destilada durante 10 minutos y se incubaron las muestras en hematoxilina de Harris por
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5 minutos a temperatura ambiente, seguido por dos lavados con agua. A continuacion, se
incubaron las muestras con eosina alcoholica durante 5 minutos y se procedio a la realizacién
dos lavados con agua. Después del ultimo lavado con agua, se deshidrataron por pasos
sucesivos en alcohol de graduacion creciente, y se procedio al montaje con medio de montaje

permanente (EUKITT® - Sigma).

3.6.2 - Técnica de Kluver-barrera

Con esta técnica se define la presencia de mielina (sustancia blanca) con el azul luxol,
y los ntcleos celulares de neuronas y células gliales con el violeta de cresilo (Kluver and
Barrera 1953). Para la realizacion de la tincion, se desparafinaron e hidrataron los cortes de
parafina con alcohol 95%. Posteriormente, se incubaron las muestras en solucion rapida de
azul de luxol a 56°C durante toda la noche. Seguidamente, se elimin6d el exceso del
colorante mediante un lavado rapido en alcohol 95% seguido de un lavado con agua
destilada. Para que se produzca la diferenciacion, se incubd con solucion de carbonato de
litio 0.05% durante 30 segundos. Se continu6 la diferenciacion en el alcohol 70%, hasta que
la materia gris y la materia blanca estuviesen bien definidas. Se enjagu6 en agua destilada y
se incubo durante 6 minutos en solucion de acetato de violeta de cresilo 0.1% y 5 minutos
en hematoxilina. El exceso de colorante se elimind mediante un lavado rdpido en agua
corriente. Se enjagud con alcohol al 95%y se prosiguid con la deshidratacion mediante dos
cambios de alcohol etilico absoluto y xileno durante 2 minutos. Después del lavado con
agua, se deshidratdé mediante pasos sucesivos en alcohol de graduacion creciente, y se

procedi6 al montaje con medio de montaje permanente (EUKITT).

3.6.3 - Inmunohistoquimica para la deteccion de MBP

El proceso de deteccion de MBP se realiz6 de forma automatizada con un
inmunotefiidor (Lab Vision autostainer 360, Termo Scientific). Se hicieron cortes del tejido
embebido en parafina de 3 um de espesor que fueron colocados sobre el porta-objetos. Se
dejaron secar en la estufa a 60°C, al menos durante 3-4 horas. Posteriormente se realiz6 el
desparafinado y la recuperacion antigénica simultineamente mediante el sistema Termo
Scientific introduciendo los portas en el médulo PT (Lab Visin) en Buffer EDTA a pH 8.0
durante 20 minutos a 95°C. La inmunotincion se realizé utilizando anticuerpos primarios
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prediluidos (Master Diagnostica) anti-MBP con un tiempo de incubacion de 10 minutos,
que, posteriormente, se incubaron con el amplificador de anticuerpo primario (Ultravision
Quanto) durante 10 minutos, y se aclardé con tampon salino. En seguida se aplico el
micropolimero conjugado a la peroxidasa, y se incub6 durante 10 minutos. A continuacion,
se procedio al revelado de la tincion mediante la incubacion con una solucion de
sustrato/cromogeno (diaminobencidina) durante 5 minutos. Las preparaciones fueron
contratefiidas con hematoxilina de Harris durante 2 minutos y lavadas con agua destilada.
Después del lavado con agua, se deshidrat6 mediante pasos sucesivos en alcohol de
graduacion creciente, y se procedié el montaje con medio de montaje permanente
(EUKITT). Las imagenes en campo visible fueron registradas utilizando un microscopio

Zeiss AXI0 y una camara AxioCam ICcl.

3.6.4 - Inmunofluorescencias

La inmunodeteccion de anticuerpos especificos se llevo a cabo en cortes seriados del
tejido previamente fijado e incluido en OCT, tras ser obtenidos con el criostato y dispuestos
en portaobjetos especiales preparados para fijar criomuestras. Estas muestras se
descongelaron durante 5 minutos a temperatura ambiente, y se fijaron de nuevo con
paraformaldeido al 2% (Sigma) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras la fijacion,
se lavaron las muestras dos veces con PBS (cada lavado implica una incubacion de 5 minutos
a temperatura ambiente con PBS, retirando el exceso de solucion por inversion). A
continuacion, las muestras se permeabilizaron con Triton 0.2% disuelto en una solucion de
PBS con SBF al 1%, durante 10 minutos a temperatura ambiente. Tras eliminar la solucion de
permeabilizacion, las muestras se lavaron una vez y se bloquearon las uniones inespecificas
incubando durante 30 minutos a temperatura ambiente con Triton 0.1% disuelto en una
solucion de PBS con SBF al 10%. A continuacion, tras eliminar el exceso de la solucion de
bloqueo, se afiadieron los anticuerpos primarios a sus respectivas concentraciones (ver tabla
de Anticuerpos para inmunofluorescencia). Los portaobjetos se cubrieron con plastico (tipo
parafilm) directamente en contacto con las muestras para evitar que el anticuerpo se secase
durante la incubacion de 18 horas a 4°C en camara humeda. Tras continuos lavados, las
muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios conjugados a fluordforos especificos
(ver tabla de Anticuerpos para inmunofluorescencia), y se lavaron tres veces. Los nucleos se
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tifieron con una solucion de Hoechst (dilucioén 1:1000 del compuesto disuelto en agua a ImM;
Molecular Probes) y se cubrieron las muestras con el medio de montaje adecuado (ProLong,
Molecular Probes) para evitar la pérdida de fluorescencia hasta su observacion. Las imagenes
se han obtenido utilizando el microscopio Olympus IX81 con la cdmara DP72 y el programa
AxioVert (Olympus).

La inmunodeteccion de antigenos utilizando anticuerpos conjugados a fluor6foros se ha
utilizado también en muestras derivadas de cultivos celulares, previa fijacion de los mismos al

4% en PBS. A partir de la fijacion, el protocolo contintia los mismos pasos descritos

anteriormente.

Anticuepos conjugados a Concentracion | Concentracion
fluoroforos Casa comercial ~ Catalogo Stock de uso
Anti-CD4-FITC BD biosciensce 557807 0.5 mg/ml 2.5 ug/ml
Anti-CD45-PE BD biosciensce 553081 0.2 mg/ml 1 pg/ml
Anti-Ibal Wako 19-19741 0.5 mg/ml 1 pg/ml
Alexa Fluor 546 Invitrogen A10040 2mg/ml 2 pg/ml

3.7 - Obtencidn de 6rganos y aislamiento de células

3.7.1 - Procesamiento de érganos linfoides

En diferentes momentos después de la inmunizacion con MOG seglin el grupo
experimental, se aislaron el bazo y los ganglios linfaticos drenantes (cervicales, axilares,
inguinales), y se homogeneizaron de forma mecanica en RPMI completo utilizando
portaobjetos esmerilados. Las células obtenidas se centrifugaron a 300g durante 5 minutos.
Las células procedentes del bazo se resuspendieron en tampon de lisis de eritrocitos ACK, y
se incubaron durante 5-7 minutos a temperatura ambiente, tras lo cual se adicion6 medio
completo para inactivar el efecto del tampon, y se centrifugaron de nuevo las células. Tanto
los esplenocitos como los linfocitos de los ganglios se resuspendieron finalmente en RPMI

completo, y se contabilizaron las células viables por tincién con el colorante azul de Trypan
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(Sigma), empleando una cdmara de Neubauer (Brand). Las células se distribuyeron a una

concentraciéon de 10° células/ml, hasta que fueron estimuladas (ver apartado correspondiente).

3.7.2 - Obtencién de macrdéfagos peritoneales y de la suspension peritoneal

Tras sacrificar los ratones por inhalacion con CO,, se inyectaron con 2 ml de DMEM
completo en la cavidad peritoneal, y se masajearon en la region abdominal durante 2 minutos.
A continuacion, se realizé una pequea incision suficiente para introducir una pipeta de 1 ml
y obtener el fluido peritoneal, realizando varios lavados con medio. La suspension recogida se
centrifugd a 400g durante 10 minutos a 4°C, obteniéndose la poblacion de células por un lado
y por otro, el sobrenadante (fluido peritoneal) que se almacend a -20°C para posterior
determinacion de citoquinas en los casos asi indicados. Las células se resuspendieron en
medio DMEM, vy se distribuyeron a una proporcion de 10° células/ml. Después de 2h, se
realizd un lavado para eliminar las células no adherentes. En los casos indicados se
estimularon con LPS (1pg/ml) y se incubaron en ausencia/presencia del neuropéptido a 107
M, durante 24-48 horas recogiéndose los sobrenadantes en el tiempo indicado, que se

guardaron a -20°C hasta su analisis.

3.7.3 - Obtencidn de extractos proteicos

Para la determinacion de citoquinas en tejidos (médula, cerebro), se obtuvieron
extractos proteicos de estas muestras mediante la homogenizacién mecénica de las mismas en
tampon de lisis de 6rganos (50 mg de tejido/ml) en presencia de inhibidores de proteasas
(1:500, Sigma), incluyendo fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF), pepstatina, y leupeptina. Tras
la homogenizacion, se centrifugaron las muestras a 14.000g durante 20 minutos a 4°C, y se
guardaron los sobrenadantes a -80°C hasta su utilizacion para la determinacioén de citoquinas

por ELISA.

3.7.4 - Obtencidn de células gliales

Los cultivos de células gliales se realizaron a partir del cultivo de cerebros de neonatos
(P1-P3) de ratones C57BL/6 y ratones CD1, obteniendo desde el mismo cultivo las diferentes
poblaciones: microglia, astrocitos, y oligodendrocitos (Mecha M , Iiiigo PM et al. 2011). Para
esto se aislaran los cerebros de los neonatos, eliminando el cerebelo y el bulbo olfatorio, y
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retirando las meninges utilizando pinzas y una lupa Stemi DV4 (Zeizz) La disgregacion
mecénica de los cerebros se llevd a cabo con una aguja de calibre 23 (23G) acoplada a una
jeringa de 1 ml previamente lavada con suero de caballo (Gibco), para disminuir la adherencia
de las células gliales al plastico/cristal. Normalmente, se homogeneizaron simultdneamente 5
cerebros en un volumen de 400 pl de DMEM 10:10:1, completando a un volumen final de 10
ml tras obtener una solucion homogénea. Las muestras se centrifugaron a 1000 rpm durante
10 minutos. A continuacioén, se resuspendieran los cerebros en DMEM 10:10:1 a una
proporcion de 10 ml de medio/cada dos cerebros y se distribuyeran dos cerebros por frasco de
cultivo (BD Falcon) de 75 cm” con filtro previamente tapizados con 5 pg/ml de Poli-D-Lysine
hydrobromide (PDL, Sigma) durante 15 minutos a 37°C, y lavados con agua MilliQ esteril. El

cultivo se mantuvo a 37°C con 5% de CO2, durante 10-14 dias, sin cambio del medio.

3.7.5 -Recoleccion y cultivo de la microglia no adherente:

Tras los 10-14 dias de cultivo de extracto de cerebro de neonatos, se agitaron los frascos
durante 3 horas a 230 rpm para levantar la microglia. Tras el periodo de agitacion, se recogiod
el sobrenadante y se centrifugéd a 1000 rpm durante 10 minutos. Las células se resuspendieron
en DMEM 10:10:1, se contabilizaron y se distribuyeron en pocillos previamente tapizados
con 5 pg/ml de PDL a una concentracion de 200.000 células/ml. La pureza del cultivo se
determind mediante tinciéon con anti-Ibal como anticuerpo primario y el correspondiente
secundario conjugado a un fluoréfo. Dicha pureza fue >95%. Tras 24h, los cultivos se
estimularon en DMEM/2% SBF con LPS 0.1 pg/ml o LPS/IFN (0.1 pg/ml/500 Ud/ml), en
presencia/ausencia de CST 107'M durante 24-48 horas. El sobrenadante se recogié y se

almaceno a -20°C hasta la deteccion de citoquinas por ELISA.

a) Recoleccion y cultivo de progenitores de oligodendrocitos (OPCs):
Para la obtencion de los progenitores de oligodendrocitos se utilizaron las células
restantes del mismo frasco de cultivo del que se recuperd la microglia. Tras afiadir 10 ml de
DMEM 10:10:1 fresco, los frascos se volvieron a agitar a 260rpm por aproximadamente 18
horas a 37°C. De esta manera, se separaron los OPCs y la microglia restante de la monocapa
de astrocitos. Tras la agitacion, se recogid el sobrenadante y se filtro en malla estéril de 0.30
um distribuyendo las células directamente en una placa de Petri de 10cm. Las placas se
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incubaron aproximadamente 1 hora a 37°C y 5% de CO,, para eliminar la microglia restante
por su elevada adhesion al plastico en comparacion con los OPCs. A continuacion, se
recuperd el sobrenadante (donde se encontraban los OPCs) y se centrifugé a 1000 rpm
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Las células se distribuyeron en medio DMEM
10:10:1, en placas previamente tratadas durante 18h con PDL, y se incubaron durante 3 horas
a 37°C en 5% de COa, tras lo cual el medio se sustituydé por DMEM F12-FC. La composicion
de estos cultivos al cabo de 3 dias fue de aproximadamente 85% de OPCs, 13% astrocitos, 2%

microglia. La presencia de OPCs se determind utilizando el anticuerpo anti-Olig2.

b) Cultivo de oligodentrocitos maduros:
A los 3 dias de cultivo de OPCs, se afiadié la hormona T3 a la concentraciéon de 30 nM
para que tenga lugar la diferenciacion de los oligodendrocitos durante 3-5 dias. La presencia

de oligodendrocitos maduros se determiné utilizando el anticuerpo anti-MBP.

La estimulacion tanto en OPCs como en oligodendrocitos maduros, se realizé con los
diferentes estimulos/tratamiento con LPS 1 pg/ml, o LPS/IFN (1 pg/ml/100 Ud/ml), o con
H,0; 400 uM, en presencia/ausencia de CST 10"M. Tras 24-48 horas de incubacion se

realiz6 un ensayo de viabilidad (MTT), que se describe a continuacion.

c) Recoleccion y cultivo de los astrocitos:

Tras la recoleccion de los OPCs, las células que quedan adheridas en los frascos son
principalmente astrocitos y células precursoras gliales. Estos cultivos son tratados con
Cytosine B-D-arabinofuranoside 12 uM (ARA-C, Sigma) durante tres dias para impedir la
proliferacion celular y mantener el cultivo de astrocitos lo mas puro posible. Transcurrido este
tiempo, los astrocitos son despegados por incubacion con 2 ml de Tryple (Gibco) durante 7
minutos. Las células recuperadas se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos a
temperatura ambiente y se resuspendieron en DMEM completo a una concentracion de
100.000 células/ml. Tras 48 horas de adhesion y formacioén de una monocapa (con una pureza
de mas del 99%, determinada por inmunofluorescencia indirecta utilizando como anticuerpo

primario anti-GFAP), los astrocitos se estimularon en DMEM/2% SBF con LPS 0.1 pg/ml o
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LPS/IFN (0.1 pg/ml/500 Ud/ml), en presencia/ausencia de CST 10”M durante 24-48 horas. El

sobrenadante se recogio y se almacend a -20°C hasta la deteccion de citoquinas por ELISA.

3.7.6 - Aislamiento de diferentes poblaciones de células T

El aislamiento de las poblaciones CD4+, CD4+CD25+, y CD4+CD25-, se ha realizado
a partir de las células de los ganglios linfaticos drenantes y de bazo de ratones con EAE
tratados con cortistatina y ghrelina, y ratones no tratados. Para ello, se utilizaron las columnas
magnéticas de Miltenyi Biotech, siguiendo el protocolo de la casa comercial para el
aislamiento de células T reguladoras CD4+CD25+. En resumen, el protocolo consiste en
aislar primero las células CD4+ totales eliminando las células que no son CD4+ al ser
incubadas con un conjunto de anticuerpos especificos conjugados a biotina y, a continuacioén
con bolas magnéticas conjugadas a anticuerpos que reconocen la biotina. En paralelo, las
células se marcan con CD25 conjugado al fluoréforo ficoeritrina (PE). La suspension celular
marcada de esta forma se somete a separacion magnética, de forma que las células T no CD4+
son retenidas en la columna y las no marcadas (células T CD4+) son eluidas. Este eluido se
incuba a continuacidén con bolas magnéticas que reconocen la PE, de forma que, al pasar por
la columna de separacion, quedan retenidas las células CD4+CD25+, y se eluyen las células
CD4+CD25-. Las células CD4+CD25+ se someten a un nuevo paso de purificacion y se
eluyen finalmente para ser utilizadas. En concreto, después del procesamiento de los 6érganos
linfoides, las células se centrifugaron a 300 g durante 10 minutos a 4°C y se resuspendieron en
40 pl de tampdn base (PBS pH 7.2 suplementado con 0.5% de albimina de suero bovina
(BSA) y EDTA 2 mM) por cada 107 células. Se aiiadieron 10ul de la mezcla de anticuerpos
biotinilados CD8a (Ly-2), CD11b (Mac-1), CD45R (B220), CD49b (DXS5) y Ter-119, para
eliminar las células no CD4+, y se incub6 durante 10 minutos en hielo. Se afiadieron 30 pl del
tampon base, 20 pul de las microesferas acopladas a anticuerpo anti-biotina y 10 pl de
anticuerpo anti-CD25-PE, y se incubaron las muestras durante 15 minutos a 4°C. Las células
se lavaran dos veces con 1 ml de tampdn base (cada lavado significa dos centrifugaciones de
300 x g durante 10 minutos), y se resuspendieron las células en 500 pl de tampon base,
seguido de la separacion en columna magnética LD (capacidad: 10°® células marcadas
magnéticamente de un total de 5 x 10® células). Las columnas LD se acoplaron en un
separador magnético (Miltenyi Biotech) y se equilibraron con 2 ml de tampon base. Se aplicd
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la suspension celular en la columna, y, tras dos lavados con tampon base, se recogieron las
células eluidas (células T CD4+). Las células CD4+ aisladas se centrifugaron a 300g durante
10 minutos, y se resuspendieran en 90 pl de tampon base, afiadiendo e incubando las muestras
con 10 pl de microesferas acopladas con anticuerpo anti-PE durante 15 minutos a 4°C. Las
células se lavaron dos veces con 1 ml de tampdn base, y se resuspendieron en 500 pl de
tampon base para realizar la separacion en columna magnética MS (capacidad: 107 células
marcadas magnéticamente de un total de 2 x 10° células). Las columnas MS se acoplaron al
separador magnético y se equilibraron con 0.5 ml de tampon base. Se aplicd la suspension
celular en la columna, recogiendo las células eluidas tras sucesivos lavados con 1.5 ml de
tampon padron. Se recogid todo el efluente, que contiene la fraccion de células CD4+ CD25-
(empobrecidas de células T CD4+CD25+), que se inyectaron en los ratones como se ha

descrito en el apartado correspondiente.

3.7.7 - Coleccion del liquido sinovial.

Tras el sacrifico de los ratones por inhalacion de CO2, se retird la piel que cubre la
rodilla y el tendén de la rétula fue cuidadosamente disecado para exponer la membrana
sinovial. Se insertd una aguja de calibre 30 a través de la membrana, y se lavo dos veces la
cavidad sinovial mediante la inyeccidén y inmediata aspiracion de 25 pl de solucion salina
heparinizada (5 U/ml) para obtener el lavado sinovial, lo que gener6 un total de
aproximadamente 50 pl de lavado sinovial. El fluido recogido se congeld rapidamente en

nitrogeno liquido y se almacend a -20 ° C hasta su uso.

3.8 - Analisis de la respuesta de células T autorreactivas

En el pico de maxima manifestacion clinica de la EAE (entre 12 y 16 dias post-
inmunizacion), de forma estéril, se aislaron los ganglios linfaticos axilares e inguinales y/o
bazo y se homogenizaron como se describe en el apartado correspondiente. Tras el
procesamiento de los oOrganos linfoides, se distribuyeron a una concentracion de 10°

células/ml en placas de 24 pocillos (Nunc) en RPMI completo.
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3.8.1 - Estimulacion de los cultivos

Para analizar la produccion de citoquinas, las células fueron incubadas a 37°C y 5%
CO; en RPMI completo en presencia o ausencia de 15uM del antigeno especifico (MOG3s_ss)
durante 24-48 horas (para la determinacion de citoquinas) o durante 72-96 horas (para la
respuesta proliferativa). Como controles de estimulacion antigénica inespecifica, usamos
cultivos tratados con anti-CD3 (1 pg/ml) /anti-CD28 (2.5 pg/ml) o con Concanavalina A
(ConA, 2.5 pg/ml), en un volumen final de 1 ml. Tras la incubacion, se recuperod el
sobrenadante y se almacend a -20°C para posterior andlisis de citoquinas por ELISA, o se
llevd a cabo el ensayo de proliferacion (ver apartado correspondiente).

El anélisis de la produccion de citoquinas a nivel intracelular, se realiz6 tras estimular
las células durante 18 horas a 37°C con 25 ng/ml de Phorbol 12-myristate 13-acetate,
(PMA, Sigma), utilizado para inducir proliferacion celular, en combinacion con 0.5 pg/ml
de ionomicina (Sigma), que es un iondforo de calcio que colabora con el PMA para
estimular la produccién de citoquinas intracelulares. En las ultimas 6 horas de la
incubacion, se adiciond6 3 pM de monensina (inhibidor del transporte vesicular en el
complejo de Golgi). Tras la estimulacion, las células se recuperaron y se analizaron las
citoquinas intracelulares por citometria de flujo (segun el protocolo descrito en el apartado

correspondiente).

3.8.2 - Ensayo de proliferacion linfocitaria

En este ensayo se utiliza un nucledtido marcado radiactivamente, la timidina que se
incorpora a las nuevas cadenas de DNA durante la division celular mitotica. Para medir la
radiactividad incorporada al DNA de las células recuperadas, se utiliza un contador de
centelleo beta, determinando la division celular que ha ocurrido en respuesta a un agente
especifico. En nuestro caso, tras el cultivo durante 72-96 horas de las células de los
organos linfoides en presencia/ausencia de los estimulos descritos, las tltimas 8 horas de
incubacion se afiadieron 2.5 pCi/ml de timidina tritiada (["H]--metil-Tdr, Amersham) por
pocillo. A continuacion, se recuperaron las células a través del uso del harvester (Inothec) y
se inmovilizaron con etanol 70% sobre una membrana de vidrio (Wallac). Después de secar
la membrana durante 2 minutos en horno de microondas en potencia maxima, se sumergio
la membrana en liquido de centelleo y la incorporacion [*H]-metil-TdR se cuantifico por el
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contador de centelleo de placas Microbeta counter 1450 (Wallac). Los resultados se
expresan como indice de proliferacion de acuerdo con el niimero de cuentas radiactivas

obtenidas por minuto (c.p.m)

3.8.3 - Caracterizacion de citoquinas intracelulares y marcadores de superficie
mediante citometria de flujo

La citometria de flujo se realiz6 en células aisladas de ganglios y bazo de ratones con
EAE en el momento del sacrificio y recogida de las muestras (Figura 3.1), y en células
linfoides estimuladas in vitro (como se especifica en el apartado correspondiente). Para la
realizacion de la citometria de flujo, utilizamos 0.5 x 10° células/marcaje distribuidas en tubos
de poliestireno de 5ml (BD Falcon). Una vez recogidas de las placas correspondientes, las
células se lavaron (a 300 g durante 5 minutos a 4°C) dos veces con 1 ml de tampon de
citometria de flujo, eliminando el sobrenadante de cada tubo por inversion. Antes del marcaje
especifico, las células se incubaron (10 minutos a 4°C) con 25 pul de una mezcla del
anticuerpo anti-2.4G2 (Mouse BD Fc Block™) y el compuesto 7-AAD (7-Amino-
actinomycin D, Calbiochem) ambos disueltos a una proporcion 1:100 en tampon de
citometria. El anti-2.4G2 bloquea la union inespecifica de inmunoglobulinas a los receptores
FCyll, FCglII y probablemente FCgI, y el 7-AAD es un agente fluorescente intercalante de
DNA usado para exclusion de células muertas, ya que el compuesto no es permeable a la
membrana plasmatica de células vivas. Tras esta incubacion, se afiadieron directamente 50
ul/tubo de una mezcla de anticuerpos conjugados a diferente fluoroforos (Ver tabla de
anticuerpos  utilizados en citometria) a las concentraciones apropiadas en tampdn de
citometria, para marcaje de proteinas de superficie o sus respectivos isotipos. Se incubaron las
células durante 30 minutos a 4°C (en algunas ocasiones el marcaje se prolong6 durante 12
horas). A partir de este punto, durante todas las incubaciones se protegieron las células de la
exposicion a la luz. A continuacion, las células se lavaron dos veces y se permeabilizaron tras
la incubacién con 0.75 ml de la solucion FIX/PERM (BD PharMingen), durante 30 minutos a
4°C. Para eliminar el exceso de esta solucion, las células se lavaron con 1ml de solucion de
lavado /PERM WASH, BD PharMingen) y se realizé la incubacion (30 minutos a 4°C) con 50
pl de concentraciones apropiadas de anticuerpos conjugados a diferente fluoroforos para
proteinas intracelulares o sus respectivos isotipos, disueltos en solucion FIX/PERM. Tras
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varios lavados en solucion PERM WASH, las células se resuspendieron en 0.5 ml de tampdn
de citometria. Para la determinacién de Foxp3 intracelular el protocolo fue similar pero se
utilizaron las soluciones de fijacion, permeabilizacion y lavado de eBioscence especificas
para la deteccion de este factor.

La adquisicion y andlisis de las muestras se realiz6 en el citometro de flujo FACScan

(Becton Dickinson), utilizando del programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson).

Anticuerpos conjugados Casa Concentracion Concentracion
a fluoroforos comercial Catalogo del Stock de Uso
Anti-mouse IgG FOXP-3 — PE | ebioscience 12577380 | 0.2mg/ml 4 pg/ml
Anti-mouse IgG CD4 - PERCP | BD bioscience | 553052 0.2mg/ml 4 pg/ml
Anti-mouse IgG CD25 - FITC |BD bioscience | 553071 0.5mg/ml 5 pg/ml
Anti-mouse IgG IFN-y - FITC |BD bioscience | 554411 0.5mg/ml 5 pg/ml
Anti-mouse IgG IL-17 - PE BD bioscience | 554467 0.2mg/ml 4 ng/ml
Anti-mouse IgG IL-4 - APC BD bioscience | 554467 0.2mg/ml 4 pg/ml
Anti-mouse IgG IL-10 - PE BD bioscience | 554467 0.2mg/ml 4 ng/ml
(Isotipo) Rat IgGG2a- PE BD bioscience | 553930 0.2mg/ml 4 pg/ml
(Isotipo Hamster) IgG1 - FITC |BD bioscience | 553953 0.5mg/ml 5 pg/ml

3.9 - Determinacion de proteinas por ELISA(del inglés, Enzyme-linked

Immunosorbent Assay)

Los niveles de citoquinas/quimioquinas en extractos proteicos de tejidos,
sobrenadantes de cultivos, fluido peritoneal, y liquido sinovial se analizaron mediante
ELISA utilizando anticuerpos de captura y de deteccion conjugados a biotina (BD
Pharmingen; Peprotech), siguiendo las instrucciones recomendadas por el fabricante en
cada caso. Se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc. Maxisorb) que se
recubrieron durante 18-24 horas a 4°C con 50 ul del anticuerpo purificado (anticuerpo
primario o de captura) disuelto en su respectivo tampén de unidén con pH especificos (Ver
tabla de anticuerpos de captura para ELISA). A continuacion, se elimind el exceso de
anticuerpo no unido a la placa lavando las placas dos veces (todos los lavados se realizaron
con 350 pl de tampon de lavado) y se bloquearon las uniones inespecificas con 200 pul de
tampon de bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras el periodo de bloqueo, se

anadieron 100 pl de las muestras o de las diluciones seriadas de las citoquinas/quimioquinas
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recombinantes de concentracion conocida (curva patron) y se incubaron entre 18-24 horas a
4°C. La curva patréon se prepard diluyendo las respectivas proteinas recombinantes en
solucion de bloqueo en las siguientes concentraciones: 10, 5, 2.5, 1.25, 0.6, 0.3, 0.15, 0.07,
0.03 ng/ml. Como blanco se utilizaron 100 pl de la solucion de bloqueo. Tras la incubacion,
se lavaron las placas cuatro veces para eliminar el exceso de muestras, y se afiadieron 100
ul del anticuerpo biotinilado especifico de cada muestra disuelto en solucion de bloqueo
(Ver tabla de anticuerpos biotinilados para ELISA). Se incubaron las placas a temperatura
ambiente durante 1 hora y en seguida se lavaron seis veces para eliminar los anticuerpos no
unidos. Se afiadieron 100 pl del conjugado avidina-peroxidasa 2 pg/ml (Sigma) disuelta en
solucion de bloqueo y se incubd durante 45 minutos a temperatura ambiente. Tras ocho
lavados para eliminar los residuos de avidina-peroxidasa, se afiadieron 100 pl de una
solucion de ABTS 0.1 M (Fluka) junto con H,O, 0.03% (Sigma). Este sustrato
cromogénico es oxidado por la peroxidada, dando lugar a un producto de reaccion de color
verde, que absorbe la luz en el espectro visible, siendo la densidad dptica obtenida
proporcional a la cantidad del producto medido (en relacion a los valores obtenidos en la
curva patron). La absorbancia se midiéo a 405 nm y se cuantificé en el espectofotometro

VersaMax y utilizando el programa SoftMax Pro (Molecular Devices).

Proteinas recombinantes

Proteina Casa comercial Catalogo
IL-2 BD biosciensce 550069
IL-4 BD biosciensce 550067
IL-6 BD biosciensce 554582

IL-10 BD biosciensce 550070
IL-12 BD biosciensce 554592
IL-17 ebiosciensce 14-8171
TNFa Peprotech 315-01A
IFN BD biosciensce 554587
TGF-B Peprotech 100-21
MCP-1 Peprotech 250-10
RANTES Peprotech 250-07
MIP-1 Peprotech 250-09
MIP-2 Peprotech 250-15
MDC Peprotech 250-23
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Anticuerpos de

Concentracion

Concentracion Tampon

captura Casa comercial  Catalogo del Stock de uso de union
Anti-1L-2 BD biosciensce | 554424 0.5 mg/ml 2 pg/ml pH9
Anti-1L-4 BD biosciensce | 554387 0.2 mg/ml 0,8 pg/ml pH9
Anti- IL-6 BD biosciensce | 554400 0.5 mg/ml 2 ug/ml pH9
Anti-IL-10 ebiosciensce 14-7101 0.5 mg/ml 2 pg/ml pH 6
Anti-1L-12 BD biosciensce | 551219 1 mg/ml 4 ng/ml pH9
Anti- [L-17 BD biosciensce | 14-7175 0.5 mg/ml 2 pg/ml pH 6
Anti-TNFa BD biosciensce | 551225 0.5 mg/ml 2 pug/ml pH 6
Anti- [FN BD biosciensce | 551309 0.5 mg/ml 2 pg/ml pH9
Anti-TGF-b BD biosciensce | 555052 0.5 mg/ml 2 pg/ml pH9
Anti-MCP-1 Peprotech 500-P113 0.5 mg/ml 1 pg/ml pH 6
Anti-RANTES Peprotech 500-P118 0.5 mg/ml 1 pg/ml pHO9
Anti-MIP-1a Peprotech 500-P121 0.5 mg/ml 0,5 pg/ml PBS
Anti-MIP-2 Peprotech 500-P130 0.5 mg/ml 0,5 pg/ml pH9
Anti-MDC Peprotech 500-P176 0.5 mg/ml 1 pg/ml pH9
Anti-IP-10 Peprotech 500-P129 0,5 mg/ml 1 pg/ml pH9

Anticuerpos Concentracion =~ Concentracion

biotinilados Casa comercial Catalogo del Stock de uso
Anti-1L-2 BD biosciensce 554426 0.5 mg/ml 2 ug/ml
Anti-1L-4 BD biosciensce 554390 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti- IL-6 BD biosciensce 554402 0.5 mg/ml 2 ug/ml
Anti-IL-10 ebiosciensce 13-7102 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti-IL-12 BD biosciensce 554476 0.5 mg/ml 2 pug/ml
Anti- [L-17 ebiosciensce 13-7177 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti-TNF-a BD biosciensce 554415 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti- [FN-y BD biosciensce 551506 0.5 mg/ml 2 ug/ml
Anti-TGF- BD biosciensce 555053 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti-MCP-1 Peprotech 500-P113 Bt 0.5 mg/ml 2 pug/ml
Anti-RANTES Peprotech 500-P118 Bt 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti-MIP-1a Peprotech 500-P121 Bt 0.5 mg/ml 0,5 pg/ml
Anti-MIP-2 Peprotech 500-P130 Bt 0.5 mg/ml 0,5 pg/ml
Anti-MDC Peprotech 500-P176 Bt 0.5 mg/ml 2 pg/ml
Anti-IP-10 Peprotech 500-P129 Bt 0.5 mg/ml 2 pug/ml

90




Materiales y Métodos

3.10 - Obtencion de suero

La obtencion del suero se realizé de dos formas:

a) a partir de la sangre periférica de los ratones para medir la modulacion de los niveles
de inmunoglobulinas tras la induccion y tratamiento de la EAE. Para recuperar la sangre, se
anestesio de manera terminal a los ratones por inhalacion excesiva de CO,. Tras abrir el
esternon, se realizd la puncién cardiaca por insercion de 5-10 mm de una aguja de calibre 22
(22G) acoplada a una jeringa de 1ml en el ventriculo izquierdo. Se obtuvieron entre 0.8-1 ml
de sangre por raton. La sangre se dejo coagular a temperatura ambiente por aproximadamente
3 horas. A continuacion, se centrifugaron las muestras a 2000 rpm durante 10 min a
temperatura ambiente, y se recogio el suero (fase superior amarilla), almacenandose a -20°C
hasta su uso.

b) por decapitacion del animal sin anestesia previa, para determinar los niveles de
corticosteroides en suero afectando lo minimo posible el estado de estrés del animal.
Inmediatamente que es obtenida, la sangre se mezcl6 con inhibidores de proteasas (Roche),
siguiendo a continuacion el protocolo anterior. Las muestras de suero se almacenaron en este
caso a -80°C hasta la determinacion de corticoides mediante ELISA especifico

(Immunodiagnostics Systems, UK).

3.11 - Determinacién en suero de la produccion de inmunoglobulinas

Para determinar la presencia de anticuerpos especificos anti-MOG en el suero de
ratones con EAE, extraido en el pico de la enfermedad, utilizamos un ensayo de ELISA. Para
llevar a cabo esta técnica, se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo plano Maxisorb (Nunc),
que se tapizaron con 100 pl de MOG35-55 (10 pg/ml) disuelto en tampén de union pH 9
durante 18-20 horas a 4°C. Posteriormente, los pocillos se lavaron tres veces con 350 pl de
tampon de lavado para ELISA y se bloquearon con 100 pl de la solucién de bloqueo durante 2
horas a temperatura ambiente. Tras el bloqueo, se afadieron 100 upl de diferentes
concentraciones (dilucion seriada) del suero obtenido de la puncion cardiaca de los distintos
grupos de tratamiento y se incubaron 2h a 37°C. Tras lavar cuatro veces, se aiadieron durante
1 hora a 37°C 100 pl de anticuerpos anti-IgG1 o anti-IgG2a biotinilados (2.5 pg/ml). Tras la
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incubacion, se lavaron las placas seis veces para eliminar los anticuerpos no unidos. El resto

del procedimiento fue idéntico al descrito para la técnica de ELISA.

3.12 - Andlisis de la expresién génica

Utilizando las técnicas de transcripcion reversa (RT) y la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) analizamos la expresion génica de determinados factores en el

tejido/poblacion celular de interés, una vez aislado el ARN mensajero (ARNm).

3.12.1 - Aislamiento del ARNm

El aislamiento del ARN se realiz6 utilizando el reactivo Tripure (Roche), que es una
solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina, que mantiene la integridad del
ARN a la vez que produce la ruptura de las membranas plasmatica y nuclear. Por un lado, el
ARN se extrajo del parénquima nervioso (cerebro y medula espinal) de los ratones con EAE,
en los tiempos indicados. Para ello, en el momento de sacrificio y recogida de muestras, los
organos se aislaron y se congelaron directamente en N2 liquido en tubos libres de ARNasas y
se mantuvieron a -80°C hasta el momento de la extraccion. Cuando la extraccion de ARNm se
realiz6 a partir de células en cultivo, el Tripure se afiadio directamente a los pocillos de las
placas en los tiempos indicados, una vez retirado el medio de cultivo, y, tras lisado de las
células por pase continuo del Tripure por el pocillo, las muestras se guardaron a -80°C hasta
su extraccion. En el caso de las muestras de tejido, tras descongelarlas, el ARN fue extraido
homogenizando el tejido mecanicamente en 1 ml de Tripure utilizando portaobjetos
esmerilados. Desde este punto, el protocolo de extraccion fue el mismo para tejidos y para
cultivos celulares. A las muestras homogenizadas en Tripure se les afiadieron 200 pl de
cloroformo por cada ml de reactivo (para conseguir la separacion del ARN vy la precipitacion
de proteinas). Tras agitar manualmente las muestras vigorosamente e incubarlas 15 minutos a
temperatura ambiente, los tubos se centrifugaron a 12000 g durante 15 minutos a 4°C,
consiguiéndose asi la separacion de 3 fases: una fase inferior rojiza (cloroformo y proteinas),
una interfase (ADN) y una fase superior acuosa e incolora (ARN), que es la que se recoge. La
precipitacion del RNA se llevo a cabo afiadiendo 500 pl de isopropanol por cada ml de
Tripure utilizado. Se incubaron las muestras durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se
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centrifugaron a 12000 x g durante 15 minutos a 4°C. EI RNA precipitado se lavo una vez con
etanol 70% para eliminar los restos de isopropanol, centrifugando a 7500 g durante 5 minutos
a 4°C. El pellet se dejo secar a temperatura ambiente, y el precipitado de ARN se resuspendio
en agua libre de nucleasas (Invitrogen). Las muestras se almacenaron a -80°C hasta su

cuantificacion y uso.

3.12.2 - Cuantificacion de ARN

La cuantificacion y el grado de pureza de las distintas muestras de ARN se
determinaron midiendo la absorbancia de las muestras a 230, 260 y 280 nm en el
espectofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific) utilizando capilares de cuarzo. La
relacion entre las absorbancias 260 y 280 siempre fue mayor de 1.8 indicando que no existia
contaminacion proteica, y la relacion 260 y 230 siempre mayor que 2.0 indicando que no
existia contaminacidon por otros residuos que absorben a 230 como el fenol presente en el

reactivo Tripure.

3.12.3 - Transcripcién inversa (RT)

La transcripcion inversa consiste en la sintesis de ADN complementario (ADNc) a
partir del ARNm extraido utilizando una enzima denominada transcriptasa reversa que utiliza
el ARN como molde para la sintesis del ADN. Para llevar a cabo esta reaccion, se utilizo el
Kit RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas), que contiene la enzima
transcriptasa reversa M-MuLV que amplifica una secuencia antisentido del RNA (ADNc)
empleando para ello pequefios cebadores de seis nucleotidos (Randon Hexamer Primers,
RHP). Primero, las muestras (1 pg de ARN total en 8 pl de volumen por muestra) se
incubaron con 2 pl de ADNasa y tampon durante 15 minutos a temperatura ambiente, y se
par6 la reaccion utilizando 1 ul de EDTA (10 minutos a 65°C). A continuacion se anadié 1 pl
de RHP, y la mezcla se desnaturalizé incubdndola durante 5 minutos a 65°C tras lo que se
afiadieron al producto anterior 8 pl de una mezcla formada por: 4 pl de tampon de reaccion
5X, 1 ul de inhibidores de ARNsas, 2 ul de desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPs) 10
nM y 1 ul de la enzima transcriptasa reversa M-MulV, obteniendo un volumen final de
reaccion de 20 pl. La sintesis del ADNc tuvo lugar incubando la muestra final durante 5
minutos a 25°C, seguida por 60 minutos a 42°C para la actividad enzimatica y sintesis del
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ADNCc, y finalizando con una incubacién de 5 minutos a 70°C para la inactivacion de la
enzima. El producto final de la reaccion se diluy6 con 80 pl de agua libre de nucleasas y se

guardo a -20°C hasta su analisis posterior.

3.12.4 - Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Esta reaccion permite la amplificacion enzimatica in vitro de un segmento especifico de
DNA, obteniendo como resultado cantidades apropiadas de ese DNA especifico a partir de
DNA o cDNA. La PCR se llevo a cabo con 2 pl de cada producto cDNA (producto de la RT).
Para cada muestra se anadieron 23 pl de una mezcla que contenia 2.5 pl de tampédn de la
enzima 10x (Biolabs), 1 uM de MgCl, 50mM (Biolabs), 0.5 pul dNTPs 20mM (Biolabs), 1 pl
de cada cebador especifico (2 ul total), 0.125 pl de Taq polimerasa (Biolabs) y 17.85 ul de
agua libre de nucleasas. El volumen final de la reaccion fue de 25 pl. La PCR se realizo en el
termociclador Mastercycler (Eppendorf). En general, las condiciones de los ciclos para la
amplificacion (consistente en tres etapas) fueron las siguientes: 1) desnaturalizacion (94°C
durante 30 segundos); 2) hibridacion de los cebadores a las regiones adecuadas del ADN
(temperaturas variables durante 30 segundos); y 3) extension (72°C durante 30 segundos). El
numero de ciclos y la temperatura de hibridacion varié de acuerdo con cada par de cebadores
(ver tabla de secuencia de cebadores). En todas las reacciones se realizé una incubacion
previa de 5 minutos a 94°C y una al final de todos los ciclos de 72°C durante 5 minutos. El
producto de la PCR se almacend a 4°C hasta su visualizacion mediante electroforesis en gel

de agarosa.
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namero de
anillamiento ciclos

Ttemperatura de

Secuencia de los cebadores

TGF-p TGC GCT TGC AGA GAT TAA AA

AGC CCT GTA TTC CGT CTC CT 60°C 30
MCP-1 AAA AAC CTG GAT CGG AAC CAA

CGG GTCAACTTC ACATTC AAA G 60°C 30
RANTES ACA CCA CTC CCT GCT GCT TT

GACTGC AAG ATT GGA GCACTITG 60°C 30
TFN-y TGC TGA TGG GAG GAG ATG TCT

TTT CTT TCA GGG ACA GCCTGT T 60°C 35
TNF-q CGA TCA CCC CGA AGT TCA GTA

GGT GCCTAT GTCTCAGCCTCTT 60°C 35
L-17 GAA GCT CAG TGC CGC CA

TTC ATG TGG TGG TCC AGC TTT 60°C 35
IL-12 CAT CGA TGA GCT GAT GCA GT

CAG ATA GCC CAT CAC CCT GT 60°C 35
L4 AGC TAG TTG TCA TCC TGC TC

AGT GAT GTG GACTTG GAC TC 57°C 35
1L-10 CCA AGC CTT ATC GGA AAT GA

TTT TCA CAG GGG AGA AAT CG 58°C 35
BDNF CCCTCC CCCTTT TAA CTG AA

GCCTTC ATG CAA CCG AAGTA 58°C 30
ADNP AGA AAA GCC CGG AAA ACT GT

AAG CACTGC AGC AAA AAGGT 50°C 30
3ST- | GCA AGA CGA CGC CAC CGT GA

CCG GCC TCA AAG CGT GCT GA 60°C 35
SST -2 CAG CTG TAC CAT CAA CTG GC

ATT TGT CCT GCT TAC TGT CG 60°C 35
3ST- 3 GCT GGC TGT GCT CTG GTG GT

GCA GCC AAC CAG CCCTAA CCTTAC |60°C 35
SST - 4 CAG GGA CAG CGG GCATGG TC

AAG CACRGC GCG ACA CAG CA 60°C 35
SST-5 TGG GGT GCA GCC TTC ATC ACT TAC

TGG CCG CCC ACT CTT GTC TG 60°C 35
GHSR CAC CAA CCT CTA CCT ATC

AGC ATCTTC ACT GTC TG 52°C 38
Actin TGT TAC CAA CTG GGA CGA CA

GGG GTG TTG AAG GTC TCA AA 58°C 23
CST CCG AGG CAC AGGAGGCAAG

GCT GGA GCT GGC TTG GGA AG 53°C 38
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3.12.5 - Electroforesis en geles de agarosa

La observacion y andlisis del producto de la PCR ser realizd tras la separacion de los
fragmentos en geles de agarosa. En general, se utilizaron geles de agarosa al 2% en tampén
TAE en cubeta horizontal. La visualizacién de los patrones de bandas de las muestras y del
marcador de peso moléculas (100pb, Invitrogen) se realizdo mediante la adicion de 0.5 pg/ml
de bromuro de etidio antes de la solidificacion de la agarosa. Las condiciones de electroforesis
fueron de 100 Volts durante 20 minutos. La exposiciéon y documentacion se llevo a cabo
mediante un transiluminador de luz ultravioleta (Biorad) y la cuantificacion de la expresion

relativa mediante el uso del programa QuantityOne (Biorad).

3.13 - Ensayo de MTT

La viabilidad de los cultivos celulares con diferentes estimulos en presencia/ausencia de
cortistatina se determiné utilizando el sustrato cromogénico MTT (Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolico). Para realizar este ensayo, en los tiempos indicados
se afiadieron a los cultivos una dilucion 1:10 de una soluciéon de MTT a 5 mg/ml (disuelto en
PBS). Durante la incubacion de 4 horas a 37°C, el MTT es captado por las células y reducido
por la enzima mitocondrial succinato- deshidrogenasa en cristales de formazan, un compuesto
de color azul que se queda retenido en las células. Tras la incubacién con el MTT, se elimind
cuidadosamente el sobrenadante y se afiadieron 100 ul de DMSO, para la solubilizacion del
formazan. La placa se incubd durante 1 hora a 37°C, y se hizo una lectura a 570 nm en el

espectrofotometro.

3.14 - Ensayo colorimétrico para determinacion de 6xido nitrico (ON)

Los niveles de ON en los sobrenadantes de los diferentes cultivos se estimaron a partir
de la acumulacién del metabolito estable nitrito mediante un ensayo basado en la reaccion de
Griess (Current Protocols in Neuroscience (1998) 7.13.1-7.13.22, Philos.Trans. R. Soc. Lond.
B. Biol. Sci. 154:667-731.). Para este ensayo se prepararon en primer lugar las siguientes
soluciones:

a) 1% sulfanilamide (Sigma) en 5% acido fosforico
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b) 0.1% N-(1-napthyl)-ethylenediamine dihydrochloride (Sigma).

Para la curva patron se utilizaron diferentes concentraciones de nitrito de sodio (NaNO,,
de 0-60 uM). El ensayo se realizé mezclando 90 pl de sobrenadante o de curva patrén con 90
ul de una mezcla de solucion a + b (1:1, v/v). Se incubd la placa a temperatura ambiente

(hasta un maximo de 30 minutos), y se hizo la lectura en espectofotometro a 540 nm.

3.15 - Determinacion de la actividad mieloperoxidasa (MPQ)

La infiltracion de neutrofilos en la pata inflamada y en el fluido sinovial de la rodilla se
determino en base a la actividad de la enzima mieloperoxidasa (MPO). El liquido sinovial (25
pl/0.5 ml) y el extracto de las patas (50mg/ml) se homogenizaron en una solucién de bromuro
de hexadeciltrimetilamonio al 0.5 % (p/v) en tampdn fosfato salino (50 mM, pH=6). El
bromuro de hexadeciltrimetilamonio actiia como detergente, lo cual facilita la liberacion de la
enzima MPO de los granulos de los neutréfilos, donde se encuentra almacenada. A
continuacion se sometiod a un triple proceso de congelacion-descongelacion, y las muestras se
centrifugaron a 30.000 g durante 20 minutos. A continuacion, se recuper6 el sobrenadante y
éste se diluyd 1:30 con tampon fosfato salino (50 mM, pH=6) conteniendo clorhidrato de o-
dianisidina (Sigma, 0.167 mg/ml) y peréxido de hidrogeno al 0.0005 % (p/v). La reaccion
colorimétrica (entre 1 y 3 minutos) se determind a 450 nm en un espectrofotometro. La
actividad MPO por gramo de tejido se calculé como: actividad MPO (U/ml) = (A4s0)(13.5)/ml
liquido sinovial, o actividad MPO (U/g tejido) = (A4s0)(13.5)/peso del tejido (g), donde Assg
es el incremento de la absorbancia a 450nm después del inicio de la reaccion. El coeficiente
de 13.5 se determind empiricamente de forma que una unidad de actividad MPO (U) se define

como la cantidad necesaria de la enzima para degradar 1 umol/min de peréxido de hidrégeno.

3.16 - Andlisis estadistico

Los resultados se han expresado como los valores de la media + error estindar de la
media (SEM). El analisis estadistico se realizo aplicando el test ANOVA de una via para

comparaciones entre varios grupos y el test ¢ Student para dos grupos. Un valor de p<0.05
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refleja que las diferencias obtenidas son estadisticamente significativas. El analisis estadistico

ha sido llevado a cabo de forma informatizada con la version 10.0 del programa Sigma-Plot.
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4 — RESULTADOS

4.1 - El tratamiento con CST reduce la incidencia y severidad de la EAE

El efecto terapéutico de la CST se determind mediante la utilizacion de dos modelos de
EAE que reflejan las caracteristicas clinicas de la EM: EAE crénica y EAE remision-recaida
(RR-EAE). La EAE cronica (que refleja lo que ocurre en el 20% de los pacientes), se indujo
mediante la inyeccion del péptido MOGss._ss en ratones de la cepa C57BL/6. Para evaluar los
efectos de CST, se trataron los ratones con este neuropéptido durante diferentes fases de
desarrollo de la EAE. En primer lugar, se realizo la administracion de CST de forma
preventiva, durante 4 dias antes de inmunizar los ratones y durante 5 dias después de la
inmunizaciéon con MOG. El pretratamiento con CST resulté en un retraso en la aparicion del
inicio de los signos clinicos junto con una inhibicion en el desarrollo de la EAE y una
disminucién significativa de la severidad de la enfermedad en comparacién con el grupo
control (tratados con PBS) (Figura 4.1A). La proteccion alcanzada por la administracion
temprana de CST nos llevo a evaluar el efecto de dicha administracion en la fase activa de la
enfermedad. Para ello, se administr6 CST durante los primeros sintomas de la enfermedad
(grado clinico 0.5), lo que bloqued su progresion (Figura 4.1B). Tomando como referencia el
dia 36 post-inmunizacién, observamos que en el grupo control el 32% de los ratones
desarrollaron una enfermedad moderada (grados clinicos entre 0.5 y 3) y un 63%
desarrollaron EAE severa (grados clinicos entre 4 y 6) sin recuperacion de los signos clinicos
durante los 30-40 dias de seguimiento. En contraste, en el grupo tratado con CST, un 50% de
los ratones resultaron asintomaticos y un 39% de los ratones tratados con CST presentaron
sintomas leves o moderados de la enfermedad (Tabla 4.1A). Ademas, pudimos observar una
recuperacion de los sintomas en los ratones tratados con CST, que no se detect6 en el grupo
control.

El potente efecto terapéutico de CST alcanzado tras la administracion de este péptido
antes y durante la fase inicial de la enfermedad activa, nos llevo a evaluar sus posibles efectos
sobre la enfermedad en estadios mas avanzados. Para ello, retrasamos el tratamiento con CST
hasta que los ratones presentaron una pérdida completa de la tonicidad en la cola y flojedad
en las extremidades traseras (grado clinico 2). De la misma manera que cuando el tratamiento
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se administré en la fase inicial, el tratamiento con CST inhibié de manera significativa la
progresion de la enfermedad, mientras que el grupo control prosiguid el curso normal del
desarrollo de la enfermedad hacia estadios mas severos (Figura 4.1C).

En la mayoria de los pacientes, la EM presenta un curso de remision-recaida de la
enfermedad. Para determinar el efecto de CST en un modelo de RR-EAE empleamos ratones
susceptibles (SJL/J) inmunizados con el péptido PLP;39.15;. En este modelo, en el que el
tratamiento con CST se realizd durante el primer brote de la RR-EAE, observamos una
reduccion significativa de la incidencia y severidad de los brotes subsecuentes (Figura 4.1D).
En el dia 50 post-inmunizacion en el modelo de RR-EAE, un 50% de los ratones control
desarrollaron una enfermedad severa y el otro 50% presentd sintomas de EAE moderada,
mientras solamente un 37.5% de los ratones tratados con CST presentd sefales leves de la
enfermedad y el resto no presentd sintomas. (Tabla 4.1B).

Estos resultados indican que CST es un potente agente terapéutico en la EAE, en sus
dos manifestaciones clinicas principales. La mayor eficiencia se obtuvo cuando la
administracion se realizo en estadios tempranos de la enfermedad. Sin embargo, CST también
presentd un efecto terapéutico cuando se administro6 durante manifestaciones clinicas mas
severas. Ademas, su efecto protector se mantuvo en el tiempo, no observandose progresion de

la enfermedad durante 40 dias después de la administracion del neuropéptido.

Tabla 4.1 — Efecto terapéutico de CST en EAE.

A Incidencia®(%)
EAE Severa Moderata Leve Sin Mortalicad CDI#
cronica sintomas
Control 12/19(63) 519 (27) 1119 (5) 1119 (5) 12/19(63) 97.89+11.25
CST 2118 (11) 3M18(17) 4/18(22) 9/18 (50) 0/18 (0) 34 +6.08
B Incidencia®(%)
RR-EAE Severa Moderata Leve Sin Mortalidad CDI#
sintomas
Control 4/8 (50) 4/8 (50) 0/8 (0) 0/8 (0) 1/8(12.5) 38.43£8.40
CST 0/8 (0) 0/8 (0) 3/8(37.5) 5/8(62.5) 0/8 (0) 20.5+6.56

Ratones C57BL /6 con EAE cronica o ratonesSJL /J con RR-EAE se trataron por via
intraperitoneal con PBS (control) o con 1 nmol de CST durante 5 dias consecutivos a partir de
los primeros sintomas de la enfermedad * La incidencia de la enfermedad se califica como
Severa (puntuacién clinica: de 4 a 6), Moderada (puntuacion clinica:> 2-3), Leve (puntuacién
clinica:> 0,5 a 2) o sin sintomas. CDI § es la media de la suma de los grados diarios de la
enfermedad
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Fig. 4.1 — Efecto terapéutico de CST en EAE. La EAE croénica se indujo por la inmunizaciéon con
MOG:;s.55 en ratones C57BL/6 (A-C), y la RR-EAE se indujo en ratones SJL / J mediante la
inmunizaciéon con PLP;39.15; (D). Los ratones se trataron por via i.p. con PBS (control) o CST (1nmol
/dia) durante 4 dias antes de la inmunizacion con MOG, y 5 dias consecutivos a partir de la
inmunizacioén (A); 5 dias consecutivos en ratones inmunizados con MOG después de los primeros signos
clinicos (B); o 5 dias consecutivos en la fase aguda de EAE cronica (C). En el modelo de RR-EAE el
tratamiento con CST (1 nmol/dia) durante 5 dias consecutivos se inici6 el dia 10 post-inmunizacion (D).
Los signos clinicos de la enfermedad se evaluaron como se describe en Materiales y Métodos. Las
flechas rojas indican el inicio del tratamiento con CST. *p<0.05 en comparacioén con ratones controles.
Los valores representan la media del grado clinico de cada grupo + S.E.M, n = 18-19 ratones por grupo

de EAE cronica y n = 8 ratones por grupo en RR-EAE.
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4.2 - El tratamiento con CST reduce la infiltracién y la desmielinizacion en el SNC de

ratones con EAE

Para investigar los mecanismos por los cuales CST ejerce su efecto terapéutico en EAE,
analizamos caracteristicas histopatologicas del SNC afectadas por esta enfermedad. La EM y
EAE se caracterizan desde un punto de vista neuropatologico por la presencia de multiples
placas de desmielinizaciéon y la presencia de infiltrados inflamatorios. La tincidén rapida con
azul de Luxol por el método de Kluver- Barrera revelo extensas regiones desmielinizantes a
lo largo de la médula espinal de ratones controles. En los ratones tratados con CST, el grado
de desmielinizacion se redujo notablemente y la sustancia blanca presentaba una apariencia
normal, similar a la de ratones sanos no inmunizados (naive) (Figura 4.2A). A continuacion,
también se evaluo el grado de pérdida de mielina mediante la medida de la expresion de MBP
por inmunohistoquimica especifica para esta proteina. En ratones control con EAE, se pudo
observar la presencia de un niimero elevado de placas desmielinizantes mientras que en los
ratones tratados con CST, estas resultaron practicamente ausentes (Figura 4.2B). De hecho, la
evaluacion cuantitativa de placas desmielinizantes, demostrd que todos los ratones controles
analizados (5 por grupo) presentaran un numero elevado de placas desmielinizantes. En el
grupo de ratones tratados con CST solamente se detectd una placa desmielinizante en un raton
(Figura 4.2C y D). De acuerdo con los resultados clinicos, el andlisis histopatologico
demostro6 que el tratamiento con CST resultdé en una reduccion significativa de la
desmielinizacion en el SNC.

El método de Kluver-Barrera, ademds de permitir la observacion de la desmielinizacion,
también permite la observacion del infiltrado celular, debido a su combinacion con la tincién
de hematoxilina. Como se observa en la figura, los ratones con EAE presentaron un infiltrado
inflamatorio intenso en la sustancia blanca de la médula espinal, mientras que en los tratados
con CST se observo una reduccion drastica del infiltrado inflamatorio (detalle en la Figura
4.2A). Ademas de este método, la naturaleza del infiltrado inflamatorio se analizd6 mediante
inmunofluorescencia. La evaluacién del infiltrado del SNC revel6 la presencia de células
inflamatorias de origen hematopoyético (CD45+) en la medula espinal de ratones con EAE
(Figura 4.3A), con un alto porcentaje de linfocitos T CD4+ (Figura 4.3B). La administracion
de CST disminuy¢ significativamente la infiltracion de células CD45+ y CD4+ en el SNC en
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ratones con EAE. Ademas, en los ratones tratados con CST se observo una reduccion
significativa de células Ibal+, un marcador de macréfagos y microglia activados (Figura
4.3C).

El andlisis histopatologico confirméd que los efectos beneficiosos del tratamiento con
CST fueron atribuibles a una reduccion significativa de la infiltracion celular y activacion de
macrofagos/microglia con una consecuente reduccion del nimero de placas desmielinizantes
en el SNC. Estos resultados sugieren que la terapia con CST previene la entrada o la retencion
de las células inflamatorias autorreactivas en el SNC. Asimismo, el tratamiento con CST

parece modular la activacion de la microglia residente.
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Fig. 4.2 — CST reduce la histopatologia en el SNC de ratones con EAE. La EAE cronica se indujo como
descrito en la figura 4.1. Dos dias después de la ultima administracion, se extrajo la médula espinal
diferenciandose la region cervical y lumbar. Secciones transversales de las muestras de médula de cada
grupo seleccionadas al azar se tifieron con azul rapido de Luxol mas hematoxilina (A) (para evaluar la
desmielinizacion y infiltracién) y con anti-MBP (B). En detalle se muestra una seccion histologica
representativa de un raton control con EAE donde se observan areas de infiltracion leucocitaria (flechas
negras) y las areas de desmielinizacion (flechas de color naranja). Una region comparable de la médula de
ratones tratados con CST muestra un aspecto similar a la médula de ratones naive, sin signos
histopatologicos. El niimero de ratones con placas desmielinizantes (C) y el niimero de placas (D) se
contaron aleatoriamente en varias secciones transversales. Valores representados de n = 5 ratones por grupo.
Vision general de las médulas: aumento 40x; detalle en (A): aumento 100x; detalle en (B): aumento 200x. 104
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Fig. 4.3 — CST reduce la inflamacién en el SNC en ratones con EAE. La EAE cronica se indujo como
descrito en la figura 4.1. Dos dias después de la ultima administracion, se extrajeron las médulas de los
diferentes grupos y se embebieron en OCT, como se describe en materiales y métodos. La determinacion de la
presencia y tipo de infiltrados inflamatorios en la médula se realiz6 en criocortes seleccionados al azar de cada
grupo experimental utilizando los marcadores anti-CD45 (linaje hematopoyético: A); anti-CD4 (linfocitos T: B),
y anti-Ibal (macroéfagos y microglia activados: C). Ampliacion 200X de secciones transversales de la medula
espinal.
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4-3 - El tratamiento con CST reduce la respuesta inflamatoria en el SNC de ratones con
EAE

En la EM se encuentran elevados los niveles de mediadores pro-inflamatorios del tipo
Th1/Th17 en el SNC. Se ha demostrado que la progresion de la enfermedad se ve reducida
mediante la neutralizacion de estos mediadores, al menos en el modelo de EAE
(ResImmunol 149 753 1998). Para determinar el perfil de mediadores inflamatorios en el
SNC de ratones tratados con CST, analizamos los niveles de expresion de genes de diferentes
citoquinas anti- y pro-inflamatorias en el parénquima nervioso (extracto de cerebro y médula
espinal) de ratones con EAE de los diferentes grupos. En los ratones tratados con CST se
observé una reduccion de la expresion de diversas citoquinas como TNF-a, I[FN-y, IL-17, e
IL10 y quimioquinas como MCP-1 (quimioatrayente para macrofagos) y RANTES
(quimioatrayente para células T). Sin embargo, no se observaron alteraciones significativas en
los niveles de expresion de IL-12, TGF-B y IL-4 en comparacion con los ratones control
(Figura 4.4A y B). En cuanto a mediadores anti-inflamatorios, se observo una reduccion en
los niveles de IL-10, probablemente debido a la menor infiltracion generalizada, o al
momento de la toma de muestras en relacion al grado de la enfermedad comparando con los
controles. Por otro lado, no hubo cambios en los niveles de las citoquinas anti-inflamatorias
TGF-B e IL-4, indicando que, aunque hay menor nimero de células, éstas no reducen los
niveles de citoquinas tipicas de un perfil Th2, aunque si hay una reduccién significativa y
especifica de los mediadores tipicos de un perfil Th1/Th17.

Para confirmar el efecto de CST en la reduccion de mediadores inflamatorios en SNC
de ratones con EAE, analizamos a nivel proteico la produccién de mediadores inflamatorios
en extractos del parénquima nervioso de los distintos grupos experimentales. Los ratones
tratados con CST presentaron una reduccion significativa de diversos mediadores pro-
inflamatorios, como las citoquinas IFN-y, IL-6, IL-12, y como las quimioquinas IP-10
(quimioatrayente para células Th1l), MCP-1, RANTES (Figura 4.4C), y una ligera reduccion
de la expresion de IL-2, IL-17 y MDC (quimioatrayente para células Th2). Ademas, el nivel
de IL-10 a nivel proteico no presenta alteraciones en el SNC entre ambos grupos analizados.
Aunque la disminuciéon de los mediadores inflamatorios podria ser el resultado del menor
numero de células inflamatorias en el SNC, los resultados de los niveles de las citoquinas IL-
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10, TGF-B, e IL-4 en los ratones tratados con CST respecto a los controles, indican que existe
una reduccion/desactivacion especifica de los mediadores inflamatorios relacionados con una

respuesta Th1/Th17, mientras no se afecta la respuesta anti-inflamatoriaTh2
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Fig. 4.4 — CST reduce la inflamacion en el SNC en ratones con EAE. La EAE cronica se indujo como descrito
en la figura 4.1. Dos dias después de la ultima administracion, se extrajeron las médulas y cerebros de los
diferentes grupos, y se realizo la extraccion conjunta de ARNm y proteinas, tal y como se describe en materiales y
métodos. Mediante RT-PCR se analizaron los niveles de expresion génica de diferentes citoquinas y
quimioquinas inflamatorias (A), y se hizo una cuantificaciéon de la expresion génica por densidometria (B). Los
valores representados son relativos a la expresion de los diferentes mediadores en el control. En los extractos de
proteinas se determinaron los niveles de citoquinas y quimioquinas por ELISA (C). Los resultados se expresaron
como ng de citoquinas/mg de tejido. Los valores se representan como valor medio de la produccion/expresion de
citoquinas/quimioquinas+ S.E.M, n = 5-6 ratones por grupo *p<0.05; **p<0.005; ***p<0.0001 frente al control.
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4.4 - El tratamiento con CST reduce la respuesta inflamatoria y autorreactiva en EAE

Dado que el efecto en la reduccion de los niveles de citoquinas en el parénquima
nervioso de ratones con EAE tratados con CST podria deberse a la reduccién de células
infiltradas, y/o a la reduccion de la respuesta encefalogénica mediada por células T,
analizamos el perfil de citoquinas producidas por células inmunes de la periferia Para ello,
analizamos la capacidad autorreactiva de las células T aisladas de ganglios linfaticos
drenantes (axilares e inguinales) y bazo frente a un estimulo especifico, MOG, o frente a un
estimulo no especifico como anti-CD3. Los resultados muestran que las células aisladas de
ratones con EAE proliferan de forma especifica en respuesta al antigeno, mientras que las
células aisladas de los ratones con EAE tratados con CST disminuyen la capacidad de
proliferacion frente al antigeno especifico, presentando una reduccion de la formacion de
agregados (clusters) indicativos de la proliferacion asi como en la incorporacion de timidina
tritiada (Figura 4.5A y B). Este resultado sugiere que la administracion de CST durante la
progresion de la EAE inhibe parcialmente la expansion clonal de células T autoreactivas.

Para determinar el fenotipo de las células T efectoras, analizamos el perfil de citoquinas
de las células aisladas del grupo control y del grupo tratado con CST en presencia del
antigeno especifico y otros estimulos no especificos. Mientras que las células aisladas de
ratones con EAE controles producen altos niveles de citoquinas Th1/Th17, las células aisladas
de ganglios linfaticos de ratones tratados con CST secretaron niveles bajos de IL-2, IFN-y e
IL-17 tras la estimulacion con MOG. En células aisladas del bazo de ratones tratados con
CST, so6lo se observo una reduccion en la produccion de IL-2 y IL-17, mientras que no se
observaron diferencias en los niveles de IFN-y e IL-10 entre ratones controles y tratados CST
(Figura 4.5B). De forma importante, no hubo cambios en la expresion de citoquinas entre las
células aisladas de ratones controles y ratones tratados cuando las células se estimularon de
manera inespecifica con anti-CD3, indicando que el tratamiento con CST no induce
inmunosupresion. Considerando la citoquina GM-CSF (del inglés, Granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor), observamos que la produccion de esta citoquina disminuy6 en los
cultivos de células de bazo y ganglios aisladas de los ratones tratados con CST,
independientemente del estimulo utilizado, sugiriendo un importante control en la modulacién
de esta citoquina por parte de la CST (Figura4.5B). Recientemente, GM-CSF ha sido descrito
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como una citoquina encefalogénica critica en la induccion de la EAE. Células T deficientes en
GM-CSF son incapaces de inducir EAE, y, aunque puedan existir altos niveles de IL-17A o
IFN-y, no compensan la pérdida de esta citoquina para desarrollar la enfermedad (Codarri,
Gyulveszi et al. 2011). Los resultados obtenidos en células aisladas de ratones tratados con
CST, demuestran que este neuropéptido inhibe la capacidad efectora de células Th1/Th17 en
la periferia especificas del antigeno MOG, sin que esto implique inmunosupresion. De hecho,
las células aisladas de ratones tratados con CST responden de forma eficiente produciendo
diferentes tipos de citoquinas al igual que las células de ratones control en presencia de una
estimulacion policlonal inespecifica. Sin embargo, de manera eficiente, la CST controla la
produccion del factor encefalogénico GM-CSF de valor predictivo en la progresion de esta

enfermedad.
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Fig. 4.5 - CST reduce la respuesta autorreactiva en ratones con EAE. La EAE cronica se indujo como descrito en
la figura 4.1. Dos dias después de la tltima administracion,se aislaron células de ganglios linfaticos drenantes y del
bazo y se estimularon in vitro con MOGss.ss (15 pM). La estimulacion con anti-CD3 (1pg/ml) se utiliz6 como control
de estimulacion no especifica. La proliferacion se determiné después de 4 dias de cultivo. (A) La imagen muestra la
proliferacion agrupada de los linfocitos (clusters) frente a diferentes estimulos. (B) La incorporacion de timidina
tritiada se presenta como cuentas por minuto (c.p.m). Los niveles de citoquinas y quimioquinas producidos por células
de ganglios linfatico (C) y del bazo (D) se determinaron por ELISA en los sobrenadantes de los cultivos después de 48
h de estimulacion. No hay niveles detectables de proliferacion o produccion de citoquinas en ausencia de estimulo
(medio). Los valores se representan como la media £ S.E.M, n = 5-6 ratones por grupo *p<0.05; **p<0.005;
*#%p<0.0001 frente al control
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4.5 - El tratamiento con CST regula los niveles de autoanticuerpos en un modelo de
EAE

Los altos niveles de anticuerpos circulantes dirigidos contra antigenos de la mielina
acompafian invariablemente el desarrollo de la EM, y su produccién es un factor importante
en la determinacion de la susceptibilidad a la enfermedad. La subclase de IgG antigeno
especifica inducida después de la inmunizacion/terapia, es una medida indirecta de la
contribucion relativa de citoquinas del tipo Th1 o Th2 (Finkelman, Holmes et al. 1990). Por lo
tanto, hemos analizado los niveles séricos de autoanticuerpos contra MOG. La proporcion de
IgG2a/IgGl se utiliza habitualmente como una medida indirecta de la contribucion relativa de
la respuesta inmune Thl o Th2, respectivamente. Una mayor relacion de IgG2a/IgG1 sugiere
una respuesta inmunitaria predominantemente Thl, mientras que una proporcidon menor sirve
como un indicador de la inmunidad del tipo Th2. En nuestro caso, observamos que los ratones
con EAE tratados con CST, presentaron una menor relacion IgG2a/IgG1l que los ratones
control (Figura 4.6). Estos datos proporcionan una evidencia adicional de que la
administracion de CST durante la EAE reduce la respuesta Thl y podria estar modulando la
produccion de anticuerpos en células B. Ademas de controlar la inflamacion, nuestros
resultados demuestran que CST tiene un papel en la desactivacion de los clones autorreactivos
en la periferia, principalmente de tipo Thl, frente a un estimulo antigeno-especifico.

3 Control

20- Bl CST Fig. 4.6 — El tratamiento con CST regula los niveles de
anticuerpos especificos contra el autoantigeno MOG. La
T EAE cronica se indujo por la inmunizacién con MOGss.ss
en ratones C57BL/6, que se trataron en la fase efectora de
la enfermedad (grados 0.5-1.5) por via i.p. durante 5 dias
* consecutivos con CST o PBS (control). Dos dias después de
la ultima administraciéon se obtuvieron los sueros por
puncién cardiaca de los ratones tratados y controles. Los
niveles de IgG especifica para MOG (IgGl e IgG2a) se
determinaron por ELISA. Los datos se presentan como
media de la proporcion IgG2a/IgG1l + SEM, n = 14 ratones
por grupo *p<0.05 frente al control
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4.6 - CST inhibe de forma directa la respuesta inflamatoria y autorreactiva de células T

Hemos demostrado que el tratamiento con CST es capaz de inhibir la respuesta
inflamatoria y autorreactiva en el SNC y en la periferia de ratones con EAE. Parece que parte
del efecto terapeutico de la CST deriva de la menor infiltracion de células autoreactivas en el
organo diana. Pero, una cuestion que nos planteamos fue ;estaria la CST actuando
directamente sobre las células inmunes? Es decir, podria ser que el nivel de actuaciéon de la
CST en la periferia fuera suficiente para modular la respuesta inmune en el desarrollo y
progresion de la EAE. Hasta ahora, en los experimentos realizados, las células se obtienen de
animales tratados y se observa la produccion espontdnea de mediadores en presencia/ausencia
de diferentes estimulos. En este caso, y para entender el posible nivel de accion de CST, se
aislaron células del bazo y de los ganglios linfaticos de ratones enfermos con sintomas
moderados de la EAE, y se estimularon estas células con MOG en presencia o ausencia de
CST durante 48h. El tratamiento ex-vivo con CST inhibié de manera significativa la
proliferacion de células T activadas especificas de frente a MOG (Figura 4.7A). Ademas,
CST fue capaz de inhibir la produccion de diversas citoquinas proinflamatorias, incluyendo
IL-2, IL-6, IL-17 y TNF-a. En conjunto, estos resultados confirman que CST es un potente

modulador de la inflamacion tanto en el SNC como en la periferia.
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Fig. 4.7 — CST disminuye la respuesta Thl autorreactiva en la periferia. La EAE croénica se indujo por la
inmunizaciéon con MOGs;s.s5 en ratones C57BL/6. En el pico de la enfermedad (dia 14 post-inmunizacion) se
aislaron células de ganglios linfaticos y del bazo y se estimularon con MOGgss.s5 (15 pM) en ausencia (control)
o presencia de CST (107M). (A) La proliferacion se determind después de 4 dias de estimulacion mediante
incorporacioén por timidina, presentada por c.p.m. (B) La produccién de citoquinas y quimioquinas en los
sobrenadantes se determino por ELISA después de 48 h de estimulacion. Valores representados como media+
S.E.M, de dos experimentos independientes en duplicado (n=5 ratones/experimento) *p<0.05; **p<0.005;
*#*p<0.0001 frente a las muestras no incubadas con CST.
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4.7 — La CST modula la presencia y activacion de células inmunes en la periferia en el
modelo de EAE.

Nuestros resultados hasta ahora indican que la CST es capaz de desactivar de forma
especifica la respuesta autoreactiva en el parénquima nervioso en el modelo de EAE, por un
lado inhibiendo la secrecion de citoquinas, y por otro, reduciendo la migracion de células
inmunes al tejido diana. Para confirmar esto, analizamos el perfil espontdneo de citoquinas en
las células retenidas en los ganglios linfaticos y bazo de los ratones con EAE tratados o no
con CST. Se aislaron las células y se estimularon de forma aguda durante 8 horas en presencia
de monensina (inhibidor del transporte vesicular afectando al complejo de Golgi).
Seguidamente se recuperaron las células y se analizaron diferentes citoquinas mediante
tincion intracelular y citometria de flujo. Debido al tiempo y tipo de estimulo (PMA mas
inonomicina), este ensayo nos permite conocer el perfil celular presente en los 6rganos
linfoides. Interesantemente, el porcentaje de células CD4+IFN-y, CD4+IL-17+, CD4+IL-10+
y CD4+IL-4+ estaba significativamente mas elevada en los organos linfoides de ratones
tratados con CST (Figura 4.8 A y B). Ademas, durante el procesamiento de los ganglios y
bazo, se observo un aumento del tamano de los mismos en los ratones tratados con CST
respecto a los ratones control. Esta observacion se correlaciond con el aumento de nlimero de
células totales presentes en los 6rganos de los ratones tratados (Figura 4.8C y D). Nuestros
resultados demuestran una posible retencidn/mantenimiento de las células efectoras en los
organos linfoides de los ratones tratados con CST, mientras los ratones controles con EAE
presentan un agotamiento de los 6rganos linfoides debido a la migracion masiva hacia las
zonas inflamadas del SNC. Ademds, estas células son inmunocompetentes pudiendo
desarrollar respuestas Th1-Th17/Th2 en relacion a un estimulo policlonal inespecifico. Sin
embargo, en relacion a los resultados del apartado 4.4, las células de ratones tratados con CST
en presencia del antigeno especifico fueron significativamente menos autoreactivas
disminuyendo la produccion de mediadores inmunes relacionados con la progresion de la
EAE (IFN-y, IL-17, GM-CSF). Por tanto, estos resultados sugieren que CST no induce una
inmunosupresion total pero si un control altamente regulado de la homeostasis inmune en

condiciones en que ésta se halla alterada.
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Fig. 4.8 — La CST regula el porcentaje de células inmunes en los 6rganos linfoides de ratones con EAE.
La EAE cronica se indujo por la inmunizacion con MOGs;s_ss en ratones C57BL/6, que se trataron en la fase
efectora de la enfermedad (grados 0.5-1.5) por via i.p. durante 5 dias consecutivos con CST o PBS (control).
Dos dias después de la tltima administracion, se aislaron células del bazo (A) y de los ganglios linfaticos (B)
y se estimularon in vitro con PMA/lonomicina durante 8 horas en presencia de monensina. Tras la
estimulacion aguda se analizo la expresion intracelular de citoquinas mediante citometria de flujo. El analisis
de citoquinas intracelulares se llevo a cabo exclusivamente en células T CD4+. El numero de células viables
en ganglios (C) y bazo (D) se determiné utilizando Azul de Tripan utilizando una cadmara de Neubauer. Los
valores se representan como media+ S.E.M, n = 6-8 ratones por grupo; n = 3 experimentos independientes
*p<0.05,;**p<0.005; ***p<0.0001 frente al control
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4.8 — EIl tratamiento con CST induce la aparicion de células T reguladoras (Treg) en

ratones con EAE

El mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica es un factor clave para la homeostasis
inmune. Se sabe que las células T reguladoras son un componente importante para este
control, de tal forma que el balance en numero y funcion de estas células es clave en el
desarrollo y progresion de enfermedades autoinmunes como la EM, donde es patente la
pérdida de tolerancia inmune frente a antigenos propios. Ya que el tratamiento tardio con
CST, durante la fase inflamatoria siguiente a la activacion de células Th1/Th17 antigeno
especificas, también fue efectivo en controlar la EAE, nos preguntamos si este efecto podia
deberse a la generacion de células Treg durante la progresion de la enfermedad. Para ello,
aislamos células T CD4+ de bazo y ganglios linfaticos, y analizamos la expresion de CD25 y
FOXP3, que son comunmente utilizados como marcadores de células T reguladoras naturales.
Ratones con EAE tratados con CST presentaban un porcentaje mayor de células
CD4+CD25+FOXP3+ en los ganglios linfaticos drenantes en comparacion con el porcentaje
obtenido de ratones no tratados que desarrollaron EAE mas severa (Figura 4.9A). Para
demostrar que las células Treg generadas en presencia de CST son funcionales, investigamos
si células derivadas de ratones con EAE tratados con CST serian capaces de inhibir la
progresion de la EAE. Para ello aislamos células totales de ganglios linfaticos y bazo de
ratones con EAE tratados o no con CST, y transferimos las células a ratones que ya estaban
desarrollando la EAE (grado clinico 1). Los ratones con EAE que recibieron células totales de
ratones control, desarrollaron la enfermedad de forma similar que los ratones inmunizados
con MOG que no recibieron células, mientras que los ratones con EAE que recibieron células
de los ratones tratados con CST presentaron una regresion drastica en los grados clinicos de la
EAE (Figura 4.9B). Para confirmar que estos resultados eran debidos a la presencia de las
células Treg inducidas por CST, se eliminaron las células CD4+CD25+ del preparado de
células totales de ratones tratados con CST antes de realizar la transferencia a los ratones con
EAE. En esta ocasion, los ratones que recibieron células CD4+CD25- de ratones tratados con
CST desarrollaron la EAE de forma similar a los ratones que recibieron células de ratones
control o que no recibieron ningun tratamiento (Figura 4.9C). La retirada de la fraccion
conteniendo las células CD25+ en los ensayos de transferencia se tradujo en una reduccion
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significativa de la capacidad supresora observada anteriormente en la transferencia de células
totales de ratones tratados con CST. Estos resultados indican que el efecto terapéutico de CST

es modulado a través de la induccion de células T reguladoras funcionales.
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Fig. 4.9 — El tratamiento con CST induce células Treg funcionales en ratones con EAE. La EAE crénica
se indujo por la inmunizacion con MOGss.ss en ratones C57BL/6, que se trataron en la fase efectora de la
enfermedad (grados 0.5-1.5) por via i.p. durante 5 dias consecutivos con CST (1 nmol /dia) o PBS (control).
Dos dias después de la tltima administracion, se aislaron células del bazo y de los ganglios linfaticos para
deteccion de la expresion de marcadores de células Treg mediante citometria de flujo. (A) Ratones con EAE
tratados con CST presentan un mayor porcentaje de células CD4+CD25+FOXP3+ en los ganglios linfaticos
comparados con controles. Valores representado como media+ S.E.M, n = 6-8 ratones por grupo; n = 3
experimentos independientes (B) Células totales CD4+ aisladas del bazo y de los ganglios linfaticos (10x10°
células/raton) de ratones con EAE tratados o no con CST se transfirieron a ratones previamente inmunizados
con MOG en grados clinicos entre 0.5 y 1. (C) Tras eliminar la poblacion de células CD4+CD25+ de las
células totales aisladas utilizando bolas magnéticas marcadas diferencialmente, las células resultantes
(CD4+CD25-, 15x10° células/ratén) se transfirieron a ratones previamente inmunizados con MOG. Los
valores se representan como media+ S.E.M, n = 7-9 ratones por grupo *p<0.05, frente al control
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4.9 - El tratamiento con CST induce la produccion de factores neurotroéficos en el SNC.

Los factores neurotroficos son proteinas que actian directamente en la proliferacion y
diferenciacion de diferentes tipos celulares del SNC, siendo capaces de promover la
reparacion, supervivencia y recuperacion del tejido. Entre ellos destacan por su relevancia en
el modelo de EAE el BDNF (del inglés, Brain-Derived Neurotrophic Factor) y el ADNP (del
inglés, Activity-Dependent Neuroprotective Protein). E1 BDNF es un importante modulador
de la funcion neuronal y la supervivencia. Ademds de su funcion fisiologica normal, la
induccion de BDNF en el SNC después de la induccion de diversos tipos de dafio neuronal
sugiere un papel neuroprotector para este factor, ya que promueve el crecimiento de los
axones, la remielinizacion, y la regeneracion (Murer, Yan et al. 2001; Riley, Cope et al.
2004). E1 ADNP es un péptido esencial en la formacion del cerebro, y proporciona
neuroproteccion contra una variedad de dafios citotoxicos. ADNP se expresa en muchas
células del sistema inmunoldgico y potencialmente tiene propiedades inmunomoduladoras
(Braitch, Kawabe et al. 2010). La expresion de ADNP y BDNF se produce en respuesta a la
lesion cerebral y se correlaciona con la proteccion del SNC. Por lo tanto, hemos investigado
la expresion a nivel del ARNm para ambos factores en el parénquima nervioso de ratones con
EAE. Nuestros resultados muestran que ratones tratados con CST, presentaban una expresion
mayor de ADNP y BDNF que los ratones control (Figura 4.10). Estos resultados sugieren que
CST, ademas de ser un factor inmunoregulador, podria ser neuroprotector modulando la

produccion de factores neurotroficos en el SNC.
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Fig. 4.10 — El tratamiento con CST induce la expresion de factores neurotroficos en ratones con EAE. La
EAE cronica se indujo por la inmunizacion con MOGs;s.ss en ratones CS57BL/6, que se trataron en la fase
efectora de la enfermedad (grados 0.5-1.5) por via i.p. durante 5 dias consecutivos con CST (1 nmol /dia) o
PBS (control). Dos dias después de la ultima administracion,se aisld6 ARN total del parénquima nervioso.
Mediante RT-PCR Se detectd la expresion de ADNP y BDNF (A) y se hizo una cuantificacion de la expresion
génica por densitometria (B). Los valores representados son relativos a la expresion de Actina Un aumento
significativo en el nivel de expresion de ambos factores se observa en los ratones tratados CST al comparar
con el control. Los valores representan la media+ S.E.M, n = 4-5 ratones por grupo, *p<0.05, frente al control.
C- es control negativo de la reaccion de RT-PCR, C+ es control positivo, muestra de cerebro de un raton
naive.
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4.10 - CST inhibe la produccion de citoquinas inflamatorias en microglia y astrocitos

Tradicionalmente, se ha considerado que las células de la glia tienen un papel pasivo en
el cuidado de las neuronas y mantenimiento de su correcto funcionamiento. Las funciones
establecidas de la glia son el apoyo a la neurotransmision, mantenimiento del equilibrio i6nico
en el espacio extracelular, y el aislamiento de los axones para acelerar la comunicacion
eléctrica. Sin embargo, investigaciones recientes sugieren que la glia, en particular astrocitos
y microglia, también tiene un papel activo en la funcidon cerebral, tanto en condiciones
fisiologicas normales como patologicas. En la EAE se sabe que los astrocitos y la microglia,
tienen un papel critico en la produccion de citoquinas inflamatorias. Estos hallazgos nos
llevaron a evaluar el efecto de CST en las células residentes del SNC. Para esto, cultivamos
astrocitos y microglia primaria de raton y activamos estas células con un estimulo
inflamatorio (LPS) en presencia o ausencia de CST, intentando mimetizar las condiciones de
exposicion a un ambiente inflamatorio de las células gliales durante EAE. En primer lugar,
evaluamos la expresion de los diferentes receptores de CST y su posible modulaciéon en un
ambiente inflamatorio. Nuestros resultados demuestran que, tanto astrocitos como microglia,
expresan receptores de SOM, a los cuales se ha descrito que puede unirse CST y senalizar de
forma especifica. Ademas, se observo que los diferentes receptores se modulan de diferente
forma frente a un estimulo inflamatorio. En este aspecto, se observé un aumente de GHSR,
SST-1 y SST-5 en astrocitos activados, mientras no se encontraron niveles detectables de este
receptor en microglia en estado basal o activado. No en tanto, hay una reduccion de la
expresion de SST-3 y SST-4 en astrocitos activados con LPS, mientras la expresion de SST-2
no sufre alteraciones significativas (Figura 4.11). En cualquier caso, estos resultados
demuestran que CST podria actuar directamente sobre estos tipos celulares en condiciones
fisiologicas y patologicas. Por lo tanto, nos propusimos investigar si CST afectaria
directamente a la produccion de citoquinas/quimioquinas inducidas por LPS en astrocitos y
microglia. Tanto astrocitos como microglia, cuando son activados in vitro con LPS, son
capaces de producir diferentes mediadores inflamatorios. En presencia de CST, se detecté una
reduccion significativa en la produccion de TNF-a en los cultivos de astrocitos (Figura
4.11A) y de IL-6 y oxido nitrico en los cultivos de microglia (Figura 4.11B), aunque no se
modificaron los niveles de otras citoquinas o quimioquinas, como RANTES. Estos resultados
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sugieren que el efecto de CST en EAE puede, en parte, ser debido a su capacidad de modular
directamente la produccion de TNF-a, IL-6 y oxido nitrico en las células residentes del SNC

activadas durante la progresion de la enfermedad.
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Fig. 4.11 — CST inhibe la produccién de citoquinas inflamatorias en microglia y astrocitos. Las
poblaciones de astrocitos y microglia primaria se aislaron a partir de cerebros de neonatos (p0-p3) como
se describe en materiales y métodos. Los astrocitos y la microglia se estimularon con LPS (0.1 pg/ml)
durante 6 horas (A) o 24 h. (B, C). (A)Transcurrido el tiempo de estimulacion, se aislo el ARNm de las
células en cultivo, y mediante RT-PCR se detecto la expresion de diferentes receptores de Somatostatina y
el receptor de ghrelina (B: astrocitos; C: microglia) Ambas poblaciones se estimularon con LPS durante
24 h en ausencia (control) o presencia de CST (10'M). La produccion de citoquinas y quimioquinas se
evaluod en sobrenadantes de cultivo por ELISA y los niveles de Oxido nitrico (ON) se determinaron tras
estimulacion de LPS (0.1 pg/ml) /IFN (500U/ml) por medio del ensayo colorimétrico de Griess, como se
describe en materiales y métodos. Los valores se representan como la media + S.E.M, de tres
experimentos en duplicado, *p<0.05, frente al control con LPS o con LPS/IFN.
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4.11 - Efecto terapéutico beneficioso del tratamiento con Ghrelina (GHR) en la EAE

La CST pertenece a la familia de la somatostatina (SOM) con la que comparte
propiedades estructurales y funcionales ademds de la capacidad de union a los mismos
receptores (SST1-SSTS). En el caso de la SOM, resultados recientes han demostrado que la
administracion de forma oral de este neuropéptido inhibid el curso clinico de la enfermedad,
principalmente en base a la induccion de Treg (Brod and Hood 2011). Por tanto, parte del
mecanismo de accion de la CST podria estar mediado a través de la uniodn a los receptores de
la SOM. Sin embargo, el efecto terapéutico de la CST fue mas eficiente que cuando se uso la
SOM, sugiriendo otros posibles mecanismos de accion. En las células del sistema inmune,
ademads de unirse a los cinco receptores de SOM, la CST es capaz de unirse al receptor de
ghrelina (GHSR), lo que implica la activacion de diferentes vias de senalizacion. La GHR es
un neuropéptido producido principalmente por el estobmago y relacionado con la ingesta de
comida, del que, recientemente, se ha descrito su funcion en el sistema inmune. Asi, la unién
de GHR con su receptor induce un aumento de los niveles de AMP ciclico, que esta
relacionado con la inhibicidon de diversas vias anti-inflamatorias. Por tanto, ademas de unirse
a los receptores SST 1- SSTS, parte del mecanismo de accion de la CST podria deberse a que
puede activar otros receptores. De hecho, la CST ha demostrado parte de su efecto anti-
inflamatorio en diferentes modelos a través del receptor GHSR. Interesantemente, aunque este
receptor no se expreso en microglia, si, observamos que existia una induccion de la expresion
de este receptor en condiciones inflamatorias en astrocitos (Figura4.11) el mayor componente
de la glia. Uno de los posibles abordajes para examinar la posibilidad de que parte del
mecanismo de accion de la CST en EAE esté mediado a través del GHSR, es la utilizacion de
antagonistas especificos de los receptores, que, en el caso de la CST, es complicado debido a
la combinacioén que se necesitaria por la diversidad de receptores a los que puede unirse este
neuropéptido, junto con la dificultad adicional de administrar estos compuestos durante el
desarrollo de un modelo de larga duracion como es la EAE. Otra posibilidad fue determinar si
GHR tenia un efecto terapéutico en el modelo de EAE (que no habia sido descrito en el
momento de realizacion de esta tesis doctoral).

Por tanto, el efecto de la administracion de GHR fue investigado en los dos modelos de
la EAE. El tratamiento con GHR durante la fase inicial de desarrollo de ambos modelos (EAE
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cronica y RR-EAE) fue capaz de reducir la incidencia y severidad de la enfermedad, mientras
el grupo de ratones no tratados desarrollaron una enfermedad moderada/severa sin
recuperacion de los signos clinicos durante los 60 dias de seguimiento (Figura 4.12). En la
EAE cronica, en el grupo tratado con GHR, un 32% de los ratones resultaron asintomaticos y
un 63% de los ratones tratados con GHR presentaron sintomas de leve a moderados de la
enfermedad (Tabla 4.2A), mientras en el grupo control, un 63% de los ratones present6o EAE
severa. En el modelo de RR-EAE, 75% de los ratones tratados con GHR eran asintomaticos y
los demas desarrollaran brotes con sintomas leves (grado clinico 0.5-2), mientras en el grupo
control todos los ratones presentaban sintomas de la EAE a los 50 después de la
inmunizacion, siendo 50% de ellos en grado severo y 50% en grado moderado (Tabla 4.2B).
Para investigar los mecanismos por los cuales GHR ejerce su efecto terapéutico en
EAE, analizamos aspectos histopatoldgicos del SNC. El tratamiento con GHR demostrd una
reduccion significativa del ntimero de placas desmielinizantes, asi como la reduccién de
infiltracion de células inflamatorias (Figura 4.13). Para analizar el perfil de mediadores
inflamatorios en el SNC de los ratones tratados con GHR, analizamos los niveles de
diferentes mediadores anti- y pro-inflamatorios en el parénquima nervioso y en células
aisladas de ganglios linfaticos y bazo. Ratones con EAE tratados con GHR presentaron una
reduccion significativa de diversos mediadores pro-inflamatorios, como las citoquinas IFN-y,
IL-12, IL-17 y quimioquinas IP-10, MCP-1 y RANTES en el parénquima nervioso asi como
en la periferia (Figura 4.14 A y B). Los niveles de IL-10 y IL-2, no presentaron alteraciones
significativas en el SNC de ratones con EAE tratados con GHR comparados con ratones EAE
controles. Por otro lado, el tratamiento con GHR generé un aumento significativo de células
Treg, que contribuyeron al efecto terapéutico de este neuropéptido. En conjunto, estos
resultados muestran un efecto terapéutico beneficioso del tratamiento con GHR en la EAE,
capaz de disminuir la incidencia y severidad de la enfermedad, controlando la respuesta
autoreactiva y la inflamacion en el SNC. Por tanto, mientras que la SOM se une solo a los
receptores SST1-SSTS5, parte del mecanismo de accion de la CST podria deberse a que puede

activar otros receptores, como el de GHR, asociado con efectos anti-inflamatorios.
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Tabla 4.2 — Efecto terapéutico de GHR en EAE.

A Incidencia®(%)
EAE Severa Moderata Leve Sin Mortalidad CDI¢
cronica sintomas
Control 12/19 (63) 5M19(27) 1119 (5) 1119 (5) 12/19(63) 97.89+11.25
GHR 1119 (5) 5/19(26) 7119 (37) 6/19 (32) 2/119(0) 36.31 £ 6.91
B Incidencia™(%)
RR-EAE Severa Moderata Leve Sin Mortalidad CDI¢
sintomas
Control 4/8(50) 4/8 (50) 0/8 (0) 0/38 (0) 1/8(12.5) 38.43+8.40
GHR 0/8(0) 0/8 (0) 218 (25) 6/8 (75) 0/8 (0) 5431244

Ratones C57BL /6 con EAE crénica

o ratonesSJL /J con RR-EAE se trataron por via

intraperitoneal con PBS (control) o con 1 nmol de CST durante 5 dias consecutivos a partir de
los primeros sintomas de la enfermedad * La incidencia de la enfermedad se califica como
Severa (puntuacion clinica: de 4 a 6), Moderada (puntuacion clinica:> 2-3), Leve (puntuacion
clinica:> 0,5 a 2) o sin sintomas. CDI § es la media de la suma de los grados diarios de la

enfermedad
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Fig. 4.12 — Efecto terapéutico de GHR en dos modelos de EAE. La EAE croénica se indujo por la
inmunizacion con MOGs;s._ss en ratones C57BL/6, y la RR-EAE se indujo en SJL / J ratones mediante la
inmunizaciéon con PLPj39.15;. Los ratones inmunizados se trataron por via i.p. durante 5 dias con PBS
(control) o GHR (1 nmol /dia) a partir de la aparicion de los primeros signos clinicos en la EAE crénica
(A) o en el dia 10 en la RR-EAE (B). Los signos clinicos de la enfermedad se evaluaron como se
describe en Materiales y Métodos. *p<0.05 en comparacion con ratones controles. Valores representados
como media + S.E.M, n = 18-19 ratones por grupo de EAE cronica y n = 8 ratones por grupo en RR-

EAE.
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Fig. 4.13 — El tratamiento con GHR reduce la histopatologia e inflamacion en el SNC de ratones con EAE.
La EAE croénica se indujo por la inmunizacion con MOGs;s.ss en ratones C57BL/6, y a partir del inicio de los
signos clinicos, los ratones se trataron por via i.p. durante 5 dias con GHR (1 nmol /dia) o PBS (control). Se
recogi6é muestra de la region lumbar de la médula espinal para histopatologia y extracto proteico del parénquima
nervioso después de dos dias tras de la ultima administracion de GHR. (A) Las secciones transversales de la
medula espinal se tifieron con azul rapido de Luxol més hematoxilina o con anti-MBP. (B) El niumero de ratones y
el numero de placas desmielinizantes se contd aleatoriamente en varias secciones transversales. Vision general de
la médula: aumento 40x; detalle en imagenes de Kluver-Barrera: aumento 100x; detalle en muestras anti-MBP:
aumento 200x.
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Fig. 4.14 — EIl tratamiento con GHR reduce la produccion de mediadores inflamatorios a nivel local y
sistémico en ratones con EAE. La EAE crénica se indujo por la inmunizacién con MOGss.ss en ratones
C57BL/6, y a partir del inicio de los signos clinicos se trataron por via i.p. durante 5 dias con GHR (1 nmol /dia) o
PBS (control). Se determinaron los niveles de citoquinas y quimioquinas en el extracto del parénquima nervioso
(A) y en cultivos de células de ganglios linfaticos y bazo (B) mediante ELISA. Valores estan representados como
media £ S.E.M, n = 5-6 ratones por grupo *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.0001 frente al control.
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Los resultados obtenidos hasta ahora demuestran un importante papel de la CST como
agente terapéutico en el modelo animal de EAE. A continuacion, quisimos comprobar el
papel endogeno de este neuropéptido en el desarrollo y progresion de la enfermedad

utilizando ratones deficientes en CST (CST-KO).

4.12 - Células inmunes deficientes en CST son mas reactivas a estimulos
inflamatorios

En primer lugar, quisimos caracterizar el papel de la CST enddgena en la respuesta
inflamatoria, utilizando células aisladas de ratones CST-KO y células de ratones control
(ambos de la cepa C57BL/6J) en respuesta a diferentes estimulos. Por un lado, aislamos
macrofagos peritoneales y cultivamos estas células en presencia de un estimulo inflamatorio
(LPS). Los macrofagos deficientes en CST presentaron niveles mas elevados de los
mediadores pro-inflamatorios IL-12, TNF-a, y RANTES. No se observaron diferencias
significativas en la produccion de IL-6 y oxido nitrico, y hubo una ligera disminucién en la
produccion de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (Figura 4.15A y B). Interesantemente, se
observé una mayor supervivencia/actividad metabolica en los macréfagos deficientes de CST
comparado con células control (Figura 4.15C). Por otro lado, se aislaron células del bazo y de
ganglios linfaticos de ratones CST-KO, y se analizé la capacidad reactiva de estas células
frente anti-CD3, un estimulo policlonal inespecifico. Las células aisladas de ratones CST-KO
estimuladas produjeron niveles mayores de diversas citoquinas/quimioquinas tanto en células
de bazo como en ganglios linfaticos (Figura 4.16A y B), y se observo una mayor proliferacion
de forma estadisticamente significativa en los cultivos de esplenocitos aislados de ratones
CST-KO respecto a las células de ratones control (Figura 4.16C). Previamente se habia
descrito que monocitos humanos y macrofagos y células dendriticas derivados de monocitos,
aumentan significativamente la produccion de CST en condiciones de estimulacion con LPS,
sugiriendo que el aumento de CST en esta situacion se debiese a un mecanismo de regulacion
inmune natural para controlar la inflamacion (Dalm, van Hagen et al. 2003). Por tanto, la
liberacion exacerbada de citoquinas/quimioquinas en células deficientes de CST, confirman la
hipdtesis de que el neuropéptido endéogeno posee un papel inmunomodulador de la respuesta

inflamatoria.
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Fig. 4.15 — Perfil de la produccién de la respuesta inmune en ratones CST-KO. Se aislaron macrofagos
peritoneales de ratones CST- KO y ratones control y se estimularon con LPS (1pg/ml) durante 24 horas. La
produccion de (A) citoquinas se evalud en sobrenadantes de cultivo por ELISA y (B) los niveles de NO se
determinaron por el ensayo colorimétrico de Griess tras la estimulacion con LPS. (C) La supervivencia fue
evaluada por el ensayo de MTT en los mismos cultivos de los que se recuperaron los sobrenadantes para
evaluar el perfil de mediadores inflamatorios. Valores representados como media + S.E.M de dos experimentos
independientes, n = 5 ratones por grupo *p<0.05 y ***p<0.0001 frente al control
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Fig. 4.16 — Perfil de la produccion de la respuesta inmune en ratones CST -KO. Se aislaron células de
bazo y ganglios linfaticos de ratones CST- KO y ratones control. Se estimularon in vitro con anti-CD3 (1
pg/ml) para evaluar el perfil de la respuesta inmune en ratones CST-KO. La produccion de citoquinas en las
células de bazo (A) o en las células de ganglios linfaticos (B) se determind en sobrenadantes tras 48 horas de
estimulacion mediante ELISA. La proliferacion en ambos cultivos se evalud a las 96 horas tras estimulacion
con anti-CD3 (C). Se determino la proliferacion mediante la incorporacion de timidina tritiada representado en
c.p.m. Valores representados como media + S.E.M de dos experimentos independientes, n = §8-13 ratones por
grupo * p <0.05; ** p <0.005; *** p <0.0001 frente al control
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4.13 - Los ratones CST-KO son menos susceptibles a la induccion de la EAE

Para entender el posible efecto de la CST endogena en la EM, inducimos el modelo
cronico de EAE en ratones CST-KO. De forma contraria a los datos esperados, observamos
un claro retraso de la aparicion de los sintomas, una reduccion en la incidencia, y una
disminucioén en la severidad de la enfermedad en comparacion con los ratones control durante
el desarrollo del modelo (Figura 4.17A). Debido a la similitud estructural y funcional entre la
CST y la SOM, nos propusimos estudiar cual seria el desarrollo y progresion de la EAE en
ausencia de SOM. Para esto, generamos EAE cronica en ratones deficientes en SOM, y
observamos que estos ratones presentaban una mayor susceptibilidad en el desarrollo y
progresion de la enfermedad (Figura 4.17B). Estos resultados sugieren que la menor
susceptibilidad a la EAE es una caracteristica relacionada especificamente con la ausencia de
CST.

Para corroborar los resultados de la observacion clinica y comprobar los mecanismos de
accion implicados en la resistencia a desarrollar la enfermedad en los ratones deficientes en
CST, se llevo a cabo el andlisis histologico de la médula espinal de ratones CST-KO con
EAE. La tincion rapida con azul de Luxol por el método de Kluver- Barrera reveld la
presencia de areas de desmielinizacion a lo largo de la médula espinal de ratones CST-KO,
aunque en menor nimero que en los controles (Figura 4.18 A-B). Este resultado se confirmé
con la expresion de MBP por inmunohistoquimica y por el analisis cuantitativo del numero de
placas (Figura 4.18C). Ademas, se observo cierta infiltracion en los ratones CST-KO, aunque
en menor grado que en los controles. En resumen, los ratones CST-KO presentaron una
resistencia imprevista de la EAE inducida por MOG, que se reflej6 en un perfil de EAE

clinica mas moderada con reduccion de los signos histopatologicos de la enfermedad.
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Fig. 4.17 — Ratones deficientes en CST son maés resistentes al desarrollo de la EAE. La EAE croénica se
indujo por la inmunizaciéon con MOGs;s.ss en ratones control, ratones CST-KO (A) y ratones SST-KO (B),
todos ellos en el fondo genético de C57BL/6. Los signos clinicos de la enfermedad se evaluaron como se
describe en Materiales y Métodos. *p<0.05 en comparacion con ratones control. Los valores se representan
como media = S.E.M, n =25-35 ratones por grupo de EAE en (A) y n =4 en (B).
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Fig. 4.18 — Analisis histopatologico del desarrollo de EAE en ratones deficientes en CST. La EAE cronica se
indujo por la inmunizaciéon con MOGs;s.ss en ratones control y en ratones CST-KO. 23 dias después de la
inmunizaciéon se extrajo la médula espinal diferenciandose la region lumbar. Secciones transversales de las
muestras de médula de cada grupo seleccionadas al azar se tifieron con azul rapido de Luxol mas hematoxilina (A)
(para evaluar la desmielinizacion y infiltracion) y con anti-MBP (B) En detalle se muestra una seccion histologica
representativa de cada grupo donde se observan areas de infiltracion leucocitaria (flechas negras) y las areas de
desmielinizacion (flechas de color amarillo). (C) El nimero de placas desmielinizantes se cont6 aleatoriamente en
varias secciones transversales. Valores representados de n = 5 ratones por grupo. *p<0.05 en comparacién con
ratones control. Vision general de las médulas: aumento 40x; detalle en (A): aumento 100x; detalle en (B):
aumento 200x
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4.14 - Los ratones CST-KO no disminuyen ex vivo la respuesta autoreactiva de

células T en el modelo de EAE

A pesar de presentar una menor susceptibilidad al desarrollo de la EAE, los ratones
CST-KO tuvieron organos linfoides incluso de mayor tamano que los controles después de la
administracion con MOG, sugiriendo una fuerte respuesta inmunolégica (Figura 4.19A).
Estos resultados se correlacionan con los resultados anteriores que demostraron que las
células linfoides de estos ratones exhibieron un aumento en la respuesta inmune frente a un
estimulo inespecifico (Figura 4.16), respecto a la respuesta de células aisladas de ratones
control. Para comparar la respuesta de las células T en los ratones control y CST-KO durante
la progresion de la EAE, realizamos ensayos ex vivo en diferentes momentos del desarrollo de
la enfermedad. Para esto, se aislaron células de ganglios linfaticos y del bazo a los 15 y 23
dias después de la inmunizacion (coincidiendo con el inicio de los sintomas y el desarrollo de
la fase efectora, respectivamente), y se re-estimularon in vitro con MOG. Es de destacar que
en el momento de la toma de muestras, tanto en el dia 15 como en el dia 23, los ratones CST-
KO presentaban una reduccion significativa de los sintomas de la EAE comparado con los
controles (Figura 4.19B) En el ensayo de proliferacion, observamos que los esplenocitos
aislados de ratones CST-KO en el dia 23 presentaron una menor capacidad autorreactiva, Sin
embargo, células de los ganglios linfaticos de estos ratones son capaces de responder de
manera similar o mas potente a MOG comparado con células del grupo control (Figura
4.19C). Interesantemente, células de bazo y ganglios linfaticos aisladas de ratones CST-KO,
produjeron niveles similares o mas elevados de diversas citoquinas y quimioquinas pro-
inflamatorias, como IFN-y, IL-17, OPN, IP-10 y Rantes (Figura 4.19 D y E). Ademas, no
encontramos diferencias significativas en la produccién de autoanticuerpos especificos para
MOG entre ratones CST-KO y ratones control (Figura 4.19F). En resumen, a pesar de la
menor susceptibilidad a desarrollar EAE, los ratones CST-KO inmunizados con MOG
presentan células inmunocompetentes y altamente autoreactivas capaces de responder de

forma especifica al antigeno de manera similar a los ratones control enfermos.
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Fig. 4.19 — Ratones CST-KO inmunizados con MOG presentan una respuesta inflamatoria autorreactiva
similar a los controles con EAE. La EAE crénica se indujo por la inmunizacién con MOGs;s.ss en ratones
control y en ratones CST-KO. (A) Fotografias de los bazos extraidos el dia 23 después de la inmunizacion (d.p.i)
de ratones control y CST-KO, en los que se muestra el tamafio relativo de los mismos. (B) Grados clinicos de los
animales de los que se extraen las muestras. Se aislaron células de ganglios linfaticos y bazo a los 15y 23 d.p.iy
se re-estimularon in vitro con MOGs;s.ss (15 pM). Se evalud la respuesta inducida mediante la proliferacion y la
produccion de citoquinas. (C) La proliferacion en ambos cultivos se evalud a las 96 horas tras estimulacion con
anti-CD3 mediante incorporacion de timidina tritiada. Los niveles de citoquinas y quimioquinas producidos por
células del bazo (D) y de los ganglios linfatico (E) se determinaron por ELISA en los sobrenadantes después de
48 h de estimulacion con MOG (F) Los niveles de IgG especificos para MOG (IgG1 e IgG2a) se determinaron
por ELISA. Los valores se representan como media = S.E.M, n = 3-4 ratones por grupo *p<0.05, **p<0.005,

frente al control
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4.15 - Estudios de transferencia adoptiva indican que la resistencia de los CST-KO

al desarrollo de la EAE parece residir intrinsicamente en los propios CST-KO.

Los resultados anteriores indican que las células T de ratones CST-KO inmunizados con
MOG muestran un fenotipo pro-inflamatorio y responden a la re-exposicion a MOG en un
ensayo ex vivo (Figura 4.19). Por lo tanto, nos interesd determinar si estas células serian
capaces de inducir la enfermedad en ratones naive en un modelo de transferencia adoptiva de
la EAE. Para esto, se aislaron células de los ganglios linfaticos y bazo de ratones CST-KO y
de ratones control el dia 15 p.i con MOG. Se volvieron a estimular con MOG durante tres dias
in vitro, y luego se transfirieron estas células a ratones naive o ratones CST-KO. Como era
de esperar, la transferencia de células de ratones control con EAE indujo la enfermedad en
ratones sanos, con aparicion de los primeros sintomas en aproximadamente 7 dias y con una
progresion continua hacia grados mas severos. Del mismo modo, cuando las células de
ratones CST-KO se transfirieron a ratones control sanos, estos receptores desarrollaron la
EAE, con una relativa antelacion en la aparicion de los primeros sintomas en relacion a los
controles y con una progresion ligeramente mas severa (lo que corroboraba la hipdtesis
relacionada con la funcion inmunomoduladora de la CST). En contraste, cuando las células
procedentes de ratones control con EAE se transfirieron a ratones CST-KO sanos, estos
receptores desarrollaron al principio una forma leve de la enfermedad, con posterior regresion
de los sintomas en la mayoria de los ratones (Figura 4.20). Estos resultados demostraron que
las células encefalitogénicas inmunocompetentes aisladas de los ratones con EAE no son
capaces de desarrollar una respuesta autoinmune en el SNC de ratones CST-KO. En cambio,
las células de los ratones CST-KO enfermos dieron lugar al desarrollo y progresion de la
enfermedad en receptores sanos. Por tanto, estos datos sugieren que la resistencia en los
ratones CST-KO en desarrollar la enfermedad no reside en la activacion inicial de las células
T en los ganglios linfaticos y en el bazo, sino en procesos relacionados con las etapas
subsiguientes de la EAE, y que parecen estar controlados de manera diferencial por los

ratones CST-KO.
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Fig. 4.20 — La transferencia de células encefalitogénicas aisladas de ratones control fallan en
inducir la EAE en ratones CST-KO. La EAE cronica se indujo por la inmunizaciéon con MOGg3s.ss
en ratones controly en ratones CST-KO. El dia 15 p.i se aislaron células de ganglios linfaticos y bazo
y se cultivaron en presencia de MOG (15 pM) durante 3 dias. La transferencia adoptiva de la
enfermedad se hizo por inyeccién i.p de las células estimuladas in vitro. Se recuperaron las células
(12.5 x 10° y se inyectaron en ratones sanos controles y CST-KO. Los signos clinicos de la
enfermedad se evaluaron como se describe en Materiales y Métodos. *p<0.05 en comparacion con
ratones controles. Valores representados como media + S.E.M, n = 5-10 ratones por grupo
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Debido al efecto inesperado en la susceptibilidad para desarrollar EAE en ratones CST-KO,
decidimos ampliar los objetivos de nuestro estudio y evaluar la susceptibilidad de los ratones
CST-KO en otros modelos diferentes de enfermedades inflamatorias y autoinmunes como en

la artritis reumatoide, enfermedad de Crohn, sepsis,y artritis monoarticular.

4.16 - Ratones CST-KO son menos susceptibles al desarrollo de la artritis reumatoide,

la colitis inducida por TNBS y la sepsis inducida por ligacion y punicon cecal

4.16.1 - Artritis reumatoide

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad autoinmune, de etiologia desconocida,
que origina la inflamacién créonica de las articulaciones y posterior destruccion del cartilago y
la erosion del hueso. Las etapas iniciales de la AR implican varios pasos, que se dividen en
dos grandes fases: la iniciacion y el establecimiento de la autoinmunidad y los
acontecimientos posteriores relacionados con la evolucion de la respuesta inflamatoria.
Aunque la contribucion de la respuesta Thl en la AR sigue siendo un tema de debate, varios
estudios realizados en modelos animales indican un papel patogénico de citoquinas derivadas
de Thl en esta enfermedad (Feldmann, Brennan et al. 1996; Brand, Kang et al. 2003). Los
niveles excesivos de mediadores inflamatorios, producidos por la infiltracion de células
inflamatorias Th1 juegan un papel critico en el dafio de las articulaciones.

En trabajos anteriores, nuestro grupo demostré que el tratamiento con CST en un
modelo animal de AR, el modelo de artritis inducida por colageno (CIA, del inglés, collagen-
induced arthritis), reducia significativamente la severidad, incidencia y progresion de la
enfermedad, inhibiendo por completo la inflamacion de las articulaciones y la destruccion de
cartilago y hueso. El efecto terapéutico de CST se asoci6 con una reduccion notable en los
dos componentes nocivos de la enfermedad, es decir la respuesta Thl autoinmune y la
respuesta inflamatoria. CST inhibié la producciéon de varias citoquinas y quimioquinas
inflamatorias, inhibid la expansion de células Thl antigeno-especifico, e indujo la produccion

de citoquinas reguladoras, como la IL-10 y TGF-B. En este modelo, se demostré que la CST
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afecto las células sinoviales tanto a través de los receptores de SOM como de la GHR.
(Gonzalez-Rey, Chorny et al. 2007).

En vista del potente efecto terapéutico de CST en el modelo de artritis, nos propusimos
investigar la induccién de CIA en ratones deficientes en CST. La inducciéon de artritis en
ratones normalmente requiere animales susceptibles (DBA/1J), sin embargo los ratones
deficientes de CST estan generados en la cepa C57BL/6, por lo que desarrollamos el modelo
en estos ratones con algunas modificaciones. Asi, observamos que la deficiencia en CST
originaba un retraso en la incidencia y progresion de la enfermedad (Figura 4.21A). Ademas,
los ratones deficientes en CST presentaron signos clinicos leves en los primeros dias de la
enfermedad en comparacion con los controles. Sin embargo, estas diferencias no se
mantuvieron en tiempos mas tardios de la enfermedad llegando a igualarse con la severidad

presente en los controles (Figura 4.21By C).
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Fig. 4.21 — Ratones CST-KO presentan un retraso en el desarrollo de la AR. Se indujo la AR por
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4.16.2 - Enfermedad inflamatoria intestinal: Enfermedad de Chohn

La enfermedad de Crohn (EC) es una enfermedad autoinmune que conlleva una
inflamacion cronica incurable, con una serie de sintomas gastrointestinales y extra-
intestinales, incluyendo dolor abdominal, sangrado rectal, diarrea, pérdida de peso, trastornos
en los 0jos y en la piel y retraso en el crecimiento y la maduracion sexual en los nifios (Rev.
Gastroenterol. Disord. 3, 81-92, 2003). Aunque su etiologia sigue siendo desconocida,
existen evidencias circunstanciales para vincular la EC a un fallo del sistema inmune de la
mucosa para atenuar la respuesta inmune frente a antigenos endégenos (Fiocchi 1998). El
modelo mas utilizado para estudiar esta enfermedad es el modelo de colitis-inducida por
TNBS (2,4,6-trinitrobenceno sulfonico). Este modelo muestra caracteristicas clinicas,
histopatologicas e inmunoldgicas muy similares al desarrollo de la EC humana. En este
modelo, la induccién de la autoinmunidad se realiza mediante la administracion via rectal de
TNBS en una solucion alcohdlica, lo que provoca una ruptura de la barrera epitelial
permitiendo el acceso del TNBS a la ldmina propia intestinal, donde actiia como un hapteno
activando una respuesta autoinmune frente a antigenos propios de la mucosa intestinal. De
manera similar a la EC humana, la colitis inducida por TNBS estd marcada por una respuesta
inmune exagerada asociada al intestino, dando lugar a una prolongada y severa inflamacion
caracterizada por la produccion incontrolada de citoquinas inflamatorias y expansion y
activacion de células T CD4 asociadas con una respuesta Th1 (Strober, Fuss et al. 2002).

Nuestro grupo demostrd recientemente que el tratamiento con CST mejora la gravedad
clinica e histopatoldgica de la colitis inflamatoria, inhibiendo la pérdida de peso, diarrea e
inflamacién, con un consecuente aumento de la supervivencia. El efecto terapéutico de CST
en este modelo se asoci6 con una reduccioén de la respuesta inflamatoria autoinmune Thl,
incluyendo la inhibicion de un amplio espectro de mediadores inflamatorios. Ademads, se
demostré la participacion de las células T reguladoras secretoras de IL-10 inducidas por CST
en el efecto terapéutico de este neuropéptido. Es importante destacar que el tratamiento con
CST fue eficaz en la colitis establecida y evitd la recurrencia de la enfermedad. Este trabajo
sugiere que CST es un factor anti-inflamatorio con capacidad para desactivar las inflamacion

intestinal y regular la pérdida de tolerancia (Gonzalez-Rey, Varela et al. 2006).

140



Resultados

Considerando estos resultados, y teniendo en cuenta la sorprendente menor
susceptibilidad en ausencia de CST al desarrollo de la EAE y la AR, enfermedades
autoinmunes con un componente inflamatorio importante, quisimos comprobar el papel
endogeno de la CST también en este modelo. Asi, observamos que, tras sucesivas
administraciones de TNBS, los ratones CST-KO presentaron una pérdida de peso menor que
los ratones control, y tuvieron una mayor tasa de supervivencia (Figura 4.22A y B). En
contraste con el modelo de CIA, la menor susceptibilidad de los ratones CST-KO es mas
evidente en tiempos mas tardios (Figura 4.22A y C). En conjunto con los resultados obtenidos
en el modelo de EAE y CIA, los resultados en el modelo de TNBS corroboran el hecho de
que, al contrario de lo que inicialmente se podia pensar en base a las propiedades
inmunoreguladoras de la CST, la deficiencia de este neuropéptido se traduce en una menor

susceptibilidad en modelos de enfermedades inflamatorias y autoinmunes.
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Fig. 4.22 — Ratones CST-KO presentan una menor susceptibilidad a la induccion de colitis por
TNBS. Se indujo colitis mediante la administracion intrarectal de TNBS (3mg/raton) en 50% de
ETOH. Las flechas indican los momentos de administracion de TNBS a lo largo del tiempo de
estudio. La evolucion clinica y la gravedad se evaluaron en funcion de los cambios del peso corporal
respecto al peso inicial/raton (A), grados clinicos evaluando consistencia y aspecto de las heces (B),
segun se describe en materiales y métodos, y supervivencia (C). Valores representados como media +
S.E.M, n = 10 ratones por grupo *p<0.05, frente al control
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4.16.3 - Sepsis

La sepsis es una condicion inflamatoria aguda grave causada por una infeccion
sistémica que generalmente conduce a la muerte por el fallo multiple de distintos 6rganos. La
patologia surge tras la presencia de niveles excesivos de endotoxinas bacterianas, que
conlleva una hiper-activacion de la inmunidad innata (Danner, Elin et al. 1991). Los
macrofagos son células efectoras criticas en la respuesta inmune frente a la sepsis. Estas
células juegan un papel importante en este proceso mediante la liberacion de citoquinas pro-
inflamatorias como TNF-a, IL-1B, IL-6 ¢ IL-12, y quimioquinas como MCP-1 o MIP-1a, que
promueven el reclutamiento de leucocitos a los tejidos danados (Jean-Baptiste 2007).
Asociados a la produccion de citoquinas pro-inflamatorias, se sintetizan otros mediadores por
células inmune que contribuyen al desarrollo y la intensificacion de la sepsis, tales como: a)
las especies reactivas del oxigeno, que danan la membrana celular, causando la muerte por
necrosis, b) el 6xido nitrico, el cual conduce a problemas en el miocardio, c) los eicosanoides,
tales como la prostaglandina E2 e 12 (PGE2 y PGI2, respectivamente) y tromboxano A2
(TXA2) que causan la vasodilatacion, la agregacion plaquetaria, la migracion de los
neutrofilos y un aumento de la permeabilidad vascular (Lopez-Bojorquez, Dehesa et al.
2004). La produccion excesiva de mediadores inflamatorios genera la activacion sistémica,
que afecta a la permeabilidad vascular y a la funcidn cardiaca e induce cambios metabolicos
que pueden conducir a la necrosis de los tejidos y, posteriormente, a la muerte.

Nuestro grupo ha demostrado que la administracion de CST protege contra la letalidad
inducida por el lipopolisacarido bacteriano de bacterias Gram-negativas (LPS). Ademas, CST
aumento la supervivencia en dos modelos animales mas cercanos a la sepsis humana, como en
un modelo de ligacion cecal (CLP, del inglés cecal ligation and puncture) 'y tras la inyeccion
de E. coli. El efecto terapéutico de la CST se asocid con una disminucién en los niveles
locales y sistémicos de un amplio espectro de mediadores inflamatorios, incluyendo
citoquinas (TNF-a, IL-6, IL-1B, IFN-y, e IL-12), quimioquinas (MIP-2 y RANTES) y
proteinas de fase aguda. El hecho de que CST presentase efectos inhibitorios sobre la
liberacion de mediadores inflamatorios por macrdéfagos peritoneales in vitro sugiere que la
desactivacion de las células residentes y los macréfagos infiltrados podrian ser el mecanismo

principal de accion anti-inflamatoria de CST (Gonzalez-Rey, Chorny et al. 2006).
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A pesar de las diversas demostraciones de las acciones inmunoreguladoras de CST en
diferentes modelos inflamatorios autoinmunes, hemos observado un efecto controvertido en
ratones deficientes de CST. Por lo tanto, nos propusimos estudiar cual seria el efecto de la
ausencia de CST en un modelo principalmente inflamatorio, como es el caso de CLP. Este
modelo se realizd tanto en hembras como en machos, y se encontr6 que ambos géneros de
ratones deficientes en CST presentaron una supervivencia al procedimiento de CLP mayor
que la de ratones control (Figura 4.23A). Interesantemente, las hembras CST-KO presentaron
una supervivencia mayor que los machos CST-KO, todas las veces en que se repitio el
experimento, lo que sugeria la posibilidad de que algin factor hormonal relacionado con la
diferencia entre sexos pudiera influir en esa diferencia. Analizando los niveles de
citoquinas/quimioquinas a nivel local (en la suspension peritoneal, Figura 4.23B) y sistémico
(en suero, Figura 4.23C), observamos una ligera reduccion en los niveles de IL-6 y TNF-a,
factores clave del desarrollo del proceso inflamatorio en CLP. Destaco principalmente, en las
muestras extraidas de los CST-KO, la reduccién significativa en los niveles de RANTES,
quimioquina asociada con el reclutamiento de células inflamatorias a los drganos diana,
relacionadas con la amplificacion del proceso de sepsis. Por otro lado, destaca la bajada en los
niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 en los ratones CST-KO, citoquina
normalmente asociada con un fenotipo protector en sepsis.

Curiosamente, las células peritoneales aisladas de ratones CST-KO sometidos a CLP
produjeron los mismos niveles de citoquinas pro-inflamatorias, como TNF-a e IL-6, que los
ratones controles después de 48h en cultivo (Figura 4.24). Resulta interesante que la
produccion de IL-10 e IP-10, que se habia mostrado disminuida en la suspension peritoneal y
suero, sufrid un restablecimiento/ incremento a tiempos mas tardios in vitro. (Figura 4.24).
Anteriormente demostramos que, macrofagos peritoneales aislados de ratones CST-KO y
estimulados con LPS in vitro, presentaron un perfil de produccion de citoquinas/quimioquinas
inflamatorias similar o exacerbado comparado con células de ratones controles (Figura 4.15).
En conjunto, nuestros resultados sugieren que la mayor supervivencia observada tras el
procedimiento de CLP en los ratones CST-KO se relacion6 con una disminucion en los
niveles de mediadores inflamatorios clave en el proceso de sepsis como TNF-a, IL-6,
RANTES e IP-10, tanto a nivel local como sistémico. Sin embargo, este efecto no estd
relacionado con una desactivacion de las células inmunes, ya que macréfagos aislados de
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ratones CST-KO sometidos a CLP producen niveles similares o superiores de dichos

mediadores inflamatorios en comparacion con los controles.
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Fig. 4.23 — Ratones CST-KO son resistentes
a la mortalidad inducida por sepsis. Se
indujo sepsis mediante CLP de gravedad
severa en ratones machos y hembras control y
deficientes en CST. (A) Supervivencia durante
el tiempo de desarrollo del modelo, n = 27-35
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Fig. 4.24 — Las células peritoneales de ratones CST-KO con sepsis no presentan ningin
defecto intrinseco en la produccién de citoquinas. Se indujo sepsis mediante CLP de gravedad
severa en ratones machos y hembras control y CST-KO. Dos dias después de la cirugia se aislaron
las células peritoneales de cada grupo experimental y se cultivaron en medio DMEM completo. Los
sobrenadantes se recogieron a las 6, 24, y 48 horas desde el inicio del cultivo. Los niveles de
citoquinas/quimioquinas se determinaron mediante ELISA. Valores representados como media +
S.E.M, n = 3 ratones por grupo; *p<0.05, en comparacion con los controles
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4.17 - Los ratones CST-KO presentan alteraciones en el eje hipotdlamo-pituitaria-
adrenal (HPA)

En conjunto, nuestros resultados indican que la CST es un agente inmunomodulador
efectivo desde el punto de vista terapéutico en diferentes procesos inflamatorios y
autoinmunes. Sin embargo, los ratones deficientes en CST son capaces de controlar el
desarrollo y progresion de procesos inflamatorios asi como el desarrollo de autoinmunidad.
Aun asi, células aisladas de estos ratones tanto en condiciones basales estimulados in vitro de
forma especifica, como aislados de ratones en los que se induce un modelo concreto, fueron
mas autoreactivas, generando niveles mayores de citoquinas/quimioquinas inflamatorias y
Th1-Th17, en comparacién con células en las mismas condiciones aisladas de ratones control.
Llegados a este punto nos preguntamos: ;cémo podriamos explicar este efecto paraddjico de
la CST?.

Un mecanismo anti-inflamatorio endégeno ampliamente estudiado son las acciones de
los glucocorticoides en el sistema inmunologico. Los glucocorticoides son hormonas
esteroideas que juegan un papel fisiolégico fundamental en el metabolismo de los
carbohidratos, grasas y proteinas. Diferentes estudios han demostrado ademas que los
glucocorticoides son potentes anti-inflamatorios capaces de modular diversos mecanismos del
sistema inmunoldgico. De hecho, los glucocorticoides sintéticos son fairmacos ampliamente
utilizados como anti-inflamatorios o inmunosupresores en el tratamiento de multiples
patologias autoinmunes. Por lo tanto, determinamos los niveles de glucocorticoides en los
ratones CST-KO. Para esto se evalud los niveles de corticosterona, el principal
glucocorticoides producido en roedores. En este trabajo pudimos comprobar que los ratones
CST-KO presentan mayores niveles de corticosterona que los ratones control (Figura 4.26).
Estos resultados estan de acuerdo con el trabajo de Cordoba-Chacon y colaboradores que,
durante el desarrollo de esta tesis doctoral, demostraron que ratones CST-KO presentaban
niveles elevados de corticosterona frente a ratones control (Cordoba-Chacon, Gahete et al.

2011).
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4.18 - Los ratones CST-KO presentan un estado de ansiedad elevado

Se sabe que el estrés, la ansiedad y el miedo estan intimamente ligados a una elevacion
de los niveles de glucocorticoides. Tensiones psicologicas pueden modular la funcion de
células inflamatorias y la respuesta inmunoldgica y hormonal a través de vias neuronales que
enlazan el sistema nervioso y el sistema inmunolédgico. La respuesta mas caracteristica frente
a una condicién estresante es la liberacion de la hormona corticotropina (ACTH) y
glucocorticoides en la circulacion sanguinea como resultado de la activacion del eje HPA.

Los niveles elevados de corticosterona bajo condiciones basales de mantenimiento de
los ratones CST-KO, sugiere un estado de estrés cronico de estos ratones. De hecho, durante
los experimentos con los ratones CST-KO, observamos ciertas alteraciones en su
comportamiento comparados con los ratones controles, lo que nos llevo a realizar dos ensayos
distintos de analisis de conducta para evaluar el nivel de ansiedad de estos ratones
determinando los efectos de la ausencia de CST enddgena en condiciones basales sobre el
comportamiento: test del laberinto elevado en cruz y en el test de campo abierto.

En el ensayo del laberinto elevado en cruz, los ratones se sitiian en el centro del cruce
entre los brazos cerrados y los brazos abiertos. Este modelo se basa en la aversion de los
roedores a los espacios abiertos y utiliza los conflictos entre la exploracion y la aversion a la
elevacion y a los lugares abiertos para evaluar la ansiedad. La preferencia por estar en los
brazos abiertos mas que en los brazos cerrados se asocia con un nivel mas bajo de ansiedad.
En este contexto, el nimero de entradas en los brazos abiertos fue significativamente menor
en los ratones CST-KO durante todo el ensayo (Figura 4.25A). También observamos

diferencias entre ratones CST-KO y controles en el tiempo de exploracion de los brazos
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abiertos. En condiciones basales, los ratones CST-KO pasaron menos tiempo en los brazos
abiertos que los ratones controles (Figura 4.25B).

En el ensayo de campo abierto, la evaluacion se efectia en una caja cuadrada blanca de
plexiglas. Se coloca el raton en la arena, y se les deja moverse libremente durante 10 minutos.
En este caso tras la colocacion del animal en un ambiente desconocido con paredes
circundantes, la tendencia a permanecer en la periferia del campo sin entrar en el centro se
interpreta como un comportamiento ansiosote ansiedad. Los ratones CST-KO pasaron mas
tiempo explorando las zonas periféricas que los ratones control (Figura 4.25C). Estos
resultados demuestran que los ratones CST-KO presentaron un nivel de ansiedad elevado en
condiciones basales, es decir, en ausencia de un factor externo estresante.

El hecho de que ratones CST-KO muestren un estado de ansiedad elevada en
condiciones basales, justifica los niveles elevados de cortiscosterona en la circulacion de estos
ratones. En conjunto, el estado cronico de ansiedad y el aumento de corticosterona sugieren
un posible papel de los glucocorticoides en la resistencia a los modelos inflamatorios

autoinmunes realizados en CST-KO.
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Fig. 4.26 — La deficiencia de CST endd6gena induce un estado elevado de ansiedad basal. Se analizo
el comportamiento de los ratones CST-KO y controles en condiciones basales en el test del laberinto
elevado en cruz y en el de campo abierto. (A) En el test de laberinto elevado en cruz se evalud el nimero
de entradas y el tiempo pasado en los brazos abiertos en estado basal durante los 5 y 10 primeros
minutos. Los ratones CST-KO (barra azul) entran un menor nimero de veces y pasan un tiempo
significativamente menor en los brazos. No se observaron diferencias entre machos y hembras en cada
grupo. (B) El test de campo abierto se evaluo el tiempo que los ratones pasan en las zonas periféricas y
el numero de veces que cruzan el centro de la caja. Se han representado los valores correspondientes a
los tres primeros minutos del test. Los ratones CST-KO pasaron mas tiempo en las zonas periféricas que
los ratones controles. Valores representados como media = S.E.M, n = 10-19 ratones por grupo por test
** p<0.005 comparados con ratones controles
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4.19 - La inhibicion de los receptores de glucocorticoides revierte el fenotipo de los ratones
CST-KO.

Se sabe que los glucocorticoides son capaces de modular diversas vias de activacion y
la respuesta del sistema inmunoldgico frente a condiciones inflamatorias. Los
glucocorticoides son capaces de suprimir la maduracién, diferenciacion y proliferacion de
linfocitos y macrofagos, inhibir la expresion de moléculas de adhesion, inhibir la produccion
de citoquinas y quimioquinas, alterar las vias de TLR (del inglés, Toll like receptores) e
inducir la apoptosis de las células inmunes (Barnes 2006). En concreto, diferentes estudios
han demostrado sus efectos y mecanismo de accion en el modelo de EAE, de forma que,
actualmente se utilizan ampliamente en el tratamiento de las recaidas agudas en pacientes con
EM (Luhder and Reichardt 2009). La alteracion del comportamiento y la elevacion de los
niveles de corticosterona en los ratones deficientes de CST, nos llevo a la busqueda de un
abordaje para comprender el posible efecto de los glucocorticoides en la progresion de la EAE
en estos ratones.

Para esto, se llevo a cabo la induccion de la EAE en ratones tratados con RU-486 (RU),
un reconocido antagonista de los receptores de glucocorticoides. De hecho, el tratamiento con
RU indujo un ligero aumento en la severidad de la EAE, revertiendo parcialmente la
resistencia de los CST-KO a desarrollar la enfermedad (Figura 4. 27A). Es importante
destacar en el modelo EAE, los componentes autoinmune e inflamatorio juegan un papel
clave, de forma que, aunque se pudiera estar controlando el componente inflmatorio, ain
quedaria el efecto sobre el componente inmune. Esto podria explicar en parte la ausencia de
una reversion completa de la resistencia a la induccion de la EAE en los ratones CST-KO.
También indicaria la presencia de otro/s mecanismos enddgenos capaz de modular la
progresion de la enfermedad en los CST-KO. Por lo tanto, utilizamos el mismo abordaje de
inhibicion de glucocorticoides en un modelo mayoritariamente inflamatorio. Para esto
utilizamos el modelo de CLP, se pudo observar que el tratamiento con RU redujo de manera
drastica la supervivencia de los ratones CST-KO sometidos a CLP (Figura 4.27B).

Estos resultados sugieren un papel sistémico anti-inflamatorio de los glucocorticoides
en ratones deficientes en CST, responsable parcialmente de la menor susceptibilidad de estos

ratones a enfermedades inflamatorias/autoinmunes. De hecho, la administracion de CST a los

151



Resultados

ratones CST-KO durante al induccion de EAE no tuvo ningln efecto en la mayor/menor

susceptibilidad de los mismos (Figura 4.27C).
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Fig. 4.27 — La inhibicion de los receptores
de glucocorticoides revierte el fenotipo de
los ratones CST-KO. Evaluacion de la
supervivencia y desarrollo de enfermedades
en ratones CST- KO y controles tratados con
RU-486. (A) En el modelo de EAE, la
administracion de RU se hizo 3 veces/semana
comenzando el mismo dia de la inmunizacién
con MOG durante un total de 24 dias. La
administracion de RU aumenta la
susceptibilidad a la EAE en los ratones CST-
KO. Valores representados como media +
S.E.M, n = 26-18 ratones por grupo (B) En el
modelo de CLP, se inyectdo RU-486
inmediatamente después de la intervencion y
24h post-CLP, y se evalud el porcentaje de
supervivencia  durante 12 dias. La
administracion de RU aumenta de manera
dréstica la mortalidad inducida por CLP en
los ratones CST-KO. n = 8-13 ratones por
grupo Los ratones controles se trataron con
vehiculo o RU. (C) La administracion de CST
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4.20 — Ratones CST-KO son mas susceptibles a la inflamacion localizada

4.21.1 - Artritis monoarticular

Ademas del modelo de CLP, nos planteamos estudiar otro modelo mayoritariamente
inflamatorio, como el de la artritis monoarticular. En contraste con CLP, este modelo es
considerado como un modelo de inflamacion localizada, mientras en CLP ocurre una
inflamacion sistémica. La artritis monoarticular ocurre en casos como el de los pacientes que
sufren de gota (causada por el deposito de microcristales en el espacio de las articulaciones),
en la artritis séptica o infecciosa (causada por un agente infeccioso en el espacio de las
articulaciones) o en la artropatia debida a un traumatismo. La artritis monoarticular mimetiza
los sintomas clinicos de la artritis reumatoide (AR), incluyendo los cambios histopatologicos,
infiltracion celular e hipersensibilidad y edema en la articulacion afectada
(Donaldson JNM 49 5 1993, Wilson 2006). Sin embargo, en la artritis monoarticular no
interviene el componente autoinmune y la inflamacion esta limitada a la articulacion.

Existen diversos modelos para el estudio de la artritis monoarticular. En nuestro caso
utilizamos el modelo de artritis inducida por adyuvante completo de Freud (CFA). El CFA es
un compuesto aceitoso que contiene bacterias muertas o componentes de la pared bacteriana y
agentes emulsificantes que en conjunto inducen un proceso inflamatorio agudo cuando se
inyecta en las articulaciones. Utilizamos una tnica dosis intraarticular (i.a) de 10 pg de CFA
con Micobacterium Tuberculosis en un volumen de 10 pl, que fue suficiente para inducir la
inflamacién articular. (Pearson 1956; Wilson, Medhurst et al. 2006). En contraste con los
modelos anteriores, y de manera sorprendente observamos que los ratones CST-KO
presentaban una inflamacion mayor en las articulaciones que los ratones control (Figura
4.28A). Al realizar el andlisis histoloégico de las articulaciones observamos un aumento del
proceso inflamatorio en los ratones CST-KO (Figura 4.28B), que se correspondié con una
mayor produccion local de TNF-a y mayor infiltraciéon de células de la inmunidad innata,
cuantificada mediante la activadad mieloperoxidasa, una enzima producida mayoritariamente
por los neutréfilos (Figura 4.28C). Los neutréfilos y los macrofagos son las células

predominantes en la primera linea de defensa del organismo e importantes productoras de
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citoquinas inflamatorias. Estos resultados indicaron que los niveles elevados de
glucocorticoides en  ratones CST-KO  afectan sobre todo a  procesos
inflamatorios/autoinmunes de caracter sistémico, mientras que el efecto es mucho menor o no
existe en el caso de un proceso inflamatorio local. De hecho, la respuesta inflamatoria local
exacerbada en los ratones CST-KO en este modelo corrobora la hipotesis de que la ausencia

de CST enddgena es crucial en el control de la inflamacion.
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4.21.2 - Dolor inflamatorio

Un sintoma frecuente de la artritis descrito por la mayoria de los pacientes es el dolor
causado por el proceso inflamatorio en las articulaciones. La percepcion de los estimulos
dolorosos implica la participaciéon de varias estructuras neurales, desde los terminales
periféricos hasta las zonas somatosensoriales de la corteza cerebral.

En general, cuando ocurre una activacion ya sea por estimulos mecanicos, térmicos o
quimicos, los nociceptores (receptores sensoriales capaces de diferenciar entre estimulos
inocuos y nocivos) de tipo aferente conducen los impulsos hacia la médula espinal a través de
las fibras A-delta (fibras finas y mielinizadas) y las fibras C (sin mielina) (Julius and
Basbaum 2001). Las neuronas sensoriales primarias transfieren la informacion dolorosa
mediante la liberaciéon de neurotransmisores excitatorios que fundamentalmente son el
glutamato, la sustancia P y el CGRP (del inglés, calcitonin gene-related peptide) que se
comportan como neurotransmisores postsinapticos. Las neuronas de primer orden conectan la
periferia con la medula espinal, reuniendo los cuerpos celulares en los ganglios de la raiz
dorsal (DGR, del inglés, dorsal root ganglia). Todos los nociceptores sensoriales primarios
hacen conexiones sindpticas con las neuronas en la sustancia gris de la médula espinal. A
continuacion, se produce la activacion de las neuronas espinales de segundo orden, que a su
vez, transmiten los mensajes de dolor a los centros superiores del cerebro, incluyendo la
formacion reticular, el talamo, y en tltima instancia, la corteza cerebral (Julius and Basbaum
2001).

La produccion excesiva de mediadores inflamatorios, como ocurre en los casos de
artritis, resulta en una mayor sensibilidad de las neuronas primarias aferentes provocando la
hiperalgesia o alodinia en las extremidades periféricas. La hiperalgesia se caracteriza por una
respuesta exacerbada a un estimulo normalmente doloroso y la alodinia es el dolor resultante
de un estimulo inocuo (que no causa dolor en condiciones normales).

El modelo de artritis inducida por CFA se considera un modelo de dolor cronico. Este
es un modelo particularmente 0til para estudiar los cambios provocados por una mayor
excitacion desde la periferia a la médula espinal, debido a que la hiperalgesia primaria que se
produce en la rodilla lesionada se acompana de hiperalgesia secundaria en la pata ipsilateral.

Por lo tanto, hemos evaluado la sensibilidad al dolor hasta 10 dias después de la
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administracion de CFA en los ratones CST-KO. Para evaluar el nivel de dolor utilizamos dos
parametros bien reconocidos: la hiperalgesia mediante calor radiante y la alodinia tactil
mediante la respuesta a los capilares de Von Frey.

La induccion de la artritis por CFA en ratones CST-KO, provoc6 un incremento de las
respuestas de hiperalgesia y alodinia en la pata ipsilateral comparado con lo que sucedi6é con
los ratones controles, reflejado en la reduccion de la respuesta a los estimulos térmico y
mecanico (Figura 4.29A). Dado que la mayor hiperalgesia observada en los ratones CST-KO
podria deberse a una inflamacioén exacerbada en la articulacion ipsilateral (Figura 4. 28A),
realizamos los mismos tests de dolor en un modelo de inflamacidon aguda y rdpida inducida
por la inyeccion de carragenina (CRG). La CRG es un polisacarido extraido de algas marinas
que induce un dolor persistente cuando se administra en la region intraplantar (i.pl) de los
ratones. Para evaluar el efecto de la CRG en los ratones CST-KO, administramos 200 pg de
CRG en un volumen final de 20ul por via i.pl. Se evaluaron los pardmetros de dolor descritos
anteriormente hasta 24 h después de la inyeccion de CRG.

Del mismo modo que en el modelo de dolor créonico (CFA), los ratones CST-KO
mostraron una hipersensibilidad aumentada en comparacion con ratones control después de la
inyeccion de CRG (Figura 4. 29B). Interesantemente, durante los experimentos de dolor
observamos que en todos los ensayos realizados, los ratones CST-KO presentaban cierta
hipersensibilidad basal, es decir, antes de la induccion de la inflamacion (puntos BL de las
graficas). En conjunto, estos resultados sugieren que la ausencia de CST end6gena produce
una mayor hipersensibilidad al dolor. De hecho se ha descrito que CST y sus receptores se
expresan a altos niveles en las vias nociceptivas en humanos incluyendo las neuronas de los
DRGs (de Lecea, del Rio et al. 1997; Flood, Uezu et al. 1997; Robas, Mead et al. 2003). De
Lecea et al., 1997). En conjunto, estos resultados sugieren que la CST enddgena producida

por el sistema nociceptivo local podria desempefar un papel analgésico.
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Figura 4.29 — Los ratones CST-KO muestran un aumento de nocicepcion, especialmente en los estados
inflamatorios. Se inyectaron CFA i.a. (A) o CRG i.pl (B) en ratones CST-KO y en ratones control, y se
evalu6 el comportamiento de respuesta al dolor. La hipersensibilidad térmica y la hiperalgesia tactil se midio
antes (tiempo = 0) y en varias ocasiones después de la administracion de CFA o CRG. La medida de
hipersensibilidad térmica refleja el tiempo de latencia de retirada de las patas en respuesta a una fuente de
calor radiado (paneles superiores). La medida de hiperalgesia tactil se ha evaluado mediante los filamentos de
Von Frey (alodinia) (panel A inferior) o mediante la respuesta bajo presion mecanica de la pata por
anagelsimetro (panel B inferior); Valores representado como media = S.E.M, n = 6 ratones por grupo. *p
<0.0001,  p <0.005 y * p <0.05 en comparacion con ratones control (inyectados con solucion salina).
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4.22 - La CST reduce la respuesta al dolor en condiciones de inflamacién aguda y crénica

Para investigar el posible efecto analgésico de CST, se determind el efecto de la
administracion de CST en la nocicepcion en condiciones de inflamacion localizada aguda y
cronica. Se ha descrito previamente que la administracion intracerebroventricular de CST en
ratas aument6 significativamente la latencia al dolor inducido por calor (Méndez-Diaz et al.
2004). Por lo tanto nos propusimos investigar si la administracion local de CST podria
presentar efectos analgésicos en los modelos de dolor inducido por CRG y CFA.

La administracion local (i.a o i.pl.) de CST en la rodilla afectada en el momento de la
induccién del proceso inflamatorio por CRG o CFA, protegidé casi completamente el
desarrollo de hiperalgesia al calor y la hipersensibilidad tactil en ambos modelos (Figura 4.
30A y B, respectivamente). Nuestros resultados estdn en concordancia con un trabajo
publicado durante el desarrollo de esta tesis, en lo cual se demostrdé que la administracion
periférica de CST reduce la inflamaciéon y dolor inducidos por carragenina y aceite de
mostaza (Markovics, Szoke et al. 2012). Se sabe que la CST presenta efectos
antiinflamatorios en una gran diversidad de enfermedades, por lo tanto el efecto analgésico
observado anteriormente podria ser mediado principalmente por su capacidad anti-
inflamatoria.

Con el fin de investigar la capacidad analgésica de la CST, independientemente de su
papel anti-inflamatorio, se inici6 el tratamiento con el neuropéptido un dia después de la
induccién de la inflamacion por CFA. Lo que pudimos observar, es que una sola inyeccion
i.a. de CST alivio los sintomas de hiperalgesia y alodinia transitoriamente, por un periodo de
al menos 4 horas (Figura 4.30 C). El efecto analgésico de la CST desaparecié 24 horas
después de su infusion, probablemente debido a su rapida degradacion y la persistencia de los
estimulos inflamatorios inducidos por CFA. Aunque la accion local antiinflamatoria de CST,
obviamente, debe contribuir a su efecto analgésico, la administracion de CST no redujo de
manera significativa el edema en las rodillas (Figura 4.30 D). Nuestros resultados demuestran
que CST atentia las manifestaciones patologicas del dolor disociadas de su actividad anti-
inflamatoria.

Mediante el uso de modelos de dolor inflamatorio agudo y crénico, hemos demostrado

que CST ademas de ser un potente anti-inflamatorio presenta propiedades analgésicas.
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Figura 4.30 — Efectos antinociceptivos de CST en modelos de inflamacién cronica y aguda. La artritis se
indujo mediante la inyeccion de CFA i.a. (A) o CRG i.pl (B), y se evalu6 el comportamiento de respuesta al
dolor tras la administracion de CST o PBS (control). La CST se administrd por via i.a (200 ng) dos veces, 15
minutos y 8 horas después de la inyeccion de CFA, o se administré CST i.pl. (100 ng) o i.a 15 minutos antes
de la inyeccion de CRG. Alternativamente, la CST se administrd a las 24 horas después de la inyeccion con
CST y la respuesta a la alodinia tactil (C) y el edema (D) se evaluaron en diferentes periodos de tiempo. La
medida de hipersensibilidad térmica se ha evaluado mediante el tiempo de latencia de retirada de las patas en
repuesta a una fuente de calor radiado (paneles A y B superiores). La hipersensibilidad térmica y la
hiperalgesia tactil se midi6 antes (tiempo = 0) y en varias ocasiones después de la administracion de CRG o
CFA. La medida de hiperalgesia tactil se ha evaluado mediante los filamentos de Von Frey (alodinia) (panel
A inferior y C) o mediante la respuesta bajo presion mecanica de la pata por anagelsimetro (panel B
inferior); Valores representado como media + S.E.M, n = 6 ratones por grupo. *p <0,05, **p <0,005 y
***p<0,0001, en comparacion con ratones control (inyectados con solucion salina).
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5 - DISCUSION

La EM se caracteriza por la inflamacion y desmielinizacion en areas focales del
SNC. La hipodtesis mas aceptada para la etiologia de la EM sostiene que la EM es
desencadenada por factores ambientales en individuos con perfiles genéticos de riesgo. Las
etapas iniciales que inducen la disfuncion neurologica en la EM implican varios pasos que se
pueden dividir en dos fases principales: eventos tempranos asociados con la iniciacion y el
establecimiento de la autoinmunidad a los componentes de la vaina de mielina, y eventos
posteriores que implican un proceso inflamatorio neurodegenerativo.

Las caracteristicas patologicas de la EM se estudian principalmente en tres tipos
de modelos animales: la induccién de la enfermedad por a) sustancias toxicas, b) por agentes
virales, o c) por diversos autoantigenos (EAE). Uno de los mas utilizados es este ltimo. Se
considera un modelo muy adecuado debido a sus similitudes histopatologicas e
inmunolégicas a la EM (Schreiner, Heppner et al. 2009), y la gran mayoria de los estudios
para ensayos preclinicos de nuevas terapias para la EM han utilizado este modelo. En la EAE
la progresion de la respuesta autoinmune implica la activacion de células Th1/Th17
encefalogénicas, su entrada en el SNC, la activacion de células gliales residentes, y el
reclutamiento de células inflamatorias a través de la produccion de diferentes mediadores
(Bauer, Rauschka et al. 2001; Owens 2003).

En este trabajo demostramos que el tratamiento con CST supone una terapia
altamente efectiva para EM, probando el efecto terapéutico del neuropéptido en dos formas
clinicas de EAE: la EAE crénica inducida por MOG y la RR-EAE inducida por PLP (Figura
4.1). Interesantemente, la CST fue eficiente incluso en fases plenamente establecidas de la
enfermedad, y evitd las recaidas en el modelo de RR. En el modelo de EAE cronica,
demostramos que el tratamiento con CST disminuy6 la presencia de células CD45+ y células
T CD4+, en el parénquima nervioso de la medula espinal, al mismo tiempo que redujo la
activacion de células residentes como microglia (Figura 4.3). Ademas, el tratamiento durante
la progresion de la EAE redujo en el parénquima nervioso la produccion de varios mediadores
inflamatorios como las citoquinas IFN-y, IL-17, IL-6 e IL-12/IL-23, y diversas quimioquinas
(Figura 4.4). Como consecuencia, la CST afectd6 a las dos principales caracteristicas
histopatologicas que definen la enfermedad en humanos: la aparicion de infiltrados
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inflamatorios en el SNC y la formacion de placas desmielinizantes del SNC (Figura 4.2). El
efecto de la CST en la produccion de agentes inflamatorios podria relacionarse con la menor
infiltracion del parénquima nervioso. Sin embargo, la administracion de CST no altero la
expresion de citoquinas anti-inflamatorias como TGF- e IL-4 o los niveles de IL-10 e IL-2
(Figura 4.4), lo que sugiere que las pocas células infiltrantes presentes en los ratones tratados
no producen citoquinas Thl1/Thl7, sugiriendo que la CST muestra una desactivacion
especifica de las células inflamatorias/autoreactivas. Es importante destacar que la IL-10 es
una citoquina anti-inflamatoria crucial en la regulacion de autoinmunidad. Las acciones de
esta citoquina incluyen la regulacion negativa de MHC II, reduccion de moléculas co-
estimuladoras como CD80 y CD86, reduccion de la produccion de especies reactivas de
oxigeno y nitrogeno y la regulacion de generar y mantener células T antigeno-especificas
(review IL-10). En contraste, la IL-2 influencia la diferenciacion y mantenimiento de diversas
populaciones de células T efectoras pero también es esencial para el mantenimiento de las
células Tregs. Por tanto, la no variacion de estas citoquinas (junto con TGF-$ e IL-4) respecto
a otros mediadores inflamatorios es clave, ya que el balance final favorece la funcion descrita
de IL-10 e IL-2 y su efecto positivo en el modelo de EAE tras el tratamiento con CST.
Durante muchos afios el paradigma principal de la patogénesis de la EAE se ha centrado en
células autorreactivas CD4+ productoras de IFN-y (células Thl). Recientemente este
paradigma ha sido parcialmente revisado y se ha demostrado un papel central para una nueva
clase de células T: las células Th17. Actualmente, diversas evidencias apuntan hacia un papel
de estas células principalmente en el inicio de la enfermedad. En este sentido, se han
detectado altos niveles de IL-17 en leucocitos circulantes, en placas y LCR de pacientes con
EM, existiendo una correlacion entre los niveles de IL-17 (a los que contribuyen también las
células gliales residentes activadas durante la enfermedad) y la presencia de placas activas de
desmielinizacion (Frisullo, Nociti et al. 2008). La IL-23 es una citoquina que sostiene y
estabiliza el fenotipo Th17 (Jager, Dardalhon et al. 2009). Estudios en el modelo de EAE en
ratones deficientes en IL-23, demuestran que esta citoquinas es necesaria en la fase inicial,
pero no en la fase efectora de la enfermedad (Thakker, Leach et al. 2007). En nuestro
protocolo utilizamos un anticuerpo anti-IL-12 (subunidad p40) que no distingue entre las

citoquinas IL-23 e IL-12. Por tanto, de manera indirecta observamos una reduccion en los
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niveles de esta citoquina en el parénquima nervioso de los ratones tratados con CST en
relacion con los controles (Figura 4.4).

Ademas de la supresion de diversas citoquinas, hemos observado un efecto inhibitorio
de CST en diferentes quimioquinas como: IP-10 (quimioatrayente para las células Thl),
RANTES (quimioatrayente para células T) y MCP-1 (quimioatrayente de macrofagos y
células T), todas implicadas en la patogénesis de la EAE. Las quimioquinas son responsables
de la infiltracion del SNC y la activacion de diversas poblaciones de leucocitos que
contribuyen a la neuropatologia de la EM. El efecto inhibitorio de CST en la produccion de
quimioquinas podria explicar en parte la ausencia de infiltrados en el parénquima nervioso.
Interesantemente, no se vid una diferencia significativa en la produccion de MDC. Esta
quimioquina actia en diversas células dianas, como en las células dendriticas (DC), células
NK (del inglés, natural killer) activadas, monocitos y en diferentes sub-poblaciones de
células T. Sobre todo hay evidencias consistentes de que MDC es un factor importante en las
respuestas Th2 (Mantovani, Gray et al. 2000), de forma que las citoquinas involucradas en la
polarizacion hacia Th2 (IL-4 e IL-13) son potentes inductores o amplificadores de la
produccion de MDC, mientras que el IFN-y, IFN-a y IL-12 son inhibitorios (Bonecchi,
Sozzani et al. 1998). De acuerdo con estas observaciones in vitro, niveles altos de MDC se
han observado in situ y en la circulacion en enfermedades asociadas a las respuestas Th2 tanto
en ratones como en humanos.

La disminucion de los mediadores de la inflamacién en los 6rganos linfoides podria
contribuir a la disminucion de la infiltracion de células inflamatorias en el parénquima
nervioso de los ratones con EAE tratados con CST. Para evaluar esta hipotesis, aislamos
células de los 6rganos linfoides de ratones tratados con CST y observamos que eran menos
autorreactivas que células de ratones controles y que las células aisladas de los ratones
tratados mostraban una reduccion drastica en la produccion de citoquinas asociadas a la
respuesta Thl y Thl7, como IFN-y, IL-2, IL-17 y GM-CSF, en respuesta al antigeno
especifico (Figura 4.5). Para entender el posible nivel de accion de CST, se aislaron células
del bazo y de los ganglios linfaticos de ratones enfermos con sintomas moderados de la EAE,
y se estimularon ex vivo con MOG en presencia o ausencia de CST. El tratamiento directo
con el neuropéptido inhibi6 de manera significativa la proliferacion de células T activadas
especificas de frente a MOG (Figura 4.7). Ademas, CST fue capaz de inhibir la produccion de
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diversas citoquinas proinflamatorias. En conjunto, estos resultados confirman que CST
inhibid de manera dréstica la produccion de citoquinas/quimioquinas correspondientes a la
respuesta Thl y Th17 en el SNC y en la periferia, disminuyendo la respuesta autoinmune y
reduciendo la respuesta inflamatoria.

Recientemente un nuevo factor ha sido descrito por tener un papel critico en el
desarrollo de la EAE: el GM-CSF. El GM-CSF se describi6 por primera vez como un factor
de crecimiento hematopoyético que promueve la formaciéon de los granulocitos y los
macrofagos. GM-CSF es considerado una citoquina pro-inflamatoria, capaz de inducir la
activacion, maduracion y diferenciacion de los macréfagos y células dendriticas, que son
esenciales para la iniciacion y propagacion de las respuestas inmunologicas celulares
(Codarri, Gyulveszi et al. 2011). Una de las principales fuentes de GM-CSF son las células T
activadas. Diferentes estudios han demostrado que la producciéon de GM-CSF derivada de
células T efectoras es critico durante la fase efectora de la EAE. De hecho, ratones deficientes
en GM-CSF son resistentes a la induccion de EAE, y la presencia de niveles elevados de IL-
17A o IFN-y no compensan la pérdida de GM-CSF, siendo la tnica citoquina en la que se ha
comprobado realmente su implicacion directa en el desarrollo de EAE. En este contexto,
observamos que, en células periféricas aisladas de ratones tratados con CST estimulados con
MOG se producia una reduccion significativa de los niveles de GM-CSF (Figura 4.5). Se ha
demostrado que células deficientes en GM-CSF son capaces de atravesar la BHE pero no se
acumulan en el SNC y fallan en inducir la respuesta efectora. (Codarri, Gyulveszi et al. 2011).
Estos resultados sugieren que la inhibicion de GM-CSF modulada por CST en la periferia
podria contribuir a la accion terapéutica de CST en la EAE.

La opiniéon mas extendida es que la EM es causada por un ataque autoinmune mediado
por células Th1/Th17. Sin embargo, es importante tener en cuenta que otras poblaciones de
células del también son esenciales en la EM y EAE. Varios hallazgos patoldgicos, clinicos,
inmunologicos y experimentales indican un papel patogénico de las células B y la produccion
de anticuerpos en la EM, aunque no hay pruebas inequivocas de un antigeno especifico
desencadenante de la respuesta humoral (Weber, Hemmer et al. 2011). La idea de un papel
patogénico de los anticuerpos en la EM es apoyado por el efecto beneficioso observado en
pacientes que sufrieron cambio plasmatico y por la eficacia clinica en pacientes al realizar la
deplecion de células B con rituximab (Hauser, Waubant et al. 2008). En este trabajo
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observamos que el tratamiento con CST resulté en una reduccidon de anticuerpos especificos
para MOG. La proporcion de 1gG2a/IgG1 se utiliza habitualmente como una medida indirecta
de la contribucion relativa de la respuesta inmune Th1 o Th2. Nuestros resultados muestran
que ratones con EAE tratados con CST presentaran una menor relacion 1gG2a/IgG1 que los
ratones controles (Figura 4.6). Estos datos proporcionan evidencias de que CST podria estar
modulando células B involucradas en la patogénesis de la EAE de forma indirecta o
indirectamente influyendo en reducir la respuesta Thl autorreactivas y promover la respuesta
Th2.

Ademas de controlar la inflamacion, nuestros resultados demuestran que el tratamiento
con CST influyé6 en la desactivacion de los clones autorreactivos en la periferia,
principalmente de tipo Thl, frente a un estimulo antigeno-especifico. Para determinar si la
expresion diferencial de citoquinas en ratones con EAE tratados con CST se asocidé con
cambios en la proporcion de células efectoras en la periferia, se realizd un analisis de
citoquinas intracelulares mediante citometria de flujo en células de bazo y ganglio linfaticos.
Se encontrd que, frente a un estimulo agudo como PMA/ionomicina, en los ratones tratados
con CST aumentaba la proporcion de células CD4+IL-10+ y CD4+IL-4+ en la periferia
(Figura 4.8). Curiosamente, los ratones tratados con CST también presentaron niveles
elevados de células CD4+ productoras de IFN-y e IL-17 (Figura 4.8). Se ha descrito en el
modelo animal de EAE un gran numero de células Th17 especificas de autoantigenos del
SNC en los organos inmunes de la periferia y no en el SNC antes del inicio de los sintomas de
la enfermedad. Durante la fase aguda, el mayor porcentaje de células Th17 especificas de
autoantigenos del SNC se encuentran en el tejido diana inflamado, aunque la mayoria de las
células Th17 en términos generales ain se encuentran en periferia (bazo y ganglios linfaticos).
En estos 6rganos, las células Th17 forman un reservorio desde el que son reclutadas hacia el
tejido diana para participar en la agresion al mismo. Durante la fase de recuperacion en EAE,
un alto niamero de células IL-17 especificas de autoantigenos aparecen en periferia pero no en
el SNC. Por tanto, los niveles de IL-17 se consideran un marcador de severidad de la EM e
indica la presencia de la enfermedad de forma activa. Nuestros resultados respecto a la mayor
presencia de células IFN-y+ y IL-17+ en los 6rganos linfoides sugieren la retencion de estas
células en periferia, mientras los ratones control presentan una migracion/retencion de estas
células hacia el SNC (como se demuestra en el analisis histopatologico de las secciones de

164



Discusion

médula). De hecho, ratones tratados con CST presentaron un mayor nimero de células totales
en los ganglios linfaticos y en el bazo, lo que corrobora con la hipétesis de agotamiento del
sistema inmunoldgico en ratones control, ya que estos presentaban 6rganos linfoides muchos
menores y de menor celularidad que los ratones tratados con CST. A tener en cuenta es el
hecho de que, a pesar de que los ratones tratados con CST presentaron un mayor nimero de
células IFN-y+ e IL-17+ en los organos periféricos, presentan una desactivacion antigeno-
especificas de la respuesta Thl y Th17 efectora (Figura 4.5).

Los resultados presentados hasta ahora indican que células linfoides derivadas de
ratones tratados o estimulados en presencia de CST presentan una reduccion de la respuesta
antigeno-especifica, ya que estas células cuando son estimuladas con MOG, pero no con anti-
CD3, presentaron una reduccion significativa de la produccion de mediadores del tipo
Th1/Th17. Estos resultados refuerzan el papel inmunoregulador de la CST en enfermedades
inflamatorias/autoinmune. En este sentido es importante destacar que la CST no es un
inmunosupresor general. La estimulacion policlonal inespecifica (figura 4.5) demostré que la
respuesta supresora de CST fue antigeno-especifica y mantuvo los organos linfoides
inmunocompetentes, es decir, en condiciones de responder, por ejemplo, ante una infeccion
oportunista.

El efecto protector/beneficioso de CST se correlaciona con la ausencia de signos
patologicos en el de SNC, es decir, reduccion de la desmielinizacion, disminucion de la
infiltracion de células inflamatorias y de la microglia activada, reduccion de la expresion de
citoquinas pro-inflamatorias y quimioquinas, asi como una disminucion de la respuesta de
células T en la periferia, en términos de proliferacion y produccién de citoquinas pro-
inflamatorias. En contraste, CST no altera los niveles de IL-10 en el SNC. El mantenimiento
de niveles elevados de IL-10 en ausencia de infiltrados inflamatorios en el SNC en ratones
tratados con CST sugiere un papel importante para esta citoquina en el mecanismo de accion
de CST, como se comentd anteriormente.

La IL-10 ha sido reconocida recientemente como una citoquina de una poblacién de
células T CD4 que ejercen funciones de células Treg, denominadas Trl. La supresion activa
por parte de las Trl juega un papel clave en el control de las c€lulas T autorreactivas y la
induccién de tolerancia periférica in vivo (Thompson and Powrie 2004). Diversas poblaciones
de células T supresoras han sido descritas (nTreg, iTreg, Th3 y Trl) por la capacidad de
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modular la respuesta inmunologica. De hecho, la supresion o disfuncion de estas células dan
lugar a la aparicion de multiples trastornos inflamatorios autoinmunes (Sakaguchi,
Yamaguchi et al. 2008). Numerosas evidencias sugieren que la disfuncion, temporal o
permanente, de la funcion supresora de algunas poblaciones de Treg esta asociada con la EM
y EAE(Zozulya and Wiendl 2008). En particular, los agentes inmunomoduladores
disponibles, como el IFN-B y el acetato de glatiramero, ejercen sus efectos beneficiosos en
parte a través de las células Tregs. Un estudio confirmo la generacion alterada de las células
Treg naturales debido a trastornos del timo asociado en pacientes con EM (Venken, Hellings
et al. 2008). Nosotros observamos que el tratamiento con CST generd un aumento en la
proporcion de células CD4+CD25+FOXP3+, marcadores tipicos de Tregs (Figura 4.9).
Utilizando células totales CD4+ aisladas de ratones con EAE tratados con CST en
experimentos de transferencia a ratones con EAE, observamos una disminucion en la
incidencia y progresion de la enfermedad. Este efecto terapeutico desaparecio al deplecionar
las células CD25+, indicando que el efecto beneficioso residia en la poblacion CD4+CD25+
de las células aisladas de ratones tratados respecto a ratones con EAE no tratados (Figura 4.9)
Por lo tanto, la induccion potencial de Treg funcionales por CST afiade un nuevo mecanismo
del efecto terapéutico de este neuropéptido en la EAE. Diferentes estudios han indicado que
las células Tregs, confieren proteccion significativa contra la EAE mediante la promocion de
las respuestas Th2 y la disminucién de células autorreactivas contra el SNC. (Kohm,
Carpentier et al. 2002; Reddy, Illes et al. 2004). Es importante considerar que, ya que las
células Th17 y las Treg tienen programas de desarrollo y funciones efectoras reciprocas, el
nimero de células Th17 respecto al de Treg podria indicar la cronicidad de la inflamacion en
el SNC e indicar la progresion de la enfermedad.

En el desarrollo y progresion de la EM, asi como de la EAE, distintas poblaciones
celulares estan involucradas. Ademas de las células del sistema inmunolédgico, las células
residentes del SNC juegan un papel crucial en el desarrollo de las enfermedades
desmielinizantes. Sin embargo, las células gliales presentan un papel dual en las
enfermedades neurodegenerativas que es objeto de estudios con resultados controvertidos. A
la vez que estas células producen diversas citoquinas inflamatorias potenciando el dafio del
tejido, las células gliales estdn involucradas en la producciéon de factores neurotréficos
esenciales en la reparacion. (Leme and Chadi 2001). Con este enfoque, demostramos que
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CST es capaz de inducir la expresion de factores neurotroficos, como BDNF y ADNP en el
parénquima nervioso de ratones con EAE tratados con este péptido (Figura 4.10).

En el SNC, las neuronas son la principal fuente de BDNF Otra fuente potencial son los
astrocitos activados, que estan presentes en las areas inflamadas del SNC, como se ha
demostrado en la EAE y en EM. (Lewin and Barde 1996; Stadelmann, Kerschensteiner et al.
2002). Por otro lado, la expresion de las neurotrofinas y sus respectivos receptores también se
ha detectado en los 6rganos linfoides periféricos. De hecho, las células T activadas, las células
B y monocitos expresan BDNF in vitro y en las lesiones de la EM y EAE. Interesantemente,
se ha demostrado que el acetato de glatiramero aumenta la producciéon de BDNF en las células
T humanas y de raton (Kerschensteiner, Gallmeier et al. 1999; Aharoni, Kayhan et al. 2003).
Aunque ratones con células inmunes deficientes en la produccion de BDNF presentaron una
respuesta inmunoldgica atenuada en la fase aguda de la EAE, mostraron una discapacidad
progresiva con masiva pérdida axonal en la fase cronica de la enfermedad. La inyeccion de
células T transformadas para aumentar la expresion de BDNF condujo a un curso menos
severo de la EAE y a una proteccion axonal directa (Linker, Lee et al. 2010). Ademas se ha
demostrados que los niveles plasmaticos de BDNF estaban reducidos en los pacientes con
EM, frente a individuos sanos y que los niveles de BDNF se incrementaron significativamente
después de la recidiva de la EM (Frota, Rodrigues et al. 2009). A pesar de todos estos
estudios, el papel funcional de BDNF en el sistema inmunolégico ain no se comprende
completamente.

Otro factor capaz de modular la reparacion del SNC es el ADNP. Este factor es una
proteina glial que protege el sistema nervioso central contra una amplia gama de insultos y es
fundamental para el desarrollo del SNC. La principal fuente de ADNP son los astrocitos, pero
se ha demostrado la expresion de ARNm en células del sistema inmunoldgico en humanos
(monocitos, células B y células T, pero no células Tregs CD4+ CD25+). En este mismo
estudio se observo que la expresion de ADNP estd reducida en células inmune periféricas de
pacientes con EM, frente a la expresion en células de individuos sanos (Braitch, Kawabe et al.
2010).

Se sabe que ADNP es esencial para el desarrollo del cerebro. Ademéas, NAPVSIPQ
(NAP), que es un fragmento activo de ADNP, protege potentemente el sistema nervioso
contra una variedad de lesiones, y promueve el crecimiento de varios tipos de neuronas a
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través de mecanismos que todavia no se conocen por completo (Pinhasov, Mandel et al.
2003). Curiosamente, numerosos estudios han relacionado la induccién de ANDP por VIP
(Gozes 2007). Se ha demostrados que VIP regula la expresion de ADNP en areas especificas
del cerebro. La expresion de ADNP se redujo significativamente en la corteza y el hipotdlamo
de ratones deficiente en VIP, pero no en el hipocampo o el tdlamo (Giladi, Hill et al. 2007).

Actualmente atin no conocemos el mecanismo por el cual CST modula la produccion de
factores neurotroficos. Nuestros resultados sugieren que la modulacion de estos factores
podria deberse a la posible capacidad de CST en modular la respuesta en las células
residentes, ya que ratones tratados con CST presentan una reducida infiltracion de células
inmunes en el SNC. Sin embargo, no se puede descartar la hipotesis de que CST estaria
modulando la secrecion de este factor en la periferia y llegue al SNC a través de la modificada
barrera hematoencefalica durante la enfermedad.

Hasta hace poco, la comunidad neurocientifica sostenia que las células gliales como
astrocitos y oligodendrocitos funcionaban exclusivamente como "apoyo" a las neuronas. Sin
embargo, esta vision ha cambiado radicalmente en los tltimos afios. En la ultima década,
diferentes estudios han proporcionado nuevos conocimientos sobre nuevas actividades de las
células gliales como el control de la formacién y la funcion de sinapsis, la comunicacion, la
regulacion del tono vascular cerebral y la neurogénesis en individuos adultos. Estos avances
en el conocimiento han modificado el conocimiento acerca del papel de los astrocitos en la
fisiologia y patologia del sistema nervioso (Seth and Koul 2008). En este contexto,
demostramos la capacidad de la CST de modular la produccion de diferentes agentes pro-
inflamatorios como TNF-a por los astrocitos o IL-6 y oxido nitrico por la microglia tras un
estimulo inflamatorio (LPS) (Figura 4.11).

TNF-a producido tanto por la microglia, como por los astrocitos esta implicado en la
patogénesis de la EM. Diferentes evidencias implican a TNF-a en la patologia de la EM:
niveles elevados de TNF en el sitio de lesiones activas de EM (por biopsia post-mortem);
niveles séricos y en LCR elevados de TNF-a que se correlacionan con la severidad de las
lesiones; y la evidencia de que las células mononucleares de sangre periférica de pacientes
con EM justo antes de la exacerbacion de sintomas aumentan la secrecion de esta citoquina.
Sin embargo, la administracion de anticuerpos neutralizantes contra TNF-a en pacientes con
esclerosis multiple se ha asociado con mayor severidad de la enfermedad (Caminero,
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Comabella et al. 2011). Ademas en el modelo de cuprizona en ratones deficientes de TNF-a,
la falta de esta citoquina conllevo a un retraso significativo en la remielinizacion. En este
mismo estudio, los autores utilizaron ratones deficientes en los diferentes receptores de TNF-
a (TNFR-1 o TNFR-2) y describieron que TNFR-2 pero no TNFR-1, es fundamental para la
regeneracion de los oligodendrocitos (Arnett, Mason et al. 2001). El TNFR1 se expresa en la
mayoria de los tipos de células, y puede ser activado por la unidon de cualquiera de las dos
formas de TNF: soluble (TNFsol) o adherido a la membrana (TNFtm), con una preferencia
por TNFsol. Se sabe que el equilibrio entre TNFtm y TNFsol esta influenciado por el tipo
celular, estado de activacion de la mismo, del tipo de estimulo y de la actividad TACE
(enzima que actiia en la transicién de la forma transmembrana de TNF-o para la forma
soluble)(McCoy and Tansey 2008). El TNFR2 se expresa principalmente en microglia y en
las células endoteliales y es preferentemente activada por TNFtm. Estos resultados podrian
explicar porqué durante el ensayo clinico con anticuerpos neutralizante de TNF-a se observo
un aumento en la progresion de la EM, ya que el anticuerpo utilizado neutralizaba ambas
formas de TNF-a.

Por tanto, la modulacion de los niveles de TNF-a es crucial, y, dado su papel dual,
critica, probablemente dependiendo del tipo celular y del contexto celular y molecular en que
se libere. En nuestros resultados in vitro, observamos que la CST era capaz de reducir los
niveles de TNFsol en cultivos de astrocitos, pero no en los cultivos de microglia. Por un lado,
esto podria deberse a la baja expresion/ausencia del receptor GHSR en cultivos de microglia,
respecto a la modulacion dependiente de LPS de este receptor en astrocitos. Ademas, seria
interesante evaluar la forma TNFtm en los dos tipos celulares.

En nuestro estudio el efecto inhibitorio de CST sobre los astrocitos no se observo en los
otros mediadores inflamatorios evaluados como IL-6, IL-12 y Rantes. Recientemente se
describi6 que CST es capaz de inhibir la produccién de prostaglandina E2 (PGE) via
inhibicion de COX-2, en astrocitos y microglia de ratas frente a estimulacion con IL-1B
(Dello Russo, Lisi et al. 2009). La COX-2 es una enzima en la produccion de prostanoides,
inducida en procesos inflamatorios. Por tanto, la inhibicion de estos mediadores (TNF-a
estimulada por LPS y PGE2 estimulada por IL-1) en una poblacion aislada de astrocitos, son
evidencias suficientes para demostrar la capacidad de CST en modular la respuesta
inflamatoria en estas células. La relevancia de la disminucioén de los niveles de TNF-a viene
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dada por el hecho de que la “sobre”-produccion de TNF-a en astrocitos, pero no en las
neuronas, es suficiente para desencadenar la inflamacion y la degeneracion del SNC,
indicando que los astrocitos pueden influenciar la actividad inflamatoria en el SNC. (Probert,
Akassoglou et al. 1997). Los astrocitos en condiciones basales no expresan las moléculas
MHC de clase II, sin embargo se ha demostrado que estas células son capaces de funcionar
como APCs en lesiones del SNC. Estudios in vitro han demostrado que los astrocitos
activados son capaces de procesar y presentar epitopos de MBP y PLP a las células T, y
estudios inmunohistoquimicos han demostrado que los astrocitos, en placas activas de EM,
expresan las moléculas necesarias para actuar como APCs (Ransohoff and Estes 1991;
Zeinstra, Wilczak et al. 2003). Estos hallazgos refuerzan que el efecto inhibitorio de CST
sobre los astrocitos, podria ser uno de los mecanismos del efecto terapéutico de CST en
ratones con EAE. En este contexto, destacar que la inhibicion de la produccion de TNF-a por
astrocitos podria contribuir a la inhibicion de la microglia, ya que TNF-a es un potente
activador de este tipo celular.

Interesantemente, la CST no afectdé la produccion de otros mediadores que, en un
contexto determinado, podria ser relevante. Un modelo mas fisiolégico como cultivos mixtos
de células gliales podria ser mas revelador acerca del papel de CST en el nicho glial.

Respecto al efecto de CST en microglia, a pesar de no afectar los niveles de TNF-a, IL-
12 y Rantes en microglia activada por LPS, hemos encontrada una reduccion significativa de
IL-6 y del 6xido nitrico modulada por CST en este tipo celular. Se ha demostrado, mediante
inmunohistoquimica, la presencia de IL-6 en las placas agudas y crénicas de paciente con
EM, y que la localizaciéon de IL-6 fue predominante en las células gliales residentes
concentradas en los sitios de desmielinizacion. Se ha visto un aumento significativo de células
positivas para IL-6 en las lesiones con oligodendrocitos preservados, mientras que la ausencia
de IL-6 se correlaciond con la pérdida de oligodendrocitos. Estas observaciones indican un
posible papel para la IL-6 en la proteccidon y la supervivencia de los oligodendrocitos en
lesiones de la EM (Schonrock, Gawlowski et al. 2000). En contraste con este estudio, se ha
demostrado un efecto protector en ratones con EAE tratados con anticuerpos neutralizantes
contra IL-6. Este estudio sugiere que este efecto fue mediado no sélo a través de la supresion
de IL6 inducidas por reacciones inflamatorias, sino también a través de la inhibicion de la
induccion de células Thl y Th17 (Serada, Fujimoto et al. 2008). Una vez que se inicia la
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inflamacion, la produccion de IL-6 suprime la generacion de Treg inducida por TGF-f y
genera células Th17. Cuando las células T naives estan expuestas al TGF-f sélo (sin IL-6), el
factor de transcripcion FoxP3 se activa, lo que resulta en la diferenciacion de células Treg.
(Bettelli, Oukka et al. 2007). Estos resultados refuerzan la importancia de la inhibicion de IL-
6 por CST en microglia activada, en el parénquima nervioso y en células de 6rganos linfoides
periféricos estimulados con MOG.

Ademas de la reduccion de IL-6 en microglia, hemos observado un efecto de CST en la
reduccion de oxido nitrico producido por estas células. Durante el proceso inflamatorio que
tiene lugar en la EAE, la exposicion de los macrofagos y la microglia al IFN-y y al TNF-a da
lugar a la activacion de la forma inducible de la enzima 6xido nitrico sintasa (iNOS, del
inglés, inducible nitric oxide sinthase) y subsecuentemente, altos niveles de 6xido nitrico y
anion superoxido (O2.-). Estas 2 moléculas interactian formando grandes cantidades de un
oxidante muy potente: el peroxinitrito (ONOO-). Peroxinitrito es un agente perjudicial de
tejido que actia en la peroxidacion de lipidos, la oxidacion de grupos sulfhidrilo y
nitrosilacién de moléculas que contienen tirosina. Los efectos perjudiciales de la induccion de
estrés oxidativo a largo plazo incluyen la acumulacioén de productos de aldehido (productos de
la peroxidacion de membrana), la alteracion de la BHE y el deterioro mitocondrial (Madrigal,
Garcia-Bueno et al. 2006). Ademas, igual a IL-6 y TNF-a, se ha reportado una elevacion en
los indicadores de la peroxidacion lipidica en pacientes con EM (Koch, Mostert et al. 2007).
El 6xido nitrico, asi como los radicales superoxido, fomentan directa o indirectamente la
muerte de oligodendrocitos, desmielinizacion, la disfuncion y el dafio axonal. La funcion del
oxido nitrico en la EM resulta compleja y es muy probable que sus derivados y
particularmente el peroxinitrito, sean definitivamente mas toxicos que el mismo 6xido nitrico.
Sin embargo, es importante sefialar que los radicales libres, como el caso del ¢xido nitrico,
puede activar el factor de transcripcion NF-«kB, el cual regula la expresion de una amplia
diversidad de genes involucrados en inflamacion, como TNF-a, ICAM-1, VCAM-1, COX-2y
la propia iNOS.

El efecto de CST, como mencionado anteriormente, podria ser mediado por su
capacidad de unirse a diferentes receptores expresos en las células residentes. De hecho, los
cultivos de células de microglia y astrocitos presentan diversos receptores en los cuales CST
podria est4 actuando, es decir, receptores de SOM y de GHR. Curiosamente, en los astrocitos
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estimulados con LPS se ha observado un aumento de la expresion de los receptores de GHR.
En contraste, no encontramos niveles detectables de este receptor en la microglia en estado
basal o activado (Figura 4.11). Nuestros resultados confirman los resultados de un estudio
reciente donde tampoco se detectaron niveles de este receptor (Moon, Kim et al. 2009). De
hecho, recientemente se ha demostrado la ausencia de GHSR en poblaciones de microglia
aislada de diferentes regiones del SNC, y como el ligando endogeno de este receptor, GHR,
modula la actividad inflamatoria de la microglia de forma indirecta a través de
metaloproteinasas de la matriz (Jiang, Li et al. 2008).

El efecto terapéutico observado en los ratones con EAE tratados con CST podria ser
debido tanto a su capacidad por unirse a los receptores de SOM (SST 1-5) como al de Grelina
(GHSR). Recientemente, un estudio con SOM administrada oralmente, demostrd que este
neuropéptido fue capaz de inhibir la EAE mediante la induccion de citoquinas Th2 y células
Treg. Sin embargo, la administracion de SOM no fue capaz de modular los niveles de IL-2,
IL-17, e IFN-y en el SNC o en la periferia (Brod and Hood 2011). Comparado con los efectos
de CST observados en nuestro estudio, estos resultados apoyan el hecho de que las acciones
de CST son moduladas, en parte, mediante su capacidad de unirse al receptor de GHR. Por lo
tanto, nos propusimos evaluar el efecto de GHR en el modelo de EAE.

De hecho, la GHR presentd un potente efecto terapéutico en ratones con EAE. El
tratamiento con GHR redujo de manera significativa los signos clinicos e histopatologicos de
la enfermedad (Figura 4.12-4.13, con reduccion de citoquinas Thl e induccion de células Treg
(Figura 4.14). En contraste con los efectos observados con el tratamiento de SOM, nuestros
resultados demuestran que la administracion de GHR redujo significativamente la produccion
de IFN-y e IL-17 tanto en el SNC cuanto en la periferia. Durante el desarrollo de este trabajo,
Theil y colaboradores demostraron que GHR reduce los signos clinicos de la EAE, pero no
encontraron diferencias en la produccion de citoquinas Thl o células Treg entre ratones
tratados con GHR versus ratones control (Theil, Miyake et al. 2009). Las diferencias
observadas, entre nuestros resultados y el trabajo Theil y colaboradores podria ser debido,
principalmente, a las vias y tiempo de la administracion de GHR. Estos autores administraron
GHR via s.c. en dias alternos, mientras que nosotros administramos GHR 1i.p. durante 5 dias

consecutivos. De hecho, la no modulacion de citoquinas Th1/Th17 en ratones tratados con
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SOM también podria ser explicada de la misma forma, ya que la administracion de SOM se
hizo via oral.

En general, estos resultados demostraron importantes ventajas en el uso terapéutico de
CST, ya que este neuropéptido es capaz de unirse diferentes grupos de receptores: los de
SOM y el de GHR. Ademas, CST puede unirse con alta afinidad al receptor huérfano MrgX2.
A pesar de haber sido encontrado solo en humanos, no se descarta la posibilidad de un
receptor homologo en ratones.

Se sabe que CST, en contraste con SOM, es expresada por diferentes células del sistema
inmunoloégico. El hecho de que un estimulo inflamatorio sea capaz de aumentar la expresion
de CST, es un indicio de que CST enddgena podria desempenar un papel protector frente a
determinadas condiciones inflamatorias, y que la deplecion del gen para este neuropéptido
podria conducir a una mayor gravedad de las enfermedades autoinmunes inflamatorias
(Dalm, van Hagen et al. 2003). Sin embargo, hasta ahora no se sabe exactamente cual es el
papel de la CST enddgena en procesos patologicos. Por lo tanto, nos propusimos evaluar el
efecto de la deficiencia de CST en el modelo de EAE, utilizando para ello ratones deficientes
en CST (CST-KO). En los experimentos previos a la realizacion de los estudios in vivo,
describimos el perfil de la produccion de mediadores inflamatorios en células deficientes de
CST aisladas de ratones CST-KO. Nuestros resultados han confirmado el papel
inmunomodulador de la CST enddgena, ya que la ausencia de CST en macréfagos o
linfocitos, genera una respuesta exacerbada en la produccion de mediadores inflamatorios
comparados con células controles (Figura 4.15 y 4.16).

Sin embargo, y de forma contraria a lo que esperabamos, al inducir el modelo crénico
de EAE en ratones CST-KO, éstos resultaron ser mas resistentes a la induccién de la
enfermedad que los controles, presentando menor incidencia y una progresion clinica mas
leve (Figura 4.17 y 4.18). Utilizando ratones deficientes en SOM observamos que €stos si
sufrian una mayor susceptibilidad a desarrollar EAE, lo que sugeria que los efectos

observados en CST-KO eran debidos a la pérdida especifica de este neuropéptido.

Debido a la complejidad de la EAE, hay muchos pasos en los que la pérdida de CST
podria afectar a la enfermedad. Durante la fase de inmunizacion con MOG, las células
presentadoras de antigeno en los ganglios linfaticos que drenan el 4rea de administracion,
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captan el antigeno e inducen la diferenciacion de células T especificas frente a MOG,
principalmente hacia fenotipos inflamatorios como Th1/Th17. Los experimentos in vitro
usando MOG para inducir activacion de las células T presentes en los o6rganos linfoides,
demostraron que la activacion de células autorreactivas en ratones CST-KO estaba en realidad
aumentada en ratones CST-KO en comparacion con los ratones control (Figura 4.19). Esto
indicaba que la inmunizacién con MOG en ratones CST-KO es suficientemente fuerte para
inducir una respuesta inmunologica frente a este antigeno. Por otro lado, las células T totales
aisladas de la ratones CST-KO inmunizados con MOG fueron capaz de inducir la enfermedad
EAE tras su transferencia a ratones control, lo que demostré su fenotipo autoreactivo en
ausencia de CST (Figura 4.20). Sin embargo, las células T encefalogénicas generadas en
ratones controles inmunizados con MOG no fueron capaces de inducir EAE al ser transferidas
a ratones CST-KO (Figura 4.20), lo que indicaba que la menor susceptibilidad en estos
ratones dependia de procesos posteriores a la etapa inicial de inmunizacion y que tenian que
ver con un efecto a nivel general de la ausencia de CST en el raton.

En este sentido, los resultados obtenidos con ratones deficientes de CST sugieren que
este neuropéptido podria desempenar una accidon inesperada, permisiva y/o pro-inflamatoria
en el desarrollo de la EAE. Dado que la administracion de CST ha mostrado efectos
beneficiosos en los sintomas clinicos y en la patologia de otras enfermedades, nos propusimos
evaluar en profundidad los efectos de la deficiencia en CST en otros modelos autoinmunes y
en un modelo tipicamente inflamatorio, como el modelo de sepsis. Interesantemente, como
ocurrio en el modelo de EAE, los ratones CST-KO resultaron ser resistentes a la induccion de
la enfermedad en un modelo de artritis inducida por colageno (CIA), en la colitis inducida por
TNBS y en sepsis inducida por ligacion y perforacion cecal (CLP). En los modelos de artritis
y de colitis, los resultados fueron significativos, aun cuando utilizamos la cepa C57BL/6, que
no es el linaje susceptible de desarrollar estas enfermedades. En cambio, en el modelo de
sepsis los resultados fueron bastante espectaculares comparando la susceptibilidad de los
CST-KO respecto a los controles.

En el caso de la induccion de artritis (CIA), se utiliza la cepa genéticamente susceptible
DBA/1 (incidencia de 80 a 100%). La susceptibilidad de los ratones de la cepa C57BL/6 a la
CIA es un dato controvertido. Algunos investigadores demostraron poca o ninguna incidencia
en el desarrollo del modelo, mientras que otros han demostrado claramente que la CIA se
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puede establecer en esta cepa (Brand, Latham et al. 2007). Algunas variables que parecen
estar relacionadas con esta discrepancia, son por ejemplo la fuente del proveedor y la edad de
los ratones, la cantidad de Mycobacterium utilizado en el adyuvante, y el origen (bovino o de
pollo) y proveedores (diferentes casa comerciales) del coldgeno. Sin embargo, frente a las
mismas condiciones de inmunizacion, la cepa C57Bl/6 presenta tasas de la incidencia (50-
75%) y grados de severidad de la enfermedad menores que los observados en ratones DBA/I1
(Inglis, Criado et al. 2007). En cualquier caso, el establecimiento del modelo de la CIA en
ratones C57BL/6 se ha empezado a utilizar con mas asiduidad en los ultimos afos, dado que
la mayoria de los ratones modificados genéticamente se han establecido utilizando esta cepa.

La colitis inducida por TNBS es un modelo autoinmune importante que cursa con
inflamacién de la mucosa intestinal. En este modelo, la induccién de la autoinmunidad se
realiza mediante la administracion via rectal de TNBS en una solucion alcohélica, lo que
provoca una ruptura de la barrera epitelial permitiendo el acceso del TNBS a la lamina propia
intestinal, donde actua como un hapteno activando una respuesta autoinmune en el intestino
(Strober, Fuss et al. 2002). La colitis inducida por TNBS es una enfermedad mediada
principalmente por las células Thl. Por lo tanto la cepa del ratén y el perfil de la respuesta de
citoquinas tipo Thl o Th2 a este hapteno son factores criticos en el desarrollo de la
enfermedad. Estudios con ratones deficientes en citoquinas Thl o Th2 demostraron que
ambos animales desarrollan la colitis, sin embargo presentaban distinta tasas de mortalidad y
patrones histologicos (Dohi, Fujihashi et al. 2000). Esta bien documentado que en ratones de
la cepa SJL/J, la administracion de TNBS provoca induccién de una rapida respuesta Thl
mediada principalmente por IL-12, mientras que en ratones de la cepa Balb/c la respuesta es
iniciada por células Thl y prolongada por una respuesta Th2 (Strober, Fuss et al. 2002). Por
otro lado, la induccidn de colitis en ratones de la cepa C57BL/6 aun no estd completamente
esclarecida. Se ha descrito que ratones de esta cepa presentan una colitis de grado ligero a
moderado, con hipertrofia del tejido linfoide asociado al intestino y con poco infiltrado
inflamatorio en el epitelio y en la lamina propia (Varona, Cadenas et al. 2003).

A pesar de que los modelos de CIA y colitis no se han realizado utilizando las cepas
susceptibles, pudimos observar una tendencia a una mayor resistencia en la induccion de estas
enfermedades en ratones CST-KO (Figura 4.21 y 4.22). Las acciones anti-inflamatorias de
CST han sido demostradas repetidamente, tanto in vitro como in vivo, lo que sugiere el
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potencial terapéutico de este péptido, que ha sido utilizado eficientemente como tratamiento
en estas enfermedades en los correspondientes modelos murinos. Sin embargo, los ratones
deficientes en CST mostraron una menor incidencia y severidad de estas enfermedades, y en
el caso del modelo de TNBS, un aumento en la supervivencia. Junto con los datos obtenidos
del modelo de EAE, estos resultados sugieren que la actividad de CST endodgena en el sistema
inmunologico puede ser muy compleja. Durante la patogénesis de la EAE, asi como de la CIA
y de la colitis inducida por TNBS, tanto el componente inflamatorio como autoinmune estan
involucrados. Asi que, para intentar diseccionar mejor el efecto de la deficiencia de CST en el
sistema inmunitario, realizamos el modelo de sepsis inducido por CLP en los ratones CST-
KO, debido a que inmunidad innata es el componente principal en la patogénesis de este
modelo.

Asi, en el modelo de CLP observamos que los ratones CST-KO tenian una mayor
supervivencia que los controles. Analizando los niveles de citoquinas/quimioquinas a nivel
local (en la suspension peritoneal) y sistémico (en suero), observamos una ligera reduccion en
los niveles de IL-6 y TNF-a, factores clave del desarrollo del proceso inflamatorio en CLP
(Figura 4.23). TNF-a se produce rapidamente por las células inmunes y es un importante
activador de la ruta de NF-kB, lo que desencadena la expresion de quimioquinas y otras
citoquinas pro-inflamatorias, amplificando la respuesta inmune. La IL-6 es una citoquina
inflamatoria que estd presente en niveles excesivamente altos en sepsis. A pesar de que
multiples tipos celulares contribuyen a los niveles sistémicos de estas citoquinas, las células
infiltradas y residentes del peritoneo son la fuente principal de citoquinas en CLP. Se ha
demostrado que las células peritoneales juegan un papel importante en la respuesta
inflamatoria inducida por CLP. En este sentido, destacd principalmente en las muestras
extraidas de los CST-KO, la reduccion significativa en los niveles de RANTES, quimioquina
asociada con el reclutamiento de células inflamatorias a los 6rganos diana, relacionadas con la
amplificacion del proceso de sepsis. Por otro lado, destacd la bajada en los niveles de la
citoquina anti-inflamatoria IL-10 en los ratones CST-KO, citoquina normalmente asociada
con un fenotipo protector en sepsis. Diversos estudios han demostrados que la IL-10 juega un
papel protector en la respuesta inmunoldgica en sepsis. La expresion de IL-10 contribuye a la
desactivacion de leucocitos y macrofagos, ademas, ha sido identificada como un modulador
crucial de la mortalidad en sepsis. La neutralizacion de la IL-10 provoca una expresion
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exagerada de citoquinas pro-inflamatorias y la muerte, mientras la administracion de IL-10
recombinante confiere proteccion terapéutica significativa (Gerard, Bruyns et al. 1993;
Standiford, Strieter et al. 1995; Walley, Lukacs et al. 1996). Interesantemente, los ratones
CST-KO son mas resistentes a la muerte inducida por CLP presentando niveles casi
indetectables de IL-10, y niveles similares de TNF-a en la suspension peritoneal. Ademas, las
células peritoneales de ratones CTS-KO sometidos a CLP, presentaron niveles de produccion
espontanea de IL-6 y TNF-a muy parecidos a los controles cuando se cultivaron in vitro en
diferentes periodos de tiempo, mientras la expresion de IP-10 y IL-10, que estaba inicialmente
reducida se veia aumentada a lo largo del tiempo.

En conjunto, nuestros resultados sugieren la presencia de un factor sistémico como
consecuencia de la ausencia cronica de CST capaz de controlar la inflamacién sistémica.

Un mecanismo endogeno anti-inflamatorio ampliamente estudiado es la accion de los
glucocorticoides (GC). Los glucocorticoides son hormonas esteroideas sintetizadas por la
corteza de las glandulas adrenales. El cortisol es el principal CG natural en humanos, mientras
en roedores es la cortiscosterona. Los principales efectos bioldgicos de los GC se dan a nivel
del metabolismo energético del organismo, crecimiento, reproduccion, respuesta al estrés
cronico, funcion cardiovascular, equilibrio hidroeléctrico, conducta, memoria, aprendizaje y
regulacion del sistema inmune. Por su naturaleza lipofilica los GC presentes en la circulacion
ingresan en la célula atravesando la membrana celular y se unen a su receptor citosolico (GR,
receptores de GCs). Una vez unidos a su receptor, se produce la formacion de dimeros de GC-
GR y migracion hacia el nacleo, donde interacttian directamente con el DNA (lo que se llama
accion gendmica) o con otras proteinas implicadas en procesos de transcripcion. La accion
genomica de GCs se da por la interaccion de los dimeros de GC-GR con una secuencia
palindromica especifica en los promotores de los genes diana, llamados elementos de
respuesta a los glucocorticoides (GRE, del inglés, GC-response elements) que pueden ser
positivos (pGREs) o negativos (nGREs). La union del dimero de GR a los pGRE estimula
directamente la transcripcion de genes de respuesta a la GC, con la participacion de los
componentes basicos de la maquinaria de transcripcion como la RNA polimerasa II y otros
factores de transcripcion (Beato and Sanchez-Pacheco 1996; Glass and Rosenfeld 2000). En
contraste, la uniéon de los dimeros GC-GR con los nGRE lleva a la represion de la
transcripcion de los genes diana.
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Ademas los dimeros GC-GR presentan otro mecanismo de represion transcripcional como
la inhibicion de la transcripcion de genes pro-inflamatorios a través de la union y bloqueo de
la funcién de los factores de transcripcion limitantes como el NF-kB, c-Jun y c-
Fos(Scheinman, Cogswell et al. 1995). Esta es la principal via por la cual los GCs inhiben la
sintesis de mediadores pro-inflamatorias como IL-6, IL-2, TNF-a y las prostaglandinas (Song,
Gold et al. 2005). Ha sido descrito que los GCs pueden actuar en la inhibicién de la via de
sefalizacion utilizada por TLR que desempena un papel crucial en la induccion de respuesta
inmunolégica innata (Moynagh 2003).

Ademas de las funciones gendmicas de los GCs, mecanismos de accion no gendmicos de
los GC incluyen la 1) interacciones no especificas de los GCs con las membranas celulares
incluyendo la membrana mitocondrial, (ii) efectos no gendémicos que estdin mediados por el
GR citosolico y (iii) las interacciones especificas con un GR acoplado a la membrana
plasmatica. Se han descrito funciones inmunomoduladoras por diferentes mecanismos de
accion de los GCs. De hecho, los glucocorticoides se definen como agentes enddgenos con
capacidad anti-inflamatoria e inmunosupresora. Nosotros encontramos que los ratones CST-
KO presentaron niveles elevados de corticosterona. De hecho, durante el desarrollo de esta
tesis se publicoO un interesante trabajo en el que se caracterizaba por primera vez a nivel
endocrino y metabolico estos ratones comparando ademds la deficiencia en CST con la de
SOM (Cordoba-Chacon, Gahete et al. 2011). En este trabajo se mostraba que, los ratones
deficientes en CST, tienen valores de ACTH y Corticosterona elevados, siendo especialmente
significativos en el caso de las hembras. Este resultado explica la menor susceptibilidad de
estos ratones a diferentes modelos de enfermedades autoinmunes inflamatorias debido a los
niveles sistémicos elevados de glucocorticoides, y al mismo tiempo, explica porqué las
células aisladas de ratones CST-KO, mantenidas y estimuladas en cultivo presentan una
respuesta inflamatoria exacerbada, lo que tiene que ver con la ausencia de glucocorticoides en
el cultivo y la deficiencia enddgena de la CST.

Se sabe que bajo condiciones estresantes, ya sean fisicas o emocionales, como traumas,
ansiedad y miedo, se produce un aumento de los niveles de glucocorticoides. El concepto de
estrés se basa en la observacion de que diferentes tipos de condiciones fisicas o psicoldgicas
que amenazan la homeostasis induce un conjunto de cambios en el cuerpo. El estrés, en
general, puede modular la funcion de células inflamatorias y la respuesta inmunologica y
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hormonal a través de vias neuronales que enlazan el sistema nervioso y el sistema
inmunologico. El estrés fisico y psicologico, es capaz de activar el eje hipotalamo-pituitéria-
adrenal (HPA) y aumentar los niveles circulantes de las hormonas glucocorticoides. La
respuesta inmediata (conocida “primera ola”) al estrés o a la ansiedad, se inicia en cuestion de
segundos a través de la activacion del sistema nervioso simpatico (SNS). Como resultado de
ello, la noradrenalina de las fibras nerviosas simpaticas periféricas se libera en los diferentes
tejidos, y la adrenalina (epinefrina) de la glandula adrenal se libera a la circulacion sanguinea.
En seguida, la “segunda ola” activa el eje HPA, esta es mas lenta y resulta en la liberacion de
los glucocorticoides. En respuesta al estrés, las neuronas del nucleo paraventricular
hipotalamico secretan la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en la circulacion portal
de la glandula pituitaria. En la hipofisis anterior, CRH estimula células secretoras de ACTH
(corticotropina, del inglés adrenocorticotropic hormone) para que la liberen a la sangre. Esta
hormona actua en la corteza de las glandulas adrenales promoviendo la liberacion de
glucocorticoides a la circulacion sanguinea.

Durante un evento de estrés se estimula el eje HPA y se produce la liberacion de
glucocorticoides en el cuerpo. Las neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo
integran la informacion relevante para el estrés, y estas neuronas liberan hormona liberadora
de corticotropina (CRH), que a su vez estimula la sintesis y liberacién de adenocorticotropina
(ACTH) por la hipofisis. La ACTH estimula la sintesis y liberacion de corticosteroides por la
corteza suprarrenal (Buckingham 2006). Como se ha comentado, recientemente se ha descrito
que los niveles circulantes de ACTH aparecen significativamente elevados en ratones
hembras deficientes de CST, en comparacion con los controles. A pesar de las diferencias
sexo-dependientes en la sintesis y liberacion de ACTH, tanto las hembras como los machos
de CST-KO muestran los niveles de corticosterona circulante elevados (Figura
4.25)(Cordoba-Chacon, Gahete et al. 2011). Para determinar si las alteraciones en el eje HPA
en los ratones CST-KO se correlacionaban con alteraciones en el comportamiento, llevamos a
cabo diferentes ensayos conductuales, como el laberinto elevado en cruz o campo abierto, en
los cuales mide el nivel de ansiedad. En estos experimentos se observd una diferencia
significativa en el nivel de ansiedad entre ratones CST-KO y ratones control (Figura 4.26).
Por lo tanto, la alteracion del eje HPA en estos ratones podria estar directamente relacionada
con la menor susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes. Los glucocorticoides
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endogenos son esenciales para la regulacion de la actividad inflamatoria. El bloqueo de la
secrecion de cortisol/corticosterona trae aparejada una crisis inmediata de enfermedades
inflamatorias y autoinmunes. Un sistema de estrés hipoactivo, con baja produccién de CRH,
ACTH, glucocorticoides y adrenalina, tendria como consecuencia una falta de control de la
inmunidad Thl. El resultado es una exacerbacion andmala de la inmunidad Thl y la
induccién y/o exacerbacion de las crisis evidencia el fallo en la regulacion fisioldgica. La
funcién del Eje HPA es esencial para regular la severidad de enfermedades inflamatorias, lo
que se evidencia en el hecho de que al bloquear o remover los GCs se produce un incremento
de la actividad de la enfermedad.

En este sentido, para evaluar el papel directo de los GCs en la susceptibilidad de ratones
CST-KO, llevamos a cabo ensayos con un conocido antagonista de receptores para GC, la
mifepristona (RU-486). Utilizando el modelo de EAE, observamos que la administracion
conjunta de RU-486 durante la induccion del modelo resultdé en una reversion parcial de los
signos clinicos de la EAE en ratones CST-KO, mostrando los ratones en esta ocasiéon mayor
susceptibilidad que los CST-KO sin el antagonista (Figura 4.27). Los glucocorticoides
suprimen la transcripcion de numerosas citoquinas pro-inflamatorias mientras que estimulan a
las anti-inflamatorias IL- 4 y 10. Ademas, los GC limitan la produccion de radicales libres
como oxido nitrico y la formacion de eicosanoides como la PGE2. Los glucocorticoides
también favorecen el cambio de linfocitos Thl hacia Th2 mediante la disminuciéon de
citoquinas Thl que favorecen la expresion de las Th2. La patente sobre expresion de
citoquinas tipo Thl es caracteristica de las enfermedades autoinmunes como diabetes tipo 1,
artritis reumatoides (AR), esclerosis multiple (EM) y lupus eritematoso sistémico (LES), y el
déficit de corticoides favorece la susceptibilidad a estas enfermedades (Barnes 1998). Las
enfermedades autoinmunes en general son complejas y aun no esta muy bien esclarecida su
etiopatologia. Por lo tanto, un eje HPA hiporreactivo no es necesaria y obligatoriamente un
indicador de susceptibilidad a las enfermedades autoinmunes. La susceptibilidad a las
enfermedades autoinmunes puede depender de otros factores distintos al eje HPA, como
factores genéticos, ambientales y conductuales.

Estas consideraciones nos llevaron a evaluar el bloqueo de glucocorticoides en un
modelo mayoritariamente inflamatorio (en un intento de separar el componente autoinmune),
el modelo de sepsis inducido por CLP. De hecho, demostramos que la administracion de
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mifepristone (RU486), fue capaz de aumentar significativamente la mortalidad de los ratones
CST-KO, sugiriendo un papel de los GCs endogenos en la resistencia a la sepsis en la
ausencia de CST (Figura 4.28). En los modelos animales de CLP, los GCs presentan un papel
protector en la muerte inducida por la infeccion polimicrobiana. Sin embargo, el papel de los
GCs en la sepsis es bastante controvertido. Se ha demostrado una activacion del eje HPA
asociado con altos niveles de GCs en plasma de pacientes con sepsis, y que altos niveles de
GCs estan relacionados con la severidad de la enfermedad y un riesgo mayor de muerte
(Christ-Crain, Stolz et al. 2007). Por el contrario, otros trabajos han reportado insuficiencia
adrenal en pacientes con shock séptico, acompafiada de niveles bajos de GCs. La insuficiencia
adrenal promueve una respuesta inflamatoria exacerbada con un incremento en el dafio tisular
y disfuncién de organos (Soni, Pepper et al. 1995; Annane, Maxime et al. 2006). Se ha
demostrado que no hay efectos beneficiosos en la utilizacion de las terapias con altas dosis de
glucocorticoides en pacientes de sepsis (Cronin, Cook et al. 1995). En contraste, se ha
demostrado que terapias con GCs utilizando dosis mas fisiologicas resultan mas efectivas. A
pesar de producirse una modulacion de la inflamacion, la principal ventaja de dosis bajas de
los GCs es la disminucion de la dependencia de vasopresores como las catecolaminas, que a
su vez presentan efectos pro-inflamatorios (Keh, Boehnke et al. 2003; Oppert, Schindler et al.
2005; Patel and Balk 2012).

En conjunto, estos resultados confirman la hipdtesis de que la ausencia de CST, un
neuropéptido modulador de la actividad locomotora y del suefio, induce un estado de estrés
cronico que se refleja en un aumento en los niveles de GCs. Los niveles elevados de GCs en
la circulacion sistémica generan una menor susceptibilidad a enfermedades autoinmunes en
ratones CST-KO. Por otra parte, se ha demostrado que ratones deficientes en SOM (SOM-
KO), también presentaron niveles elevados de corticosterona (Zeyda, Diehl et al. 2001), pero,
bajo nuestras condiciones experimentales estos ratones presentaron una mayor susceptibilidad
a la EAE (Figura 4.17). Esto sugiere que deben existir diferencias en otros factores endogenos
en relaciéon a la ausencia de uno u otro neuropéptido cruciales en la modulacion de la
respuesta inmunitaria. Asi, dos hormonas involucradas en inmunomodulacion estdn expresas
diferencialmente en ratones CST-KO y SOM-KO. Se ha descrito que ratones SOM-KO,
presentan un nivel elevado de GHR, pero no se determinaron niveles detectables de la forma
acilada funcional de este neuropéptido. Los efectos supresores de GHR se deben a la union de
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la forma acilada de GHR a su receptor, lo que conlleva una via de inmunosupresion mediada
por la elevacion de AMP ciclico, como se comentd anteriormente. Ademas nuestro grupo
demostré que la administraciéon de GHR presenta un efecto beneficioso en el modelo de sepsis
inducida por CLP (Chorny, Anderson et al. 2008), y se sabe que el efecto protector de CST en
modelos de sepsis es modulado parcialmente por su union al receptor de GHR (Gonzalez-
Rey, Chorny et al. 2006).

Ademas se ha descrito que el efecto inhibidor de la GHR es, en parte, debido a la
supresion de la actividad nerviosa simpatica en modelos CLP (Cheyuo, Jacob et al. 2012). Sin
embargo, el mecanismo por el cual la GHR ejerce este efecto sigue siendo poco conocido. Se
sabe que las catecolaminas, son los primeros neurotransmisores producidos por el sistema
nervioso (simpatico) frente un estrés agudo, y que en contraste con los GCs presentan efectos
pro-inflamatorios. Sin embargo, hasta ahora no se han descritos los efectos de la ausencia de
CST en los niveles de catecolaminas. Por otro lado, los ratones CST-KO presentan una
reduccion de los niveles de prolactina, mientras los ratones SOM-KO presentan un aumento
de esta hormona (Cordoba-Chacon, Gahete et al. 2011). La prolactina es sintetizada
principalmente en la hipdfisis y ejerce sus efectos endocrinos en una amplia gama de tejidos,
y su principal funcion es la regulacion de las glandulas secretoras. Sin embargo, prolactina
actlia en diversas funciones bioldgica como en la reproduccion, la lactancia, y en una serie de
actividades bioldgicas homeostaticas inclusive funciones inmune. Se ha descrito que
prolactina es capaz de inducir la proliferacion e inhibir la apoptosis de diversos tipos de
células, incluyendo células del sistema inmunoldgico, lo que sugiere un papel
inmunomodulador para esta hormona. De hecho se ha descrito que prolactina en condiciones
inflamatorias in vitro promueve la secreccion de TNF-a y IL-12 mediante el aumento de la
actividad de NF-xkB e IRF-1 (del inglés, interferon regulatory factor-1) (Brand, Frohn et al.
2004). Ademas, en varias enfermedades, la prolactina antagoniza los efectos
inmunosupresores TGF-B y corticosterona, probablemente un mecanismo inducido para la
recuperacion del sistema hematopoyético (Yu-Lee 2002).

El aumento de la acil-grelina, una hormona antiinflamatoria y reduccion de prolactina,
una hormona con capacidad pro-inflamatoria podrian explicar los resultados obtenidos de la
distinta susceptibilidad a la EAE de ratones CST-KO versus SOM-KO. Los ratones SOM-
KO solamente presentan niveles elevados de corticosterona. Sin embargo, no evaluamos si los
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niveles de GHR y prolactina estaban alterados en los experimentos con el antagonista de
glucocorticoides.

Las hormonas con capacidad inmunomoduladoras actiian principalmente a niveles
sistémicos, por lo tanto nos propusimos estudiar un modelo de inflamacién localizada, en este
caso, el modelo de artritis monoarticular inducida por CFA.

En 1956, Pearson y colaboradores describieron que ratas inmunizadas con CFA que
contiene Mycobacterium tuberculosis desarrollaban artritis (Pearson 1956). Este modelo de
artritis, ha sido ampliamente utilizado como modelo para la artritis reumatoide (AR), sin
embargo es un modelo mas apropiado para la artritis reactiva e infecciosa en lugar de la AR,
debido a la ausencia del componente autoinmune y algunas caracteristicas histopatoldgicas.
En la artritis monoarticular, el efecto anti-inflamatorio de diversos compuestos ha sido
determinado simplemente comparando los volumenes de las patas inoculadas versus la pata
no inoculada, dado que este es un modelo de inflamacion localizada que afecta solamente la
articulacion inoculada.

La artritis inducida por administracion intraarticular de CFA genera una fase inicial, en
la que se produce un aumento del volumen de la articulacion inyectada y una fase
tardia/cronica destructiva. La reaccion inicial del edema en este modelo es causada por el
efecto irritante del adyuvante, mientras que la artritis de fase tardia se supone que son los
eventos modulados por el sistema inmunoldgicos.

En la pata inoculada con CFA se desarrolla una intensa reaccion inflamatoria
(inflamacion primaria) inmediatamente después de la inoculacion con CFA. La formacion del
edema es indicativa de la induccion de la respuesta inflamatoria por el CFA (Yu, Koo et al.
2002). En esta fase, se observa infiltracion de células polimorfonucleares (PMN) con
predominancia de neutrofilos, en los tejido periarticulares y en la zona sinovial, junto del
espacio articular, ademas del exudado intraarticular agudo. Recientemente se ha reportado un
analisis del perfil de citoquinas en la artritis experimental inducida por adyuvante, y en las
primeras 24 horas se demostré un aumento en diversas citoquinas y quimioquinas como
MCP-1, MIP-1a, IL-1pB, IL-17, or IFN-y (Paquet, Goebel et al. 2012).

La inflamacién se caracteriza por enrojecimiento, hinchazon y dolor. Esto ocurre debido
a la vasodilatacion local, aumento de la permeabilidad capilar y la infiltracion de leucocitos.
Los mediadores inflamatorios son liberados principalmente por leucocitos activados. Los
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mediadores inflamatorios clave son los eicosanoides como, la prostaglandina E2 (PGE2) y el
leucotrieno B4 (LTB4), y citoquinas, como TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8 que se han encontrado
en altas concentraciones en membrana sinovial de pacientes con artritis reumatoide
(Henderson, Pettipher et al. 1987; Feldmann and Maini 1999). A pesar de que estas
caracteristicas son comunes para otros modelos de artritis experimentales, la formacién de
granuloma en los tejidos periarticulares es una caracteristica Uinica de la artritis inducida por
adyuvante. Estos granulomas se forman por acumulacién de macrofagos. El crecimiento del
tejido granulomatoso en la membrana sinovial lleva a la formacion del pannus (tejido sinovial
de granulacién con caracteristicas invasivas que recubre el cartilago), que cubre y se adhiere a
la superficie articular, pudiendo llevar a la destruccion del cartilago.

La magnitud de la respuesta inflamatoria inducida por la administracion intraarticular de
CFA se hizo mediante la evaluacion de la formacion del edema. Interesantemente, ratones
CST- KO desarrollaron una respuesta inflamatoria de mayor magnitud que ratones controles
(Figura 4.28). En la fase aguda (24 h d.p.i), observamos una mayor actividad de la enzima
mieoloperoxidasa (MPO) y produccion de TNF-a en el liquido sinovial de ratones CST-KO.
La activacion de células polimorfunucleares refleja una respuesta inmunoldgica primaria en
respuesta a trauma y infeccion (Lau, Mollnau et al. 2005). La actividad de MPO es
ampliamente utilizada como marcador de infiltracion de neutrofilos y monocitos. Ademas, la
MPO liberada por los neutréfilos y monocitos activados utiliza perdxido de hidrogeno para
catalizar la produccion de oxidantes potentes. Estos oxidantes han sido implicados como
mediadores clave del dafio tisular en muchas enfermedades inflamatorias, incluyendo la
aterosclerosis, asma, artritis reumatoide, fibrosis quistica y algunos canceres (Koelsch, Mallak
et al. 2010). Como resultado, existe un interés considerable en nuevas estrategias terapéuticas
para estas enfermedades, dirigidas a la prevencion del dafio bioldégico ocasionado por
derivados oxidantes de la actividad de la MPO.

Se ha propuesto que los eicosanoides modulan gran parte de la patologia temprana de la
enfermedad inflamatoria de las articulaciones, tales como la inflamacion, el dolor y
infiltracion y las citoquinas modulan la fase tardia destructiva de la enfermedad que implica la
pérdida de cartilago y la destruccion 6sea (Henderson, Pettipher et al. 1987). De hecho,
mediadores inflamatorios como el 6xido nitrico y el TNF-a contribuyen al dafio del cartilago
por la activacion de metaloproteinasas y la inhibicion de sintesis de proteoglicanos (Goldring
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2002). Terapias anti-TNF son ampliamente utilizadas en la AR y sus beneficios clinicos son
bien conocidos en la fase cronica de la enfermedad, a pesar de un aumento del riesgo de
enfermedades infecciosas (Hoff, Kvien et al. 2009). Debido a su caracter prominente local, el
modelo de artritis inducida por CFA permite el andlisis de los patrones de citoquinas en la
respuesta inmune a nivel local. Contrario a lo que sucedié en los modelos de inflamacion
sistémica, los ratones CST-KO presentaron una respuesta inflamatoria exacerbada frente a
CFA. En nuestro estudio demostramos que ratones CST-KO presentaban una mayor
produccion local de TNF-a en el modelo de artritis monoarticular. Esta citoquina es
considerada un mediador fundamental en la fase cronica de la enfermedad.

La transicion de la inflamacion aguda a la inflamacion cronica es la fase crucial en que
una respuesta defensiva innata se convierte en una respuesta potencialmente dafiina para los
tejidos (respuesta inmunoldgica adquirida o adaptativa). Un paso fundamental en esta
transicion es el reclutamiento de las células de la fase crénica, con consecuente degradacion
del cartilago y destruccion Osea. En este contexto, mediante la observacion de diversas
alteraciones histopatologicas demostramos que ratones CST- KO presentaban una mayor
severidad de la artritis inducida por CFA en la fase mas tardia de la enfermedad.

Durante el transcurso de la artritis, la hinchazén de las articulaciones se relaciona con
cierta incapacidad del animal. Se asume que la incapacitacion articular es el resultado de la
nocicepcion alterada tras la induccién de la inflamacion en la articulacion (Tonussi and
Ferreira 1992). El dolor es el sintoma predominante en la clinica de la artritis (Beyreuther,
Callizot et al. 2007).

Durante la inflamacion de la articulacion, el sistema nervioso nociceptivo presenta un
estado de sensibilizacion alterado. En ultima instancia, esto se traduce en una mayor
percepcion de los estimulos dolorosos (hiperalgesia), asi como un aumento de las sensaciones
de dolor causadas por los estimulos que, en condiciones normales no inducen dolor (alodinia).
(Julius and Basbaum 2001; Schaible, Richter et al. 2009). En un nimero significativo de
pacientes con artritis, la hiperalgesia primaria inducida por la articulacién lesionada se
acompaiia de hiperalgesia secundaria bilateral en las extremidades no inflamadas (Breedveld
and Kalden 2004; Zangger, Keystone et al. 2005).

En resumen, los nociceptores transforman factores ambientales en potenciales de accion
que se transmiten hacia el SNC. Los estimulos dolorosos activan las terminales periféricas de
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los nociceptores, generando un potencial de accidon que se transmite a lo largo de los axones
aferentes a la médula espinal. Por medio de la transmisién quimica, los nociceptores activan
las neuronas espinales que envian axones a través de la médula espinal y terminan en el bulbo
raquideo, en el mesencéfalo y el tdlamo. Neuronas taldmicas proyectan los axones a las
regiones de la corteza, incluyendo la corteza somatosensorial (Stucky, Gold et al. 2001).

En este trabajo, demostramos el papel de la CST enddégena y la administracion de CST
sintética en la modulaciéon del dolor inflamatorio. Ratones CST-KO en condiciones
inflamatorias articular aguda o crénica (artritis inducida por CRG o CFA, respectivamente)
presentaron un incremento de las respuestas de hiperalgesia y alodinia en la pata ipsilateral
comparados con los ratones controles (Figura 4.29). Estos resultados se corroboran con la
induccién exacerbada de inflamacion en ausencia de CST, dado que el proceso inflamatorio
causa la sensibilizacion de las neuronas nociceptivas centrales y periféricas.

La PGE2, es un potente vasodilatador, y actua juntamente con otros vasodilatadores, lo
que puede ocasionar un derrame vascular y la extravasacion de liquido, ademas potencia el
efecto de la bradicinina mediante la sensibilizacion de las fibras aferentes C para aumentar el
dolor. Por lo tanto, los mediadores lipidicos estan involucrados en el enrojecimiento, la
hinchazon y el dolor que sigue a la inflamacion aguda. Se ha descrito que CST es capaz de
inhibir la induccién de mediares inflamatorios lipidicos por células gliales primarias (Dello
Russo, Lisi et al. 2009). A pesar de no se saber exactamente el mecanismo por el cual la
ausencia de CST estaria actuando, la ausencia de CST en la periferia podria contribuir al
aumento del edema y del dolor mediado por la producciéon de PGE2. Sin embargo, no se sabe
cudl es el efecto de este neuropéptido en la produccién de eicosanoides por otros tipos
celulares.

Interesantemente, ratones CST-KO presentaron una hipersensibilidad elevada incluso en
condiciones basales, es decir, en ausencia de inflamacion. Estos resultados sugieren que la
CST enddgena producida por el sistema nociceptivo local podria desempefiar un papel
analgésico. De hecho se ha descrito que CST y sus receptores se expresan a altos niveles en
las vias nociceptivas en humanos incluyendo las neuronas de los ganglios dorsales (DRGs)
(de Lecea, del Rio et al. 1997; Flood, Uezu et al. 1997; Robas, Mead et al. 2003). De Lecea et
al., 1997).
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Por otra parte, a través de su union a los receptores de GHR y de SOM, CST podria
actuar de forma similar a estos neuropéptidos presentando un efecto antinociceptivo en el
dolor inflamatorio, y con la posibilidad de un efecto sinérgico (Guneli, Onal et al. ; Sibilia,
Lattuada et al. 2006; Pan, Wu et al. 2008). Ademas, la inyeccion intracerebro-ventricular de
CST disminuy¢ la sensibilidad al calor nocivo en ratas y la secrecion de CGRP inducida por
la capsaicina en las neuronas del trigémino demostrando su capacidad de regular los centros
supraespinales de la nocicepcion en el cerebro (Mendez-Diaz, Guevara-Martinez et al. 2004;
Capuano, Curro et al. 2011). Datos recientes de nuestro laboratorio indican que existe un alto
nivel de expresion de CST en las vias nociceptivas del raton, sobre todo en las neuronas
peptidérgicas.

En este estudio demostramos que CST atenta las manifestaciones patoldgicas del dolor
que acompafian a la artritis. La administracion de CST redujo significativamente la
hiperalgesia y la alodinia (Figura 4.30). Aunque la accion local anti-inflamatoria de CST,
obviamente, debe contribuir a su efecto analgésico, la administracion de CST no redujo de
manera significativa el edema en las rodillas. Nuestros resultados demuestran que CST atenua
las manifestaciones patoldgicas del dolor de forma independiente de su actividad anti-
inflamatoria. Resultados de nuestro laboratorio (no publicados) demostraron que CST
desactiva directamente los DRG nociceptores primarios frente a estimulos inflamatorios y
alogénicos tales como TNF-a y capsaicina. Esto sugiere que las acciones que no estén
relacionados con la inflamacion periférica podrian explicar sus caracteristicas analgésicas.
Nuestros hallazgos tienen importantes implicaciones terapéuticas, especialmente relacionadas
con la mejora de la hipersensibilidad a los estimulos mecéanicos. La alodinia tactil representa
una de las manifestaciones clinicas mas debilitantes del dolor patoldgico, y a menudo resulta
dificil de tratar con eficacia mediante el uso de los fairmacos convencionales. De hecho, el
NS-398, un farmaco anti-inflamatorio potente y analgésico de referencia, es capaz de mejorar
la hiperalgesia térmica, pero no la alodinia. En este contexto, actualmente una linea de nuestro
laboratorio estd centrada en el estudio del mecanismo por el cual CST ejerce sus efectos

analgésicos.
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6 — COMENTARIOS FINALES

En resumen, en este trabajo, demostramos la accidn terapéutica de cortistatina en dos
modelos de esclerosis multiple. Las estrategias terapéuticas actuales contra la EM van
encaminadas a tratar de reducir o prevenir los dos componentes principales de la enfermedad,
la inflamacién y la autoinmunidad y de restaurar la tolerancia inmunolodgica en el SNC. Por lo
tanto CST, ademas de diversas funciones fisioldgicas en el organismo, presenta una serie de
caracteristicas muy atractivas para ser considerada como un posible agente terapéutico frente
a la EM. En primer lugar, CST es un agente anti-inflamatorio muy potente a nivel sistémico,
que regula un amplio abanico de agentes pro-inflamatorios. En segundo lugar, CST es capaz
de inhibir la respuesta tipo Th1/Th17 tras la estimulacion antigénica. Por altimo, CST induce
la generacion de células T reguladoras (Treg) en varios modelos de autoinmunidad. Una
prueba de su eficacia en el tratamiento de enfermedades autoinmunes mediadas por células
Thl e inflamatorias, estd en el hecho de que CST tiene efectos protectores y curativos en
modelos de artritis reumatoide y enfermedad de Crohn, enfermedades que muestran un perfil
patologico muy parecido al de la EM. Por lo tanto, proponemos que CST podria ser una

posible alternativa terapéutica en EM.

Sin embargo, como todas las terapias potenciales, el uso de CST presenta algunas desventajas
como:

e La inestabilidad, debido a su conformacién estructural nativa, la CST y los
neuropéptidos en general son extremadamente sensibles a las peptidasas que estan
presentes en la mayoria de los tejidos.

e Debido a su influencia en ciertas funciones neurolédgicas, el tratamiento con CST
podria afectar el equilibrio del nicho del SNC. Sin embargo, los estudios realizados en
ratones con diferentes rutas de administraciéon y concentraciones del péptido no han

mostrado efectos secundarios en este sentido.

A pesar de todo esto, utilizar CST como estrategia terapéutica para el tratamiento de la
EM vy otras enfermedades autoinmunes inflamatorias, presenta un mayor nimero de ventajas

frente a otros potenciales agentes terapéutico, como:
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La CST, como neuropéptido es una molécula pequena e hidrofilica capaz de obtener
un rapido y facil acceso al sitio de la inflamacion, inclusive en el sistema nervioso.
Presenta una accion potente debido a su alta afinidad de unidn a receptores especificos
En comparacion con los actuales farmacos anti-inflamatorios, no presenta efectos
colaterales significativos. Los neuropéptidos son compuestos fisioldgicos y, como
tales, son intrinsecamente no toxicos, y se elimina rapidamente del cuerpo a través la
excrecion renal y de los mecanismos naturales de desintoxicacion hepatica. Ademas, a
menudo las acciones de los neuropéptidos se ven contrarrestadas por otros
neuropéptidos, citoquinas o hormonas.

No generan antigenicidad debido a su pequefio tamafio

Son faciles de sintetizar y modificar quimicamente en caso de necesidad.

En este trabajo hemos demostrado que en el caso de CST ademas de ser un potente
anti-inflamatorio presenta propiedades analgésicas.

No produce inmunosupresion generalizada

La CST parece modular diferentes tipos celulares en el SNC favoreciendo funciones

de neuroregeneracion.
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7 - CONCLUSIONES

Tanto el tratamiento con CST durante la fase inicial de desarrollo de la EAE, como en
estadios mas avanzados fue capaz de reducir la incidencia y severidad de la enfermedad, con
una reduccion significativa del nimero de placas desmielinizantes, asi como una reduccion de
la infiltracion de células inflamatorias.

Los ratones con EAE tratados con CST presentaron una reduccion significativa de diversas
quimioquinas y citoquinas pro-inflamatorias. Estos resultados confirman el potente efecto
anti-inflamatorio de este neuropéptido.

Las células aisladas de ratones con EAE tratados con CST resultaron ser menos autorreactivas
que las células de los ratones control, perdiendo la capacidad proliferativa y produciendo
niveles reducidos de citoquinas frente al antigeno especifico. Estos resultados demuestran que
ademds de controlar la inflamacion, CST tiene un papel en la respuesta autorreactiva de
células antigeno-especificas.

El tratamiento con CST aumenta la proporcion de células T reguladoras en bazo y ganglios
linfaticos, productoras de IL10, y la transferencia de células totales de bazo y ganglio inhibe
la progresion de EAE, indicando un papel funcional de las células T reguladoras generadas
por el tratamiento con este neuropéptido.

El tratamiento con CST en el modelo de EAE aument6 la produccion local de factores
neurotroficos.

La CST modul6 la produccion de mediadores inflamatorios de manera diferencial producidos
por células gliales en un ambiente neuroinflamatorio.

El efecto terapéutico de CST, podria se debido a su unién tanto a los receptores de SOM
como a los de GHR. En este trabajo demostramos que GHR presenta efectos terapéuticos
similares a CST en los modelos de EAE.

Corroborando los efectos anti-inflamatorios del tratamiento con CST, macréfagos y linfocitos
deficientes en CST, presentan una produccion de citoquinas pro-inflamatorias exacerbada tras
la estimulacion con LPS o estimulos inespecificos, respectivamente.

Ratones deficientes en CST presentaron inesperadamente una menor susceptibilidad a la
induccion de EAE, asi como en otros modelos de enfermedades autoinmunes e inflamatorias
como en la artritis, en la colitis y en sepsis.
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Ratones deficientes en CST presentan niveles elevados de corticosterona en condiciones
basales, y el bloqueo de los receptores de glucocorticoides induce una mayor susceptibilidad a
desarrollar la EAE en grados mas severos, asi como un aumento drastico en la mortalidad en
el modelo de sepsis inducido por CLP.

Los ratones CST-KO presentan un estado de ansiedad cronica en condiciones basales, que
estaria relacionado con los niveles elevados de glucocorticoides y con una alteracion del eje
HPA.

Los niveles elevados de glucocorticoides detectados en los ratones CST-KO, no afectan el
desarrollo de inflamacion localizada. Los ratones CST-KO presentan una mayor infiltracion
de células polimorfonucleares y producciéon de TNF-a en el liquido sinovial, y en general
alteraciones histopatologicas mas severas, es decir, desarrollan una respuesta inflamatoria
localizada exacerbada en el modelo de artritis monoarticular inducida por adyuvante.

Los ratones deficientes en CST son mas sensibles a estimulos dolorosos en condiciones
basales o bajo un proceso inflamatorio, y este efecto parece ser debido a la ausencia de CST
endogena dado que este neuropéptido presenta efectos analgésicos.

La administracion de CST reduce significativamente la hipersensibilidad inducida por

diferentes estimulos inflamatorios, de forma independiente de su efecto como anti-
inflamatorio.
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