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RESUMEN

v



En la Esclerosis multiple (EM) existe una agregacion familiar que viene demostrada
por la mayor incidencia de la enfermedad en los familiares de los pacientes, la elevada
concordancia en los gemelos monocigotos y la existencia de una susceptibilidad genética
ligada a determinados haplotipos del sistema HLA. Por otro lado, existen evidencias del
caracter autoinmune de la EM y el aumento de la incidencia de otras enfermedades
autoinmunes en los familiares de los pacientes.

Hemos querido comprobar la hipdtesis de que existen ciertas caracteristicas
inmunolégicas innatas que comparten los pacientes con EM y sus familiares sanos que
podrian colaborar en la mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad.

Para ello hemos estudiado, mediante tincion intracitoplasmatica en células
mononucleares de sangre periférica de 13 familias EM multiplex (21 pacientes con EMRR,
5 pacientes con EMSP y 29 familiares sanos de primer o segundo grado) y 26 controles
sanos apareados por edad y sexo, seis moléculas que juegan un demostrado papel en la
patogenia de la EM: dos citocinas (IFN-y, IL-6), dos moléculas de adhesion (L-selectina,
VLA-4) y dos receptores de quimiocinas (CCR5 y CXCR3).

Los resultados del estudio han demostrado un aumento de la produccion de IFN-y
por los linfocitos de los pacientes y sus familiares sanos con respecto a los controles sanos,
asi como una menor expresion de la L-selectina en los monocitos de los controles con
respecto a los pacientes y sus familiares sanos.

Confirman estos hallazgos que los pacientes con EM y sus familiares sanos
comparten ciertos rasgos inmunoldgicos que indican un mayor grado de activacion de las
células de su sistema inmune, lo que podria reflejar la mayor susceptibilidad a padecer la

enfermedad.



1. INTRODUCCION



1.1. ESCLEROSIS MULTIPLE. CONCEPTO

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria cronica que puede
afectar la sustancia blanca de cualquier parte del sistema nervioso central. La lesion
caracteristica consiste en la desmielinizacion segmentaria de la sustancia blanca del
sistema nervioso central (SNC), asociada a un infiltrado inflamatorio perivascular. Se
conoce también por el nombre de esclerosis en placas, término acufiado por Charcot en
1868 !, dada su caracteristica de presentar placas glidticas diseminadas por el SNC.

Hablamos de EM familiar o EM multiplex cuando en una familia padece la

enfermedad mas de un miembro de primera o segunda generacion.

1.2. ANATOMIA PATOLOGICA

La EM se caracteriza desde un punto de vista neuropatoldgico por la presencia
de multiples placas de desmielinizacion en distintos estadios evolutivos, frecuentemente
subependimarias, junto a un grado variable de lesion axonal >, como ya menciond JM
Charcot en 1868, y un infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario perivascular.

Las placas suelen medir entre 2 mm y 6 cm. Existe una clara relacion entre las
placas de desmielinizacion y las estructuras vasculares: casi todas las de pequefio o
mediano tamafio estan centradas por una vena, y en las mayores, esta relacion es
evidente en sus margenes, que se extienden a lo largo de venas que atraviesan y salen de
la placa.

Las placas tienen cierta predileccion por determinadas localizaciones, aunque
realmente pueden encontrarse en cualquier punto del SNC. Son casi constantes en la
sustancia blanca subependimaria o periventricular (ventriculos laterales y 4° ventriculo),
en el limite entre la sustancia gris cortical y la blanca subcortical, en los nervios,
quiasma y cintillas Opticas , en el tronco cerebral, pedinculos y laminillas cerebelosas, y

en la médula espinal.



Como se ha comentado antes, las placas de desmielinizacion se hallan en
diferentes estadios evolutivos. Hablamos de placas crénicas activas, placas crdonicas
inactivas y placas en remielinizacion o placas "en sombra".

Las placas crénicas activas, son aquellas en las que esta ocurriendo el proceso de
destruccion de la mielina, y se caracterizan por la presencia de macrofagos en los
margenes de la placa. Es constante la presencia de un infiltrado inflamatorio linfocitario
perivascular en el entorno de la placa activa y, menos frecuentemente, en el seno de la
misma. Clasicamente se acepta que en el seno y periferia de la placa de
desmielinizacion los axones estan relativamente conservados, aunque ya Charcot en su
descripcion original de 1868 mencionara algunas alteraciones en los mismos. En los
ultimos afios varios autores han sefialado que el dafo axonal podria ser la causa de
alteraciones neurolégicas permanentes *%’.

Las placas cronicas inactivas son lesiones hipocelulares totalmente carentes de
mielina y con una marcada gliosis fibrilar. Los oligodendrocitos estan ausentes o son
muy escasos. Hay solo escasa celularidad inflamatoria alrededor de los vasos proximos
a la placa.

Las placas en remielinizacion o placas "en sombra" son areas de remielinizacién
defectuosa . Existe controversia sobre el origen de las células que se encargan de la
remielinizacion. Aunque los oligodendrocitos pueden hallarse preservados en la fase
aguda de la desmielinizacidn, existen dudas de que sean estas células las responsables
de la remielinizacion, y estudios experimentales recientes sugieren que las responsables

serian células gliales progenitoras indiferenciadas ®.

1.3. EPIDEMIOLOGIA

La EM se ha considerado histéricamente como una enfermedad de climas frios
y latitud alta, y hoy en dia esta idea sigue teniendo vigencia parcialmente, pues las cifras
de prevalencia pueden llegar a ser muy altas en regiones ndérdicas como Escocia y, en
general, el norte de Europa y Estados Unidos, donde superan los 100 casos por 100.000

habitantes.



No ocurre asi, en cambio, en los Paises Arabes, Hispano-América, Asia y en
especial en Japon, donde la prevalencia es mas baja.

Los datos actuales de que disponemos en Espafia hacen pensar que la
prevalencia en nuestro pais puede superar los 50 casos por 100.000 habitantes, y alcanza
hasta 57 casos, cifras similares a otros paises mediterraneos como Grecia, Italia,
Yugoslavia y en otras areas geograficas de latitudes intermedias y con climas templados
o calidos. En Espana se han concluido al menos 9 estudios epidemiologicos de EM
(Tabla 1.1.) °.

La EM es la enfermedad neurolégica cronica mas frecuente y una de las
principales causas de discapacidad en adultos jovenes, superado Unicamente por
traumatismos '*. La edad de maxima incidencia se sitta alrededor de los 30 afios '"*'2,
permanece alta durante la cuarta década y declina posteriormente, siendo muy poco
frecuente que se inicie después de los 60 afos.

Es una enfermedad mas frecuente en el sexo femenino. La ratio se sitia entre
1,4 y 3,1 . Esta mayor susceptibilidad podria estar en relacion con factores
hormonales '*.

Numerosos estudios epidemioldgicos han demostrado que la EM es una
enfermedad con agregacion familiar. Esta mayor incidencia familiar ya fue descrita
hace casi un siglo por Charcot JM '* | y fue Eichorst H '* en 1986, quien etiqueté a la
EM de “enfermedad hereditaria transmisible.”

El primer estudio en Gran Bretafia lo llevé a cabo McAlpine en 1955 '°, quien
describi6 8 ejemplos de EM familiar en una serie de 142 pacientes.

Sadovnick y col. 7 hallaron que el riesgo aproximado para un hijo era del 2.5%
y para un hermano del 3.8%. Otro estudio posterior por el mismo autor ¥, demostré que
el riesgo de un hermano de un paciente con EM aumenta 3.5 veces mds si ademas
padecen la enfermedad uno de los dos padres, y aumenta 5 veces, si el hermano padece
una EM de inicio temprano (menor o igual a 20 afios). En general, los familiares de
primer grado presentan un riesgo 30 a 50 superior al riesgo del 0.1% de la poblacion

' hallaron que el riesgo se reduce desde el 2.77% en

general. Robertson y col.
familiares de primer grado al 1.02% en familiares de segundo y tercer grado.
Un estudio recientemente publicado de Sadovnick y col. *°, halla un riesgo en

los hermanos de padres consanguineos, significativamente mas alto que en los hermanos

4



de pacientes EM de padres no consanguineos. Esto apoya el concepto de que la

interaccion de multiples genes aumenta el riesgo de padecer EM.

TABLA 1.1. Estudios epidemiologicos de EM realizados en Espafa (adaptado de
Fernandez O, 2000 °)

ANO LUGAR LATITUD POBLACION PREVALENCIA AUTOR

1968  Catalufia 42°N 6 O.de la Riva

1983  L.Palmas 29°N 715,177 6 Sosa

1983  Cantabria 43°N 522,000 5 Miro

1986  Malaga 37°N 1,036,961 11 Fernandez

1987  Aragdn 42°N 1,230,000 9 Barduzal

1988  Alicante 38°N 133,915 17 Martin

1988  Salamanca  40°N 368,055 11 Ruiz
Zamora 41°N 224,369 12 "

1988  Lanzarote 28°N 60,000 15 Garcia

1991  Gijon 43°N 81,462 23 Uria

1991  Navarra 42°N 516,000 16 Anton

1994  Vélez-M 36°45'N 36,104 52(32-82) Fernandez

1994  Vic 41°50'N 71,985 57(40-74) Bufill

1995  Segovia 40°55'N 53,774 56(36-76) Sempere

1996  Gijon 43°35'N 33,520 65(38-92) Uria

1997  Teruel 40°25'N 143,680 32(23-41) Modrego

1998  Calatayud 41°20'N 58,591 58(39-78) Pina

1998  Mostoles 40°20'N 195,979 43(35-54) Benito

1999  Valladolid  41°39'N 92,632 58(44-76) Tola

2000  Alcoi 38°N 130,786 41(31-54) Mallada

2001  Baleares 67,009 68(50-91) Casquero




1.4. FORMAS CLINICAS DE EVOLUCION

En la EM se han identificado cuatro cursos clinicos de evoluciéon *' (Figura 1.1.):

o EMRR (EM remitente-recurrente): caracterizado por brotes clinicos
seguidos de una remision total o parcial de los sintomas . Esta forma
clinica de evolucion es una de las mas frecuentes; aproximadamente la

presentan un 85% de los pacientes.

o EMSP (EM secundariamente progresiva): caracterizada por una
progresion de la discapacidad, con o sin brotes intercalados, tras una fase
remitente-recurrente. Hasta un 50% de los pacientes con EMRR pueden
evolucionar hacia esta forma de progresion, observandose un deterioro

continuado atn en ausencia de brotes claramente definidos.

o EMPP (EM primariamente progresiva): es una forma progresiva desde
su inicio que afecta a un 10-15% de los pacientes y en la que no hay

evidencia de brotes.

o EMPR (EM progresiva recurrente): pacientes que presentan clinica
progresiva desde el inicio del cuadro, pero que sufren brotes a lo largo de

la enfermedad

Aunque esta es la clasificacion establecida actualmente, en afios previos se
utilizo el término EM cronica progresiva (EMCP) para denominar a los pacientes que
presentaban progresion de la enfermedad de forma independiente a la aparicion de
brotes clinicos. Es por este motivo que las formas clinicas de evolucion EMSP, EMPP y
EMPR no han sido estudiadas de forma independiente sino incluidas en un mismo
grupo, el denominado EMCP. Sin embargo, actualmente, estudios de resonancia
magnética (RM), en los cuales se ha investigado especificamente la forma EMPP, han

demostrado que los pacientes con EMPP presentan menor nimero de lesiones y de



menor tamafio que la forma EMSP %%

, lo que sugiere que los mecanismos
implicados en la forma clinica EMPP podrian ser distintos al resto de formas clinicas,
por lo que deberia ser considerado un grupo aparte. Los criterios para realizar el
diagnostico de EMPP han sido revisados recientemente .

Los estudios que han comparado la evolucién clinica de los pacientes con EM
esporddica y EM familiar, asi como la forma evolutiva de los pacientes de una misma

familia, no muestran resultados concluyentes **27*%* |

FIGURA 1.1. Representacion grafica de las diferentes formas de evolucion de la EM

s 171 ﬁ
S| e 1

EMPP
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1.5. ETIOPATOGENIA

Los numerosos estudios realizados sobre esta enfermedad sugieren que la EM
estaria desencadenada por una agente infeccioso, probablemente un virus, que actuando
sobre un individuo con una determinada susceptibilidad genética y en un ambiente
apropiado, desencadenaria una respuesta autoinmune responsable de la lesion del SNC.

Revisaremos a continuacion los estudios realizados que apoyan cada punto de

esta hipotesis.

1.5.1.Virus

La hipoétesis de que la EM tiene una etiologia virica parte de muy antiguo.
Pierre Marie en 1884, fue el primero en proponer que un agente infeccioso era el
responsable de causar la enfermedad. Se han sugerido varios mecanismos por los que
los virus desencadenarian la enfermedad :1) infeccion aguda durante los primeros afios
de vida, que se continuaria con una inflamacion crénica responsable de la afectacion
neurologica posterior ; 2) infecciones virales recurrentes que inducirian destruccion de
la mielina de forma inespecifica ; 3) persistencia de un virus en el SNC.

Se han estudiado los titulos de anticuerpos frente a multiples potenciales
agentes infecciosos, y , por medio de técnicas de biologia molecular, se ha investigado
la presencia de secuencias viricas en células del SNC, células de sangre periférica y
liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con EM. Virus relacionados con la
patogenia de la EM han sido, entre otros, el virus de Epstein-Barr(EBV), virus de la
hepatitis B, Coronavirus, Paramyxovirus, virus JC y virus del sarampion.

En la tabla 1.2.% se recoge una seleccion de los estudios serolégicos realizados
en pacientes con EM.

En los ultimos afios se ha prestado especial atencion al virus del herpes humano
tipo 6 (HSV-6), por varias caracteristicas que lo hacen un buen candidato como
patogeno en la EM. En primer lugar, porque todos los virus herpes poseen la capacidad

de permanecer latentes y persistir, y en segundo lugar, porque los virus herpes pueden



causar patologia desmielinizante, y, tanto las reactivaciones de los virus herpes como las

31

exacerbaciones de la EM, pueden ser desencadenadas por infecciones por otros virus ~ .

Ademas el HVS-6 se ha asociado a meningitis

35

32,33

, encefalomielitis ** y crisis febriles

En la tabla 1.3. *° se describen resumidamente los diferentes estudios que apoyan

el potencial papel de los virus herpes en la EM

También se han realizado estudios viroldgicos en los familiares de los pacientes

EM vy los resultados son discordantes. Unos autores hallan un aumento en la respuesta

de anticuerpos contra ciertos virus en los pacientes EM comparado con sus hermanos

Sanos

significativas en gemelos discordantes para EM

37
o con sus hermanos gemelos

39,40

8 . . .
, mientras que otros no hallan diferencias

TABLA 1.2. Resumen de los estudios serologicos realizados en EM *"

Virus

Mayor frecuencia y/o mayores titulos
de Ac anti-sarampion en suero de EM
que en controles y/o hermanos sanos

Mayor frecuencia de Ac anti-
sarampion en LCR de EM

Mayor frecuencia y/o mayores titulos
de Ac anti-rubeola en pacientes EM
que en controles y/o hermanos sanos

Mayor titulo de Ac anti-virus de la
parotiditis en pacientes que controles

Mayor frecuencia y/o mayores titulos
de Ac anti-EBV en pacientes

Autor,aiio

Ammitzboll y Clausen,1972
Panelius y col.,1973
Vandvik y Degré, 1975
Cremer y col.,1980
Madden y col, 1981
Shirodaria y col.,1987

Vandvik y Degré, 1975
Arnadottir, 1980

Cremer y col.,1980
Compston y col.,1986
Shirodaria y col.,1987

Berr y col.,1989
Alperovitch y col., 1991

Bray y col., 1983
Shirodaria y col.,1987
Nyland y col., 1995

Area de estudio

Copenhagen, Dinamarca
Finlandia

Oslo, Noruega
California,USA

USA

Belfast, Reino Unido

Oslo, Noruega
Turku, Finlandia

California,USA
Reino Unido
Belfast, Reino Unido

Hautes-Pyrénées; Francia
Hautes-Pyrénées; Francia

Salt Lake City UT,USA
Belfast, Reino Unido
Hordaland County, Noruega



TABLA 1.3. Estudios sobre virus herpes en EM *°.

Ito y col.,1975 titulos séricos de Ac anti-virus varicela-zoster mas elevados en 59 pacientes EM
que en pacientes con otras enfermedades y controles sanos

Ferrante y col.,2000 presencia de RNAm y DNAdel HSV-1 en células mononucleares de sangre
periférica en un nimero significativo de pacientes con EM aguda pero no en
controles

Wandinger y col.,2000 reactivacion del EBV durante las fases de actividad de la EM
Ferrante y col., 1997  ADN de EBV en sangre periférica de pacientes con EM
Ablashi y col., 1996  mayor frecuencia de Ac anti -HSV-6 en LCR y suero de pacientes EM

Challoner y col., 1995 secuencias de ADN de HSV-6 en cerebro de pacientes con EM ,y ademas, sobre
todo asociadas a las placas, mientras que no las hallan en cerebro de controles
sanos

Knox y col., 2000 infeccion activa (viremia) por HSV-6 en sangre de 22 de 41 pacientes y 0 de 61
controles normales (p<0.0001)

Berti y col., 2000 ADN de HSV-6 en suero de pacientes EM y no en controles sanos

Villoslada y col., 2002 mayor frecuencia y mas elevados titulos séricos de Ac anti-HSV-6 en fases
tempranas de EM (EMRR)que en fases tardias (EMSP)y que en controles

1.5.2. Factores ambientales

Diversos estudios epidemiologicos realizados describen una mayor incidencia de
EM en zonas templadas del hemisferio norte y sur, y una baja prevalencia en zonas
tropicales y subtropicales *'. Concretamente, en Europa y en el norte de América se ha
observado una incidencia mayor. Ademas, se ha demostrado una gran diferencia de
prevalencia entre areas de un mismo pais, en poblaciones con similitud genética,
teniendo que recurrir al clima, la dieta o a toxicos industriales para explicar esta
diferencia.

Con respecto a la dieta, se ha hallado asociacién con la ingesta de grasa de
origen animal, carne y productos de granja. La asociacién con la industrializacion

, yq . . ., Sy . 42
parece mas débil, y en particular se asociaria con fabricas de papel ™.
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Por otro lado, los estudios de migracion han demostrado que si la migracion se
produce en edad temprana el riesgo de desarrollar la enfermedad sera el del pais de
destino y si la migracion se produce después de la etapa de adolescente, se conserva el

. ’ . 43,44
riesgo del pais de origen *** .

1.5.3 Susceptibilidad Genética

Aunque la idea de que los genes juegan un papel importante en la determinacion
del riesgo de padecer EM arranco hace mas de 100 afios, es en los ultimos 15 afios
cuando mas evidencia se ha hallado de la existencia de una susceptibilidad genética.

Las tasas de prevalencia de la EM en la mayoria de las areas en Europa son
aproximadamente 0.5-1.0 por 1000, lo que puede traducirse en un riesgo en vida de 1
por cada 500-1000 habitantes. Puesto que el 20% de los pacientes tiene una historia

45,4 . .
>4 no existe duda de que existe

familiar de al menos un caso adicional de EM
agregacion familiar. Este hecho, naturalmente no constituye en si mismo una evidencia
de causa genética, puesto que las familias comparten el ambiente y estilo de vida. Sin
embargo, analizando la concordancia de la EM con el grado decreciente de relacion
familiar y el indice de concordancia en hermanos gemelos, es posible concluir que, en
verdad, los genes son, al menos en parte, responsables de la agregacion ****.

Hasta el momento, se han realizado 5 estudios en poblaciones amplias de
gemelos de pacientes con EM (tabla 1.4.)*’ La combinacion de los resultados de estos
estudios, demuestra que existe un indice de concordancia de cerca de un 26% para los
gemelos homocigotos, comparado con s6lo un 2.4% para parejas dicigotas de mismo
sexo. Esta ultima cifra estd cercana a la de hermanos no gemelos (no corregida por
sexo). El riesgo de padecer EM es igual en parientes por adopcién que en la poblacion
general **. En hermanastros, que s6lo comparten uno de los progenitores, el riesgo no se
ve influenciado por el hecho de si se han criado juntos .

El andlisis de los factores genéticos que operan en la EM se ha basado

principalmente en estudios de asociaciéon de genes candidatos, en los cuales, la
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frecuencia de marcadores alélicos son comparados en pacientes y controles, y las
diferencias analizadas estadisticamente.

La asociacion de EM con genes localizados en la region MHC se conoce desde
hace mas de 20 afios. En pacientes originarios del norte de Europa, la predisposicion a
desarrollar EM se ha asociado de forma consistente con los haplotipos DR15 y DQ6,
que son la expresion fenotipica de los genotipos HLA-DRB1*1501-DRB5*0101
(DR15) y DQA1*0102-DQB1*0602 (DQ6). Sin embargo, la presencia de estos
haplotipos no es suficiente ni indispensable para el desarrollo de EM. En los multiples
estudios de asociacion HLA-EM se han descrito otras asociaciones, aunque todas con
mucho menor potencia que el haplotipo DR15/DQ6. Entre esas otras, parece que puede
tener alguna importancia el DR3 y DR4, este ultimo en poblaciones del érea
mediterranea .

En Espafa, aunque estos estudios necesitan ser confirmados en muestras con
mayor numero de pacientes, las formas primariamente progresivas y las de peor
prondstico tienden a asociarse al DR4 y las formas benignas al DR2. La presencia de
DR2 podria ser un marcador del desarrollo de EM tras una neuritis optica >

La asociacion de EM con el HLA ejemplifica el paradigma de la funcioén de los
genes en autoinmunidad: susceptibilidad y progresion clinica son controladas por
multiples genes, cada uno con una influencia y penetraciéon modesta, que ejercen su
funcioén en el contexto de influencias ambientales o agresiones microbianas.

Los estudios de ligamiento realizados hasta ahora sobre HLA-EM, en mucho
menor namero que los de asociacion, han mostrado resultados contradictorios, aunque
los mas recientes también apuntan al ligamiento de la EM con el DR15 (DR2). Asi

p.e.el estudio de Oksenberg y col. >

de 98 familias con EM, muestra ligamiento
genético significativo y confirma la asociacion especifica con el HLA-DR2, pero, por
otro lado, demuestra que un 25% de las familias investigadas, en su gran mayoria HLA-
DR2 negativas, no muestran ligamiento al MHC, demostrando claramente la presencia
de heterogeneidad genética en la enfermedad.

Los estudios genéticos en EM mas recientemente realizados, tanto en EEUU,
como en Canada y Finlandia, buscando regiones cromosdémicas como marcadores de

susceptibilidad, han identificado diferentes regiones de interés que se especifican en la

tabla 1.5.°
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TABLA 1.4. Estudios de EM en gemelos *'.

Autores Concordancia monocigotos | Concordancia dicigotos
Heltberg y col. 4/19 (21.1%) 1/28  (3.6%)
Bobowick y col. 2/5 (40.0%) 0/4

Kinnunen y col. 2/7 (28.6%) 0/6

Sadovnick y col. 8/26  (30.8%) 2/43  (4.7%)
Mumford y col. 11/44  (25.0%) 2/61  (3.3%)
Totales 27/101 (26.7%) 5/142 (3.5%)

TABLA 1.5. Regiones cromosomicas candidatas en EM apoyadas por al menos dos

. re: 53
estudios genéticos .

Locus Gen Candidato RU EEUU CAN FIN ITA SCAN
@ (b) © (d,e,f) ®  (hij,klm)

loci confirmados
6p21 HLA + + + + + +
loci probables (apoyados por al menos 4 estudios)
2pll + + + - + ;
Spter-cen + + + + + +
Tpter-15 + - + - + +
17q21-24 MPO + - - + + +
loci sugestivos (apoyados por 3 estudios)
3pl13-cen - + + - - +
2433 CTLA4 - - + + + (+)
loci posibles (apoyados por dos estudios)
7935 TCRb - + ; ; +) +
11q21-23 - - + +
12p13 CD4 + ; ; (+) - +
12q24 SCA2 ) + ; ; - +
14q32 IgHeavy + - - + - -
17pter-cen + - - - (+) (+)
19q13.1 APOC/E + + ) ; ; ;
22q13.1 + ; ; ; + -
Xqg21 + - + - -
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1.5.4. Proceso patogénico

Es sabido, que la EM es wuna enfermedad inflamatoria cronica
predominantemente de la sustancia blanca del SNC, que se caracteriza por la presencia
de infiltrados focales de linfocitos T y macrofagos que conducen a la desmielinizacion,
a lesion axonal de grado variable y a la pérdida de funcion neuroldgica **>*’. La
mayoria de los estudios apoyan la hipdtesis de que es una enfermedad autoinmune
mediada por linfocitos T CD4+ de tipo Th1 especificos frente a antigenos de la mielina.
Estos linfocitos, una vez activados, atraviesan la barrera hematoencefalica (BHE). Una
vez en el SNC, la interaccion del receptor de los linfocitos T (TCR) con los antigenos
presentados por las células presentadoras de antigenos (CPA)(macréfagos y
posiblemente también astrocitos y microglia del SNC) a través de las moléculas del
MHC de clase II (en humanos HLA-clase II), induce su activacion, produccioén y
secrecion de citocinas, que a su vez, activa a otros macrofagos y linfocitos B. Como
consecuencia de esta reaccion inmunoldgica se produce la destruccion de la mielina,
aunque el mecanismo preciso por el que se produce el dafio no se conoce. También
puede existir remielinizacion aunque de forma incompleta.

Una vez desencadenada la respuesta autoinmune la cadena de acontecimientos y
los elementos que intervienen son béasicamente los mismos que en cualquier tipo de
respuesta inflamatoria autoinmune , aunque con las peculiaridades propias del 6rgano
diana, el SNC, y la existencia de la BHE. A este respecto, uno de los factores limitantes
en la inflamacion del SNC es anatomico, la BHE, la cual restringe el acceso hacia el
SNC de células y macromoléculas. La rotura de la BHE es un punto importante en la
patogenia de la EM, aunque no esté claro si se trata de un hecho primario o secundario
al proceso inflamatorio. En este sentido se sabe que las células T activadas son capaces
de atravesar la BHE intacta. Ademas, se cree que estas células T activadas solo

permanecen en el SNC si reconocen antigenos del SNC .
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1.5.4.1. Inicio de la respuesta autoinmune

El papel central de los linfocitos T, tanto regulador como efector de la
autoinmunidad, los convierte en los principales candidatos para iniciar la cadena de
acontecimientos que desencadenaran la enfermedad. Se ha observado que en la
encefalitis alérgica experimental (EAE) se puede transferir la enfermedad de un animal
a otro tras la inmunizacién con linfocitos T activados frente a antigenos de la mielina .
En pacientes con EM algunos autores han observado que linfocitos T reactivos frente a
antigenos de la mielina estan presentes en mayor grado que en los controles °"*, y que
las subpoblaciones de linfocitos T (colaboradores y supresores) fluctiian en el curso
clinico de la enfermedad * . La existencia de activacion celular se observa por los
niveles altos de citocinas en el suero y LCR de los pacientes con EM ®°. Aunque el
mecanismo exacto de la activacion inicial de las células T autorreactivas y su
reactivacion durante los brotes clinicos se desconoce, si parece que dicha activacion
ocurre fuera del SNC °. También hay autores que defienden la idea de que debe haber
una alteracion primaria de la neurona para que se desarrolle la EM, con lo cual la
respuesta inmune se iniciaria dentro del SNC ®'. Se han postulado al respecto muchos

mecanismos, que se comentan a continuacioén, aunque ninguno responde a todas las

preguntas.

1. Un posible mecanismo para la activacion de las células T autorreactivas
seria el llamado "mimetismo molecular" que ocurriria en el transcurso de
una infeccion viral o bacteriana. Existen muchas evidencias de reacciones

. .62
cruzadas entre patdogenos y componentes propios .
2. Otra posibilidad es que se produzca por la presencia de 2 TCR distintos en

el mismo linfocito T “***%_ Si uno de estos receptores fuera especifico de
un autoantigeno, podria producirse una reaccion autoinmune cuando el
otro receptor reconociera su antigeno (por ejemplo un antigeno bacteriano

en el transcurso de una infeccion).
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3. Otro mecanismo posible para activar células T autorreactivas vendria
desencadenado por superantigenos. Los superantigenos son antigenos
virales o bacterianos capaces de estimular poblaciones completas de
células T por unién a la cadena V3 del TCR y a moléculas HLA-II de las
CPA induciendo la activacién de ambos tipos celulares °*®’. Se ha
calculado que pueden activar hasta un 30% de linfocitos T (en
comparacion con el 0,01-0,001% de células activadas por antigenos

convencionales).

4. Por ultimo, a parte de la activacion por mimetismo molecular, o por
expresion dual del TCR o por superantigenos, las células T autorreactivas
también pueden ser estimuladas por mecanismos inespecificos como la
exposicion a concentraciones elevadas de citocinas secretadas en el

transcurso de reacciones inflamatorias.

Existen resultados experimentales en los que se muestran evidencias que apoyan
cada uno de estos mecanismos. Es posible, que en muchos casos sean mas de uno de

estos mecanismos los que operen de forma simultanea.

1.5.4.2. Paso de los linfocitos T activados al SNC

Dado que la migracion transendotelial de los linfocitos T activados a través de
la BHE es un paso crucial en la patogenia de la EM, se ha estudiado con mucho interés
el papel de las diferentes moléculas que intervienen en ¢l (Figura 1.2.).

Inicialmente, actian unas moléculas denominadas moléculas de adhesion, que
intervienen en la interaccion entre los linfocitos y el endotelio vascular. Las primeras en
jugar un papel en dicha interaccion son las selectinas que favorecen que los linfocitos
"rueden" sobre el endotelio y se unan al mismo. Después, la interaccion de las
moléculas de adhesion de la superfamilia de las inmunoglobulinas junto con las
integrinas refuerza la adhesion que se habia establecido en el paso anterior. Para nuestro

trabajo de investigacion en la EM familiar hemos elegido el estudio de la L-selectina y

16



el VLA-4, basandonos en su papel patogénico demostrado en los estudios en la EAE,
, 68,69
como veremos mas adelante )
A continuacion los linfocitos migran a través de la matriz extracelular formada
mayoritariamente por coldgeno de tipo IV. La producciéon de enzimas proteoliticas,
. 70
como las metaloproteinasas, favorece este proceso .

Los linfocitos T activados se dirigen al lugar de la inflamacién a través de un
gradiente de concentracion de moléculas quimiotacticas, llamadas quimiocinas (QC),
que, se sabe, son producidas de forma abundante en lesiones cerebrales inflamatorias.
La fuente de QC en las lesiones cerebrales son los macréfagos, la microglia y los
astrocitos ''. Las QC parecen tener un papel principal en el reclutamiento selectivo de
ciertos tipos de células inflamatorias y se cree que son importantes para guiar las células
. . . . o 2
inflamatorias desde el espacio perivascular hasta el parénquima cerebral .
Recientemente se ha descrito que algunas de las interacciones entre las QC y sus

receptores podrian jugar un papel importante en la patogenia de la EM 7.

FIGURA 1.2. Esquema del inicio, entrada y posterior reclutamiento de células inmunes

hacia el SNC (Wingerchuk DM, 2001)"

SYSTEMIC BLOOD-BRAIN
CIRCULATION BARRIER

' CENTRAL NERWVOUS SYSTEM

EMDOTHELIAL —— j— BASEMENT
CELL ! MEMBRANE
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1.5.4.3. Inflamacion y desmielinizacion

Una vez los linfocitos activados entran en el SNC a través de la BHE, se
produce la interaccién del TCR con los antigenos presentados por las CPA (macréfagos
y posiblemente también astrocitos y microglia del SNC) a través de las moléculas de
MHC de clase IT " iniciandose el proceso inflamatorio favorecido por el aumento de
la expresion de moléculas coestimuladoras * y factores solubles como citocinas (CC)
que, a su vez, activan a macrofagos y linfocitos B 7 (Figura 1.3.).

Por lo que respecta a los mecanismos de desmielinizacion se postulan
diferentes hipdtesis sobre como se produce la destruccion de las vainas de mielina y de

los oligodendrocitos.

1. Uno de los mecanismos de lesion del oligodendrocito seria la citotoxicidad
celular mediada por anticuerpos (ADCC). Las células B penetran en el
SNC a través de la BHE danada en estadios tempranos de la enfermedad.
La ruptura de la BHE también permite la circulacion de anticuerpos al
SNC. El andlisis de las lesiones de EM han probado la presencia de
anticuerpos dirigidos contra la PMB, la proteina proteolipidica (PLP)y la
glicoproteina mielinica del oligodendrocito (MOG)®. También se ha
sugerido que los anticuerpos anti-galactocerebrdsido pueden inducir un
aumento del calcio intracelular, produciendo una desestructuracion de
microtibulos dentro de la mielina y la consiguiente destruccién de ésta ™.
Por otro lado, los anticuerpos también pueden inducir activacion del
complemento. En cultivos de microglia y oligodendrocitos se ha observado
que la adicion de complemento estimula la fagocitosis por la microglia

activada *2.

2. Por otra parte, también podrian existir mecanismos de citotoxicidad directa
como los mediados por linfocitos T CD8+, células T y-6 o por células
natural killer (NK). Estas células estan presentes en las lesiones de EM y

podrian ser responsables de la lisis directa a los oligodendrocitos **%°.
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3. La desmielinizacion puede ocurrir también como un efecto secundario del
dafio inducido por factores solubles como, por ejemplo, el TNF-a liberado
por las células T activadas y macrofagos, que se encuentra en
concentraciones elevadas en los infiltrados inflamatorios *®. Los linfocitos
T activados también producen TNF-f3 que induce apoptosis en cultivos de
oligodendrocitos y se han encontrado concentraciones elevadas en las
lesiones de EM. Este podria ser otro factor capaz de producir el dafio de la

mielina

7. Otro grupo de factores solubles liberados por linfocitos T
citotoxicos son las perforinas, que mediante la produccion de poros en la
membrana del oligodendrocito inducen un aumento del calcio intracelular
y apoptosis de las células **. Ademas, como parte del proceso inflamatorio,
se liberan muchas proteasas, radicales libres, Oxico nitrico, y otras
citocinas. Muchos de ellos han demostrado su toxicidad directa en

. . . 89,90,91
oligodendrocitos de cultivo ~ """,

Por otro lado, la inflamacion del SNC puede causar bloqueo de la conducciéon
dando lugar a sintomas agudos de EM y sin producir una desmielinizacion permanente.
Aunque, probablemente, la pérdida final de mielina y el fracaso de una remielinizacién
completa explica los sintomas persistentes de la EM, una inflamacién local puede ser
suficiente , al menos temporalmente, para alterar la funcién de la neurona. Por lo tanto,
la desmielinizacion o la muerte de los oligodendrocitos no son requerimientos obligados

para la produccién de sintomas.

19



FIGURA 1.3. Esquema de la activacion de la célula T inducida por autoantigeno y

desarrollo del proceso que conduce a la desmielinizacion y dafo axonal.
ADCC (antibody-mediated, cell-mediated toxicity) (Wingerchuk DM,
2001)".
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1.6. QUIMIOCINAS y RECEPTORES DE QUIMIOCINAS

1.6.1. Concepto y caracteristicas

Las quimiocinas (QC), son péptidos quimiotacticos solubles de bajo peso
molecular, liberados por diferentes tipos celulares como respuesta a un dafio tisular u
otros estimulos.

Se dividen en cuatro subfamilias distintas: CXC, CC, C y CX;C, en base a la
posiciéon de las dos primeras cisteinas en el extremo N-terminal asi como a
consideraciones genéticas y funcionales. Menos frecuentemente estos grupos son
designados por las letras griegas o, B, y y 8 respectivamente *.

Se conocen mas de 40 QC distintas °>. Los miembros de la familia CXC que
contienen un motivo glutamato-leucina-arginina (ELR) cercano al N-terminal que se
une al receptor, son primariamente quimioticticas para los neutrdfilos y células
endoteliales. Las QC CXC que carecen de este motivo (CXC no ELR) son
quimioatrayentes para las células T activadas y bloquean los efectos angiogénicos de los
miembros de familias portadoras de ELR. Los miembros de la familia CC son
primariamente quimiotacticas para los monocitos/macrdofagos, linfocitos T, basoéfilos, y
eosinofilos. La familia C contiene un miembro, la linfotactina, que es quimiotactica para
las células T 'y NK. El unico miembro de Ila familia CX;C
(CX3CL1/neurotactina/fractalkina) consiste en un dominio de QC unido a un tallo de
mucina. Aunque los miembros de las subfamilias de QC muestran una considerable
especificidad quimioatrayente para las subpoblaciones de leucocitos, se dan muchas
excepciones *°. En la tabla 1.6. figuran las quimiocinas descritas hasta el momento con
la nomenclatura oficial actual y otras designaciones con las que también son conocidas.
En negrita aparecen las designaciones que utilizaremos a lo largo del texto.

La accion de las QC estd mediada por una familia de receptores de QC, de los que

92,94,95 ,
7. Aunque la mayoria de

actualmente se conocen 20 diferentes (Tabla 1.6.)
receptores reconocen mas de una QC, muestran casi siempre una restriccion para una

unica subclase de las mismas. Asi, el método de nomenclatura viene determinado por la
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especificidad de subclase de QC que tiene el receptor. Entre los 5 receptores que se
unen a las QC CXC estan los receptores CXCR1 a CXCR6, y la familia de receptores
que se unen a las QC CC incluyen del CCRI1 al CCRI10. Recientemente, se han
identificado receptores para fractalquina (CX3CR1) y linfotactina (XCR1).A este Gltimo
se le ha incluido una X en su designacion para diferenciarlos del receptor de
complemento 1 (CR1). Otros dos receptores, descritos en los ltimos afios son el D6 y
el receptor de antigeno Dufty para QC, DARC, que ha demostrado unirse tanto a las QC
CXC como CC .

Datos recientes sugieren una expresion selectiva de receptores de QC segun se
trate del células Thl y Th2. En concreto, las clonas humanas de Thl expresan CXCR3
(receptor para IP-10 y Mig) y CCRS (receptor para MIP-lalfa, MIP-1 beta, y
RANTES), mientras que las Th2 expresan CCR3 (receptor para eotaxina, RANTES,

MCP-3, MCP-4), CCR4 (receptor para TARC y MDC) y CCRS8 (receptor para 1-309)
96,97
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TABLA 1.6. Quimiocinas y sus receptores (Murphy y col., 2000°%; Murphy y col.,

2002°*; Murdoch y c0l.2000 *%)

QUIMIOCINAS RECEPTORES DE QUIMIOCINAS
NOMBRE oficial | SINONIMOS RECEPTORES AGONISTAS PRINCIPALES
CXC(a) cxXc
CXCL1 GROa; MGSA; MIP-2*(mouse); N51/KC?*mouse) CXCRI1 CXCL8
CXCL2 | Grof, MIP-2a CXCR2 CXCL1-3, CXCL5-8
CXCL3 Groy, MIP-2 CXCR3 CXCL9-11
CXCL4 Platelet factor-4 CXCR4 CXCL12
CXCL5 | ENA-78 CXCRS CXCL13
CXCL6 | GCP-2 CXCR6 CXCL16
CXCL7 | PBP—>CTAP-III->B-TG—>NAP-2" cC
CXCL8 | IL-8 CCR1 CCL3, CCLS5, CCL7, CCLS8,CCL13-
16, CCL23
CXCL9 | Mig CCR2 CCL2, CCL7, CCL8, CCL13
CXCL10 | yIP-10; CRG-2 (mouse) CCR3 CCLS5, CCL7, CCLS8, CCL11, CCL13,
CCL15, CCL24, CCL26, CCL28
CXCL11 |I-TAC; B-R1% 1P9; H174 CCR4 CCL17, CCL22
CXCL12 | SDF-1a; SDF-1p% PBSF CCRS CCL3, CCL4, CCLS5, CCL8, CCL14
CXCL13 | BCA-1; BLC CCR6 CCL20
CXCL14 | BRAK; bolekine CCR7 CCL19, CCL21
CXCL15 CCR8 CCL1, CCL4, CCL17
CXCL16 CCR9 CCL25
cCcip) CCR10 CCL26-28
CCL1 1-309; TCA-3(mouse) CX;CYC
CCL2 MCP-1; MCAF; JE (mouse) CX;CR1 CX3CL1
CCL3 MIP-1a; MIP-1aS, LD78a° XCRI1 XCL1-2
NA LD78p; MIP-10P Chemokine binding
protein
CCL4 MIP-1p Dufty CCL2, CCLS, CCL7, CCL8, CCLI11,
CXCL1, CXCLS8
CCLS5 RANTES D6 CCL2, CCL7

CCL6 C10 (mouse); MRP-1(mouse)

CCL7 MCP-3

CCLS8 MCP-2

CCL9 MRP-2 (mouse); MIP-1y (mouse)

CCL10

CCL11 Eotaxin

CCLI2 | MCP-5 (mouse)

CCL13 MCP-4

CCL14 CC-1; HCC-1; NCC-2; CCCK-1/CCCK-3; CkBI;

MCIF
CCL15 HCC-2; leukotactin-1(Lkn-1); MIP-5; CC-2;
NCC-3; MIP-15

CCLI16 HCC-4; LEC; NCC-4; LMC;
monotactin-1(Mtn-1); LCC-1; ILINCK

CCL17 TARC

CCL18 DC-CK-1; PARC; MIP-4; AMAC-1; ckp7

CCL19 MIP-3B; ELC; exodus-3; ckp11

CCL20 MIP-3a; LARC; exodus-1; ST38

CCL21 6Ckine, SCL; exodus-2; TCA4; ckf9

CCL22 MDC; dc/B-ck; STCP-1(mouse) abed-1

CCL23 MPIF-1; MIP-3; ckf8-1

CCL24 MPIF-2; eotaxin-2; ckp7

CCL25 TECK; ckp15

CCL26 Eotaxin-3; MIP-4a

CCL27 ESkine; CTACK; ILC; ALP(mouse); skinkine

CCL28 MEC

XCL1 Lympbhotactin a; SCM-1a; ATAC

XCL2 Lymphotactin ; SCM-18; ATAC

CX3C

CX3CL1 | Fractalkine; neurotactin (mouse)
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1.6.2. Produccion de quimiocinas por células T encefalitogénicas

A pesar de la especificidad de antigeno, las células T activadas pueden entrar en
el espacio perivascular del SNC; sin embargo, sélo las células T especificas para
antigeno de tejido, permanecen *°.

Existen diferentes mecanismos posibles, y no excluyentes entre si, por los que
las células T Ag-especificas podrian dirigir el reclutamiento de células inflamatorias
hacia el SNC. La primera seria que células T neuroantigeno-especificas entran en el
espacio perivascular intratecal, y reclutan células T Ag-especificas y no Ag-especificas,
y macrofagos adicionales, mediante la secrecion de QC en el 6rgano diana del SNC.
Kuchroo y col.”” demostraron que las células T encefalitogénicas aumentan la secrecion
de CC proinflamatorias y QC, incluidas la MIP-1a y MIP-1f3, cuando son reestimuladas

1% también comprobaron que las células T encefalitogénicas

in vitro. Godiska y col.
podian aumentar la secrecion de QC a través de estimulacion antigénica.

Un segundo mecanismo indirecto por el cual las células T encefalitogénicas
inducen la acumulacion de leucocitos en el SNC , implicaria la induccién de la
expresion de QC en elementos celulares asociados al sistema vascular cerebral y BHE.
Estas células incluirian los astrocitos, macréfagos perivasculares , y pericitos asi como

células endoteliales y musculares lisas. Todas estas células pueden segregar QC in vitro

tras estimulos inflamatorios apropiados’.

1.6.3. Quimiocinas y receptores de quimiocinas en la EAE

Hulkower y col. ' fueron los primeros en demostrar la relacion entre la
expresion de QC y la EAE aguda.

En la EAE, tras el inicial reconocimiento mediado por células T del antigeno, las
QC reclutan numerosos tipos celulares hacia el SNC, que incluyen neutréfilos,
eosindfilos y macréfagos. También juegan un papel en la coestimulacion de los
linfocitos T, e influyen en la diferenciacion de las células T y produccion de CC por

estas células. Ademas, las QC alteran la adhesion de los leucocitos circulantes a la
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pared vascular promoviendo una adhesion mas firme entre las integrinas de la superficie
de los leucocitos y las moléculas de adhesion de la superficie de las células endoteliales.

Godiska y col.'” demostraron la expresiéon en el SNC de ARNm de QC (MIP-
la, MIP-1B8, RANTES, TCA-3, IP-10, MCP-1, y factor derivado de la célula del
estroma) antes del inicio clinico de la enfermedad y demostraron que los niveles se
mantenian elevados a lo largo del curso de la enfermedad clinica aguda. Miyagishi y
col.'” también hallaron en la EAE un marcado aumento de la expresién de RANTES,
MIP-1a y MIP-1 en las células inflamatorias del SNC coincidiendo con la aparicion de

sintomas clinicos. Karpus y col. '®*

comprobaron que es la MIP-1a la QC que maés
estrechamente se relaciona con el debut de la EAE aguda, mientras que la MCP-1 se
correlaciona con el desarrollo de la EAE recidivante . Estos autores demostraron la
importancia bioldgica de las QC, hallando que la administraciéon de AC anti.MIP-1alfa
inhibe el desarrollo de la EAE aguda, mientras que los anti-MCP-1 reducen
significativamente la severidad de la EAE recidivante '* . Otro hallazgo que demuestra
la importancia, en este caso, de los receptores de QC en la EAE, es que los ratones

10

CCRI negativos sufren una forma menos severa de EAE ' y los ratones CCR2

negativos son resistentes al desarrollo de la EAE '°*'7

1.6.4. Quimiocinas en la EM

El papel de las QC en la patogenia de la EM aun no ha sido bien establecida.
Se ha estudiado la expresion de las QC y sus receptores en LCR y sangre periférica, y

en tejido cerebral de pacientes con EM.
1.6.4.1. LCR
Diferentes investigadores han comprobado una variacién en los niveles o

expresion celular de las quimiocinas o de sus receptores en LCR de pacientes EM en

fase activa.
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Miyagishi y col.'®® demostraron una elevada expresion de MIP-1alfa en el LCR
de pacientes con EM en brote comparado con pacientes control con otras enfermedades
neurologicas no inflamatorias, y los niveles elevados se correlacionaban con recuentos
elevados de leucocitos y elevacion de las proteinas en LCR.

Sorensen y col. ”* hallaron un aumento de los niveles de RANTES y un aumento
en tres veces de la IP-10 en el LCR de pacientes EM comparado con controles. Los
niveles de IP-10 también se correlacionaron con recuentos de leucocitos aumentados en

19y Scarpini y col. "7,

LCR. En dos estudios muy recientes, Mahad y col.
confirmaron los niveles superiores de IP-10 en LCR de pacientes EM en brote, y, por
otro lado, comprobaron una disminucion de los niveles de MCP-1. Tanto Sorensen y
col.” como Mahad y col. ' demostraron correlacion entre los niveles de IP-10 y la

expresion de su receptor CXCR3 en las células CD4+ en LCR.

1.6.4.2. Sangre periférica

Se ha demostrado un aumento de linfocitos que expresan CCRS5 en sangre

HLB12 ¢ no activa ' | y un aumento de CXCR3

periférica de pacientes con EM activa
en pacientes con EMRR en fase de remision tanto en linfocitos ''' como en monocitos
3 Sorensen y col. ''* han comprobado recientemente la disminucion de la expresion
de CXCR3 con el tratamiento con interferon -beta 1a.

Tarlori y col. ''* hallaron que la produccion de RANTES estaba aumentada en la
EMRR en brote comparado con controles y que el tratamiento con IFN-beta reducia la

produccion, tanto en fase de brote como de remision..

1.6.4.3. Tejido cerebral

Recientes hallazgos en la EM apoyan la importancia de la distribucion tisular de
las QC, como se ha demostrado en la EAE *°.

McManus y col. '®' hallaron en estudios post-mortem de tejido cerebral de
pacientes EM una mayor expresion de MCP-1,-2 y -3 hacia el centro de lesiones agudas
y cronicas; en las lesiones mas cronicas la expresion de estas moléculas estaba

considerablemente disminuida y no hallaron expresion en cerebros de controles
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normales. Otros estudios post-mortem han demostrado una elevada expresion de otras
QC (RANTES, MIP-1 alfa, IP-10 y proteina Mig), asi como de sus receptores (CCRS y
CXCR3) en las lesiones desmielinizantes de pacientes con EM, tanto en astrocitos como

. . . 11 111,118,11
en los linfocitos T infiltrantes !'77711 LIS,

En conclusion, no estd claro el grado en que las QC y sus receptores

contribuyen a la patogenia de la EM, pero todos los datos juntos sugieren que las vias

IP-10/CXCR3 y RANTES/CCRS, juegan un papel importante en la patogenia de la EM.
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1.7. MOLECULAS DE ADHESION

1.7.1 Concepto y Clasificacion

Las moléculas de adhesion (MA)son glicoproteinas expresadas en la superficie
celular. Su interaccion con sus ligandos media la adherencia de los leucocitos a otras
células, endotelio vascular, o matriz extracelular. Regulan la circulacion de los
leucocitos, el reclutamiento de células linfoides hacia los tejidos y lugares de

inflamacion, y la migracion transendotelial.

Desde el punto de vista estructural se dividen en tres clases (Tabla 1.7.):
1-selectinas
2-integrinas

3-miembros de la superfamilia de inmunoglobulinas

1.7.2. Caracteristicas

1.7.2.1 Selectinas

Las selectinas estan expresadas en los leucocitos, plaquetas y células
endoteliales, y su componente estructural comun es el dominio amino-terminal de tipo
lectina calcio-dependiente. Las selectinas han sido subclasificadas de acuerdo al tipo
celular en el que fueron originariamente identificadas: L-selectina (linfocitos), P-
selectina (plaquetas/endotelio), y E-selectina (endotelio). A través de su union mediante
rapidas asociaciones y disociaciones a ligandos glicosilados y sializados, las selectinas
median el "rodar" de los leucocitos sobre la pared celular endotelial y estan implicadas
en la localizacion inicial de los leucocitos en los lugares de inflamacion. El rodar de los
leucocitos los expone a la accion de las QC y CC. Esta exposicion conduce a la
activacion leucocitica, regulacion al alza de MA adicionales, diapedesis/quimiotaxis, y

localizacién prolongada de las células en el lugar de la inflamacion.
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TABLA 1.7. Moléculas de adhesion y sus ligandos (McMurray RW, 1996 '2%)

Nombre  Sinonimo(CD=cluster designation) Ligando Lugar de expresion

Selectinas

L-Selectina LAM-1; Mel-14 mol.mucine-like glicosiladas; T, Mo, Ma, PMN
(CD62L) Glycam-1CD34, MadCAM-1

E-Selectina  ELAM-1(CD62E) moléculas mucine-like E
sializadas
P-Selectina ~ GMP-140(CD62P); ligando 1 de la glicoproteina P,E
PADGEM P-selectina (PSGL-1)
Integrinas
Integrinas B1
adpl VLA-4(CD49d/CD29) VCAM, FN(CS-1),PP-HEV B, T, Ma
a5p1 VLA-5(CD49¢/CD29) FN(RGD) T,E, P
a6p1 VLA-6(CD491/CD29) LM T,P
Integrinas 32
alp2 LFA-1(CD11a/Cd18) ICAM-1,-2,-3 L ,Ma Mi
amp2 MAC-I,; ICAM-1,C3bi,FN,FX Mo,N
CR3(CD11b/CD18)
axf2 p150,95; receptor CR14 ICAM-1,FN, C3bi Mo
Otras integrinas
adp7 LPAM-1(CD49d/CD104) MadCAM-1,VCAM ByT
Superfamilia de las Igs
ICAM-1 CD54 alp2, aMpB2 todas
ICAM-2 CD102 alp2 E
VCAM-1 CD106 0dpl E
PECAM-1 CD31 aVp3 E,T(nativas),NK,Ma
LFA-2 CD2 LFA-3 T, NK
LFA-3 CD58 LFA-2 E,T y B,Ma, Mi
CD28:1 B7-1,B7-2 T(reposo y activadas)
CTLA-4 CD152 B7-1,B7-2 T(activadas)
B7-1 CDS80 CTLA-4,CD28 Ty B,Ma Mi,A
B7-2 CD86 CTLA-4,CD28 Ty B,Ma,Mi,A
Otras
CD40 CD154(CD40L) B,Ma,E
CD40L CD154 CD40 T(activada),Ma
CD44 ECM T,B,Ma.A,O
MAdCAM-1 VLA-4,LPAM-1 HEV
ABREVIATURAS: L=leucocitos, HEV=vénulas endoteliales, = A=astrocitos, = E=endotelio,

Ma=macréfagos, Mi=microglia, O=oligodendrocitos, T=células T, B=células B, NK=céls natural killer,

P=plaquetas, PMN=polimorfonucleares
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La L-selectina esta expresada en todos los leucocitos y juega un papel crucial en
la adhesion de los linfocitos a las células de los ganglios linfaticos periféricos y
endotelio activado. La adhesion de la selectina tipicamente precede a la adhesion firme
y emigracion, acciones mediadas por interacciones con integrinas y superfamilia de Igs.
La L-selectina se pierde rapidamente de la superficie de los leucocitos tras la activacion.

La P-selectina que se halla en las plaquetas y en los cuerpos de Weibel-Palade
de las células endoteliales, une los neutrofilos polimorfonucleares al endotelio, actia de
forma sinérgica con las CC para regular al alza la expresion de integrinas leucocitarias,
y proporciona la adhesion inicial en los focos inflamatorios.

La E-selectina, expresada en el endotelio, es regulada al alza a las 4-6 horas tras
la exposicion a la interleucina-1 (IL-1) o TNF-a, y se desprende rapidamente tras ceder
la estimulacion por citocinas. La unioén de los leucocitos por la E-selectina conduce a
una adherencia mas estable por los receptores de integrina.

La importancia fisiologica de las selectinas en las respuestas inflamatorias se
puede comprobar en la deficiencia de adhesion leucocitica tipo 11, en la que la carencia
congénita de ligandos de selectina produce defectos de adhesion significativos y graves

infecciones recurrentes '2°.

1.7.2.2 Integrinas

Las integrinas son estructuras heterodiméricas compuestas por subunidades alfa
y beta unidas por union no covalente. Combinaciones de las subunidades forman
receptores funcionalmente diferentes. El nombre integrina se baso en la funcion de estas
moléculas transmembrana de "integrar" informacion extracelular en el citoesqueleto.
Las integrinas son identificadas mediante nombres descriptivos (p.e. antigeno de
funcion linfocitica -1 o LFA-1), nombre de la composicién del heterodimero (p.e.
alfalbeta2), o designacion numérica acumulada (cluster designation -CD) de la
combinacion heterodimérica (p.e. alfa Ibeta2 es CD11a/CD18). Las integrinas se unen a
una variedad de proteinas de la matriz extracelular (p.e. fibronectina, vitronectina,
laminina, colageno, factor de Von Willebrand, factor X, fibrinégeno) y a receptores de
la superfamilia de Igs.. Un ligando de la matriz extracelular comin a muchas integrinas

es la secuencia amino arginina-lisina-aspartato (abreviada RGD), que se halla en la
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fibronectina. Esta union de las integrinas a péptidos de la matriz extracelular ha sido
muy aprovechado en las investigaciones utilizando péptidos sintéticos para inhibir
competitivamente la union de leucocitos en modelos animales de enfermedad
inflamatoria.

El LFA-1 y el very late antigen -4 (VLA-4) son las integrinas prototipo. La
LFA-1, es una beta-2 integrina, expresada en la mayoria de leucocitos circulantes, que
se une a los receptores de la superfamilia de Igs, la molécula de adhesion intercelular-1
y 2 (ICAM-1 e ICAM-2), actia como molécula coestimuladora en la activacion de los
linfocitos T, y participa en la regulacion de la apoptosis de las células B. El LFA-1 esta
sobrexpresado en los linfocitos T memoria. E1 VLA-4, una beta-1 integrina, también se
encuentra en los leucocitos activados (linfocitos y monocitos ), se adhiere a la
fibronectina a través de su segmento conector CS-1 y al endotelio vascular a través de la
molécula de adhesion celular vascular -1 (VCAM-1). La expresion de VLA-4 parece
ser determinante para la migracion de los linfocitos hacia el tejido inflamado. Otras
beta-1 integrinas como el VLA-5 (alfaSbetal; CD49e¢/CD29) y el VLA-6 ( alfabbetal;
CD491/CD29) también estan reguladas al alza en las células T activadas y forman
interacciones adhesivas significativas durante las respuestas inflamatorias, pero sus
funciones especificas estan aun por definir.

La funcion fisioldgica de las integrinas en las respuestas inflamatorias queda
reflejada en la deficiencia de adhesion leucocitica tipo I, enfermedad de herencia
recesiva. Defectos en los genes de la integrina 2 conllevan la ausencia de expresion de
la integrina en los leucocitos, lo que resulta en déficits de adhesion severos, que

. . . . . 120
predisponen al paciente a infecciones bacterianas graves .

1.7.2.3. Superfamilia de las Inmunoglobulinas

Las superfamilia de las Igs son denominadas y clasificadas conjuntamente,
porque cada receptor tiene dominios aminodcidos de tipo inmunoglobulina. Incluyen
diferentes proteinas de la superficie celular halladas en células inmunocompetentes:
CD4, CD8, complejo receptor de célulaT/CD3, y moléculas MHC de clase I y II . Las
proteinas que funcionan como moléculas de adhesion son el LFA-2 (CD2), LFA-3,

ICAM-1, ICAM-2, y VCAM-1. El ICAM-1 y VCAM-1 son los principales receptores
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de LFA-1 y VLA-4 respectivamente. La expresion de ICAM-1 puede ser inducida en
una gran variedad de células. La estimulacion por CC de las células endoteliales
incrementa la adhesion de los leucocitos principalmente a través del aumento de la
expresion de ICAM-1, que promueve la adhesion de los leucocitos LFA-1 positivos a
los lugares de inflamacion. La expresion de VCAM-1 también se observa en una amplia
variedad de tipos celulares. La adhesion VLA-4/VCAM-1 es principalmente
responsable de la adhesion celular prolongada en los lugares de inflamacién . Los AcMo
dirigidos contra componentes de las interacciones LFA-1/ICAM-1 o VLA-4/VCAM-1

inhiben la respuesta inflamatoria en modelos animales.

En resumen, las selectinas, integrinas y receptores de IGSF estan expresadas por
una gran variedad de células. Los cambios en su expresion celular modulan la
iniciacion, progresion y severidad de la inflamacion. La regulacion de la adhesion es

. . . . . 120
crucial en la patogenia de la respuesta inflamatoria en la enfermedad autoinmune .

1.7.3. Moléculas de adhesion y EAE

El estudio de la migracion transendotelial en el modelo animal de EM, la EAE,
ha sido muy util para caracterizar el papel patogénico de las MA y sus posibles
aplicaciones terapéuticas .

Se ha visto que la interaccion inicial de las selectinas con el endotelio vascular
es muy importante para el desarrollo de la EAE. La administraciéon de anticuerpos
contra la L-selectina inhibe esta enfermedad ® , y ratones PMB-TCR transgénicos que
carecen de L-selectina no desarrollan EAE antigeno-inducida '*' .

Por otro lado, la interaccion VLA4/VCAM-1, implicada en el reclutamiento de
linfocitos a las zonas donde hay inflamacion, también ha sido muy bien estudiada en la
EAE. Parece que los niveles de expresion del VLA-4 en la superficie celular son criticos
para que la célula se pueda adherir al endotelio y secretar metaloproteinasas que se

encargaran de degradar la matriz y permitir el paso de células a través del endotelio % .

La administracion de AcMo anti-VLA-4 ® o el tratamiento con péptidos inhibidores de
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dicha molécula de adhesion inhibe o reduce la intensidad de la EAE, impide la

aparicion de nuevos brotes una vez la enfermedad ya ha debutado '** y produce una

mejoria clinica y patolégica en su fase crénica '*

. También se ha comprobado
recientemente la reduccién del namero de lesiones cerebrales activas '*° y reduccion del
namero de brotes "%’ en pacientes EM tratados con un antagonista (Natalizumab) de la
subunidad 04 de la integrina a4p1 (VLA-4).

Otra MA, el CR3 (CD11b/CD18), se ha visto que estd implicado en el
reclutamiento de células de estirpe monocitica a los lugares de inflamacién mediante la

unién a su ligando ICAM-1 '** . El hecho de que los AcMo anti-CR3 inhiban la EAE

136137 demuestra la importancia que tiene el reclutamiento de macréfagos en la EAE.

1.7.4. Moléculas de adhesion y EM

La mayoria de estudios de las MA en la EM se han basado en el analisis de la
expresion de las MA durante los diferentes estadios de la enfermedad en la autopsia de
material del SNC o en linfocitos de sangre o LCR de pacientes con EM. Ademas se han

medido en sangre y LCR de pacientes con EM las MA circulantes.

1.7.4.1. Expresion selectiva de MA en el SNC

Se han identificado niveles elevados de ICAM-1 y VCAM-1 en las células
endoteliales de lesiones de EM tanto agudas como crénicas activas. Sus ligandos (LFA-
1 y VLA-4, respectivamente) también han sido identificados en las células inflamatorias
perivasculares de lesiones de EM 113213379134 " Otrog estudios han demostrado la
presencia de MA en la superficie de células gliales del SNC "*"'**. Ademas de su
posible papel en la migracion de las células inflamatorias, se ha propuesto que la
expresion de MA en las células gliales juegue un papel en la coestimulacion de la

135,136,137,134
T »,156,157,

célula y en interacciones con la matriz extracelular.

Las CC tienen la capacidad de regular la expresion de las MA en las células

gliales 138,139,140
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1.7.4.2. Expresion de las MA por los linfocitos T

Los estudios realizados sobre la expresion de MA en los linfocitos de sangre
periférica han dado resultados bastante discordantes.

Elovaara y col. *""'** han hallado un aumento de la proporcion de linfocitos en
sangre periférica que expresan VLA-4 y LFA-1, tanto en EMRR como en EMSP,
mientras que otros autores han demostrado en los pacientes EM una menor expresion de
VLA-4 y VLA-5 ' y de LFA-1a y integrina-B1 (CD29) '**. Por ultimo, existen otros
estudios de diferentes investigadores que no hallan diferencias '*"'*>-1%7,

Stuber y col. '*® analizaron en un estudio longitudinal los patrones de expresion
de VLA-4 y LFA-1 que no cambiaron significativamente a lo largo de 6 meses, a pesar

de que los pacientes mostraban actividad en la RMN. Por otro lado, han coincidido

diversos investigadores en hallar una disminucion de la expresion de VLA-4 tras

141,147 148,149

tratamiento con metilprednisolona EV y tras tratamiento con IFN-beta
También hay discrepancias en los estudios sobre L-selectina, hallando unos autores
disminucion de la L-selectina '** y otros, mismos niveles en EM en brote que en
controles '*’. Este ultimo grupo de investigadores demuestra, por otro lado, que el
tratamiento con metilprednisolona aumenta la expresion de L-selectina en monocitos.

Las células T aisladas del LCR muestran un aumento de la expresion de LFA-1,

ICAM-1, VLA-3, VLA-4, VLA-5, VLA-6, LFA-3, CD2, B7-1 y CD44 '3

En resumen, tanto en SNC, como en sangre periférica o LCR de pacientes con
EM, se han hallado diferencias evidentes en el nivel de expresion de las moléculas de
adhesion con respecto a la poblacion normal, y, por otro lado, también se ha
comprobado que el tratamiento con metilprednisolona de los pacientes con EM

modifica los niveles de expresion de algunas de estas moléculas.

1.7.4.3. Moléculas de adhesion circulantes en la EM

Las MA no sélo se hallan como moléculas ancladas transmembrana, sino que

tras la interaccion con el correspondiente ligando, algunas son liberadas y circulan como
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formas solubles por los fluidos corporales. En la EM se han estudiado formas
circulantes de ICAM-1, ICAM-3, VCAM-1, E-selectina y L-selectina.

Se han descrito tanto niveles elevados, como normales y bajos de cL-selectina
en la EMRR activa. Dos grupos hallaron una correlacion significativa entre los niveles
de cL-selectina y la presencia de lesiones captantes de gadolinio en la RMN "°'°?  No
se han hecho estudios longitudinales. Las concentraciones séricas no se alteran con el
tratamiento con IFN-B1b. Dosis altas IV de metilprednisolona reducen los niveles de

cL-selectina en la primera semana después del tratamiento.
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1.8. CITOCINAS

1.8.1 Concepto y caracteristicas

El término citocina (CC) se aplica a unas proteinas producidas por las células en
respuesta a una gran variedad de estimulos y que son capaces de alterar, de alguna
forma, el comportamiento de otras células. Las CC son un grupo muy variado de
moléculas, la mayoria de las cuales presentan muchas similitudes tanto estructurales
como funcionales entre si. En su conjunto son proteinas de entre 15 y 30 kD de peso
molecular. Algunas son modificadas antes de su secrecion por la incorporacion de
carbohidratos. Otras son sintetizadas por sus células productoras como precursores,
siendo posteriormente transformadas en su forma activa. Su vida media en la
circulacion sanguinea u otros liquidos organicos es corta, asegurando asi una actividad
breve. A pesar de su elevado numero, todas estas moléculas poseen algunas
caracteristicas comunes, entre las que se cuentan que son pleiotrdpicas, es decir, que la
misma CC es capaz de actuar en diferentes tipos celulares, que son redundantes, es
decir, que distintas CC pueden producir el mismo efecto, y, por fin, que pueden influir
sobre el efecto de otras CC '>°.

Se sabe, por otro lado, que las CC actlian induciendo la expresion de MA en las
células, las cuales juegan un papel directo en la adhesion célula-célula, que es
importante y necesaria, como ya se comento en el apartado anterior, para el paso de
células al SNC en la EM.

Las células T helper (Th), a las que se les ha atribuido un papel determinante en
la patogenia de la EM, pueden ser divididas en dos tipos basdndose en su patrén
caracteristico de secrecion de CC y sus funciones efectoras. Las células Thl producen
IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-10 e IL-12 y las células Th2 producen IL-3, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10 e IL-13 '"*!'5 _ En los ultimos afios se ha propuesto un nuevo subtipo en la
clasificacion de las células Th, aunque no estd totalmente aceptado por toda la
comunidad de investigadores. Este subtipo, al que se ha llamado Th3, secretaria TGF-

y se postula que actuaria como poblacion reguladora '*° .
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El desarrollo de una respuesta Thl o Th2, dependerd del ambiente de CC
presente durante la presentacion de antigeno, asi como del tipo de péptidos y moléculas

coestimuladoras implicadas "7"*

(Figura 1.4.). Las CC mas importantes que
determinan la diferenciacion de las células Th son la IL-12 y la IL-4. La IL-12 es
secretada principalmente por células dendriticas y macréfagos e induce la produccion de
IFN-y y al mismo tiempo suprime la secreciéon de IL-4, por lo que en un entorno
dominado por la IL-12, se favorece la diferenciacion a Thl. Por el contrario, el
reconocimiento antigénico en presencia de niveles elevados de IL-4 conduce a un patrén
de CC Th2.

La distincion entre linfocitos Thl y Th2 tiene una gran importancia clinica, ya
que , p.e., los linfocitos Th2 parecen tener méas importancia en la respuesta alérgicas .
Por otro lado, algunos modelos experimentales de enfermedades autoinmunes
organoespecificas como p.e. EAE, diabetes mellitus autoinmune, artritis, se ha
comprobado que estan mediadas por células Th1 ',

Todo esto sugiere que redirigir los perfiles de produccion de CC patogénicas
puede ser, en teoria, una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de

algunas enfermedades autoinmunes.

FIGURA 1.4. Diferenciacion de los subtipos de células Th (Hartung HP, 1999 ")

CD4

inmadura

CD4
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A las citocinas se las ha clasificado en proinflamatorias (entre las que destacan
el IFN-y, el TNF-qa, la linfotoxina (LT) y la IL-12) o antinflamatorias (entre las que se
cuentan el TGF-f y la IL-10), en funcién del papel que ejercen en el proceso
inflamatorio, pero a medida que se van conociendo mejor las funciones que ejercen, esta
clasificacion va perdiendo valor; se ha comprobado que varias CC ejercen tanto

. . . : , . . 162
funciones anti como proinflamatorias segun las circunstancias en que se producen .

1.8.2. Citocinas y EAE

El estudio del proceso inflamatorio en el SNC en el modelo animal de EM, la
EAE, ha sido muy util para caracterizar el papel patogénico de las CC y sus posibles
aplicaciones terapéuticas. En la EAE se ha observado que se producen localmente
diferentes tipos de CC segun el estadio de la enfermedad.

Se ha observado que una de las primeras CC que se expresa en la fase efectora
de la enfermedad es la IL-12, seguida del IFN-y y el TNF-a. Sin embargo, este patrén
de produccion de CC no es estable, ya que durante la remisién de la enfermedad se
observa un aumento de las CC Th2, incluyendo la IL-4 e IL-10, de forma que este
nuevo patron de CC reemplaza al patron proinflamatorio inicial durante la fase de

.., 163,164
remision de la enfermedad 777 .

1.8.3. Citocinas y EM

Como ya hemos comentado anteriormente, la EM parece ser una enfermedad
autoinmune del SNC mediada por células T CD4+ de tipo Thl. En este sentido, se han
observado niveles elevados de CC proinflamatorias como el TNF-a, IL-1, IL-2 e IFN-y
en sangre periférica "' en LCR '"'® y en lesiones cerebrales *° . La asociacion
de estas CC proinflamatorias con la actividad de la enfermedad ">"'*'% implica que no

169,170

solo las células Thl CD4+ sino también los macréfagos , juegan un papel
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importante en la patogenia de la enfermedad desmielinizante del SNC. Los niveles bajos
y la produccién deficiente de IL-10, IL-4 y TGF-P en los pacientes con EM activa '’' y

su papel protector en la EAE '

, sugiere que las células Th2 y las CC que producen,
estarian implicadas en la induccién de la remisién y en la supresion del proceso
inflamatorio.

Las principales CC que se han implicado en la patogenia de la EM son el IFN-y,

el TNF-a, la LT, la IL-6, la IL-12, TGF- e IL-10.

El IFN-y lo producen los linfocitos CD4+ activados, los CD8+ y las células
NK vy tiene, sobre todo, un efecto inmunomodulador. Induce la muerte de los
oligodendrocitos por apoptosis, lo que apoya su potencial papel lesivo en la EM '™ . Se
ha comprobado que la administracion sistémica de IFN-y a pacientes con EM empeora
la enfermedad '’* . Se ha podido observar un aumento del IFN-y precediendo al brote

175,176

;. ’ : 177,1 1 z
clinico , asi como un aumento en la EM activa '’"'"® y en la EMSP '”® . También

se ha hallado en pacientes EM un aumento del nimero de células mononucleares en

sangre y LCR que producen IFN-y tras estimulacion in vitro "'*

y un gran aumento en

la expresion de su ARNm comparado con controles sanos y otras enfermedades
, . . . 181 ., .

neuroldgicas no inflamatorias '*' . También se ha observado la presencia de IFN-y en

las lesiones de EM %2

TNF-o

Entre los efectos que produce, destaca la induccion de la expresion de
selectinas en las células endoteliales vasculares y la estimulacion de la produccion de
CC como la IL-1, la IL-6 y la IL-8 por los fagocitos mononucleares.

En lesiones de EM, especialmente en lesiones activas agudas y cronicas, se ha
detectado TNF-a en astrocitos, microglia y células endoteliales '*7°. Sin embargo, los
estudios que relacionan el TNF-a con la actividad de la enfermedad son contradictorios.
Algunos grupos han descrito niveles elevados de TNF-a en LCR correlacionandolos con
la severidad de la enfermedad '®"'°*'® mientras que otros no encuentran diferencias ni

185,186,187

correlacion Esto puede deberse, probablemente, tanto a la diferente
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metodologia utilizada como al grupo de pacientes estudiado. Sin embargo, los estudios

de expresion de ARNm encuentran niveles elevados tanto en sangre como en LCR de

188

pacientes con EM . Estudios cuantitativos de ARNm mediante PCR hallan niveles

, . ;- . 1
mas elevados en pacientes con formas cronicas progresivas ¥’ o durante los brotes de la

enfermedad '° .

LT o TNF-f:

La LT se produce tnicamente por los linfocitos T y tiene los mismos efectos que

el TNF-a aunque se produce en cantidades muy inferiores.

Se ha identificado junto con el TNF-o en lesiones cerebrales de EM " . También
se han observado niveles elevados de su ARNm en sangre °""'** y LCR '* de pacientes
con EM comparado con controles sanos o pacientes con otras enfermedades
neurologicas no inflamatorias. Se ha hallado una correlacion positiva entre los niveles
de expresion de ARNm de la LT-a y el TNF-a en EM, lo que sugiere que la LT-a
podria actuar junto con el TNF-a y otras CC proinflamatorias contribuyendo a la

perpetuacion del proceso inmunopatologico .

Entre las principales funciones de la IL-12 destaca su capacidad de inducir
proliferacion y secrecion de CC (sobre todo de IFN-y) en linfocitos T y células NK.
Segal et col. '’ han demostrado que la produccion endogena de IL-12 es critica
para la generacion de células T autoreactivas Thl, dado que la EAE no puede ser
inducida en ratones deficitarios en IL-12. Por otro lado, las propiedades
proinflamatorias de la IL-12 se han comprobado en la EAE, ya que se ha visto que la
administracion de esta CC empeora la enfermedad '**, mientras que AC contra la IL-12
previenen la EAE '° . En la EM, también se ha demostrado la existencia de un aumento
de la expresion de esta CC en las placas agudas ' . En las formas EMCP se ha
observado un incremento en la producciéon de IL-12 en células de sangre periférica

197,178 . 198
178 ¢ concentraciones elevadas en suero '*® .
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IL-6:

Ademas de intervenir en la diferenciacion de las céls. B, la IL-6 estimula la
proliferacion de células T timicas y periféricas, y en cooperacion con la IL-1, induce la
diferenciacion de las células T hacia células T citotoxicas y activa las células NK.

Varios estudios han mostrado que la sobrexpresion crénica de IL-6 en ratones
transgénicos puede conducir a significativos cambios neuroanatomicos y
neurofisiologicos en el SNC similares a los hallados con frecuencia en varias
enfermedades neurologicas. Por otro lado, se ha observado que los ratones "knock out"
de IL-6 son resistentes a la EAE inducida con MOG, y que no presentan infiltrado de
células inflamatorias en los cortes histologicos ' .

Varios autores hallan un aumento de los niveles séricos de IL-6 en los pacientes

con EM 20201202203 {Jp0 de ellos halla los mayores niveles en los pacientes con formas

202 203
d

mas severas de la enfermeda y otro, en los pacientes en brote ©° . También se ha

comprobado un aumento de los niveles de IL-6 en LCR de pacientes EM 22! |

Se ha detectado asimismo mayor numero de monocitos secretores de IL-6 en

pacientes con EM tanto en sangre periférica 2°**°*% como en LCR **, y niveles

elevados de ARNm de IL-6 en células mononucleares de pacientes con EM 71192204,

TGF-beta:
El TGF-B induce un efecto inhibidor sobre las células NK y hace que los

linfocitos B produzcan menos inmunoglobulinas. También inhibe los efectos del IFN-y
sobre los fagocitos mononucleares
Existen evidencias que sugieren un efecto beneficioso del TGF-beta en la EM.

Se ha observado un aumento de esta CC en sobrenadantes de cultivos en sangre de

. , o« oy . .y .,y 20
pacientes con EM en periodo de remision, tras estimulacion con mitogenos **7 .

También se ha observado que las lineas celulares de pacientes con enfermedad activa

171

producen menos TGF-f que las de los estables . En este sentido , se han

correlacionado inversamente los niveles elevados de expresion de su ARNm con la

181,191,192
d

severidad de la enfermeda . También se ha demostrado que el TGF-§ puede

inhibir la produccién de otras CC, como p.e. de IFN-y e IL-4 2% .
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Es la CC antinflamatoria mas importante descrita hasta el momento. Entre las
principales funciones de la IL-10 se cuenta la capacidad de inhibir la proliferacion de
los linfocitos T estimulados por el antigeno. La IL-10 también disminuye la produccion
de IL-2, IFN-y, IL-3, GM-CSF, TNF-a y LT, pero no la de IL-4.

En la EAE se ha demostrado una expresion del ARNm de la IL-10 mas elevada
en periodos de remision de la enfermedad **°, lo que apoya el papel antiinflamatorio de
esta CC.

1. " |y Ozenci y col. *'° han hallado un

En este mismo sentido, Huang y co
menor nimero de células que expresan IL-10 en los pacientes EM que en los controles.
Rieckmann y col. *"'®* han observado que en pacientes con EM estable los niveles de
expresion de ARNm son superiores que en los pacientes que estdn en brote, y que estos
niveles disminuyen antes de un brote en muestras consecutivas de sangre de pacientes
con EM. También se han demostrado niveles séricos de IL-10 inferiores en pacientes
EM que en controles *'".

En desacuerdo con estos resultados estd el estudio de Navikas y col. 2'* que

demuestra un mayor numero de células mononucleares que expresan RNAm de IL-10

en sangre de pacientes EM .
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2.HIPOTESISY OBJETIVOS
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2.1. HIPOTESIS

El 20% de los pacientes con EM tiene una historia familiar de al menos un caso
adiciona de EM vy € riesgo de padecer la enfermedad es mayor cuanto mayor es € grado
de parentesco. Por otro lado, se ha comprobado que otras enfermedades autoinmunes
también son més frecuentes en los familiares de primer grado de pacientes con EM 23214

Basandonos en la existencia de esta agregacion familiar en la EM y en |la patogenia
autoinmune de la misma, formulamos la siguiente hipétesis:

Los familiares sanos de pacientes EM pertenecientes a familias multiplex, presentan
similitudes con los pacientes en algunos parametros inmunoldgicos implicados en la

patogeniade la EM, que reflejan su mayor susceptibilidad a padecer la enfermedad.

2.2. OBJETIVO

Comprobar s existen similitudes en algunos parametros inmunolégicos entre los
miembros sanos 'y enfermos de familias en las que hay més de un miembro que padece la
enfermedad (familias multiplex).

Para ello comparamos:

1. expresion de moléculas de adhesion : CD29, CD49d, L-selectina
2. expresion de receptores de quimiocinas: CCR5, CXCR3
3. produccion de citocinas por leucocitos activados. |FN-gamma, IL-6

entre el grupo de pacientes EM (n=26) , grupo de familiares sanos (n=29) y grupo control
sano (N=26) de 13 familias multiplex.

Compararemos también los valores medios de los pacientes, familiares sanos y

controles sanos dentro de cada familiaindividua mente.



3. MATERIAL Y METODO
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3.1.SUJETOS

3.1.1. Familias EM Multiplex

Se estudiaron 13 familias, en las que dos 0 mas miembros emparentados en primer o

segundo grado, presentaban EM.

En cada familia se estudiaron los siguientes sujetos:

® dos pacientes EM, unidos por un parentesco familiar de primer o segundo grado

® uno o mas hermanos sanos de uno de los dos pacientes

A continuacion se detallan las familias.

FAMILIA (PACIENTE EM FAMILIAR SANO TOTAL
1 2 (HERMANOS) 1 HERMANO 3
2 2 (HERMANOS) 5 HERMANOS 7
3 2 (MADRE ¢ HIJA) 1 HERMANO de la HIJA 3
4 2 (HERMANOS) 1 HERMANO 3
5 2 (PADRE ¢ HIJA) 3 HERMANOS del PADRE 5
6 2 (PRIMAS HERMANAS) |2 HERMANOS de una PRIMA 4
7 2 (PADRE ¢ HIJA) 2 HERMANOS de la HIJA 4
8 2 (HERMANOS) 5 HERMANOS 7
9 2 (HERMANOS) 1 HERMANO 3
10 2 (HERMANOS) 3 HERMANOS 5
11 2 (HERMANOS) 1 HERMANO 3
12 2 (HERMANOS) 1 HERMANO 3
13 2 (PADRE ¢ HIJO) 3 HERMANOS del HIJO 5

TOTAL |26 29 55
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3.1.2. Pacientes

3.1.2.1. Pacientes indice

Los pacientes incluidos en el estudio son pacientes que siguen un control periddico

en la Unitat de Neuroinmunologia Clinica (UNIC) del Servicio de Neurologia de I'Hospital

Universitari de la Vall d’Hebron de Barcelona.

Los requisitos que se exigieron para su inclusion fueron:

Haber sido diagnosticados de EM definida segin los criterios de Poser
(Poser CM y col., 1983)

Tener uno o mas familiares de primer o segundo grado diagnosticados de
EM

No haber presentado brotes en los dos meses anteriores ni posteriores a la
extraccion de sangre

No haber recibido tratamiento con prednisona ni con metilprednisolona en
los dos meses anteriores a la extraccion

No haber recibido medicacion inmunosupresora como ciclofosfamida,
azatioprina o metotrexato

No haber recibido tratamiento con IFN-beta

No haber presentado ningun tipo de infeccion o proceso inflamatorio en el

momento de la extraccion

3.1.2.2. Familiares EM

Los familiares con EM habian sido diagnosticados de EM definida segiin los

criterios de Poser en la UNIC del Hospital Universitari de la Vall d’Hebron o en otro centro

hospitalario. En este ultimo caso se exigio para la inclusion en el estudio que aportaran
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informacion escrita procedente del centro donde seguian control que confirmara el

diagnostico de EM definida.

La extraccion de sangre se realizd en todos los casos en la UNIC del Hospital

Universitari de la Vall d’Hebron.

Se establecieron las mismas condiciones de inclusion que en los pacientes indice.

La tnica variable clinica tenida en cuenta en el estudio fue la forma clinica de EM:

EMRR, EMSP o EMPP.

3.1.2.3. Familiares sanos

Debian cumplir los siguientes requisitos

ser familiares de primer o segundo grado de los pacientes EM

no tener ni haber tenido nunca evidencia clinica de enfermedad. Se descartd
la practica de exploraciones paraclinicas como RMN craneal, PE o estudio

de bandas oligoclonales en LCR, por cuestiones éticas.
no padecer ninguna otra enfermedad de posible origen autoinmune

no haber presentado ningun tipo de infeccién o proceso inflamatorio en el

momento de la extraccion

no haber recibido tratamiento con corticoides en los dos meses previos a la

extraccion

no haber recibido tratamiento inmunosupresor

3.1.3. Grupo control sano

Como grupo control sano se incluyeron individuos sanos apareados por edad y sexo

procedentes del personal sanitario o administrativo del Centro de Asistencia Primaria de

Horta y sus familiares.

48



3.2 REACTIVOS/TAMPONES

= PBS: tampon fosfato salino (Gibco BRL, Life Technologies LTD, Paisley,
Scotland)

= FCS: suero de ternera fetal (inactivacion del complemento por calor; Sigma
Aldrich)

= PBS suplementado (estéril): PBS+2%FCS+50 U/ml penicilina/ estreptomicina
(Sigma Aldrich)

= Tampodn de lavado FACS (TL): PBS + 1%FCS + 0.1% azida s6dica (Sigma-
Aldrich)

* Ficoll (Gibco)

= RPMI completo (estéril): RPMI 1640 suplementado con FCS + 50 U/ml

penicilina/estreptomicina + 2% tampén HEPES + 1% piruvato + 1%

aminoacidos no esenciales + 2mM L-glutamina (Gibco BRL):

» RPMI-2 (2% FCS) : medio de cultivo para separacion de PBMC
» RPMI-5 (5% FCS): medio de cultivo estimulacion de células para
produccion de citocinas

» RPMI-10 (10% FCS): medio de cultivo para descongelacion de PBMC

* Medio de congelaciéon: RPMI-20 (20% FCS) + 20% DMSO (Serva

Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemania))

» Tampdn de fijacion-permeabilizacion Cytofix-Cytoperm (PharMingen, San

Diego, California)

» Tampon de permeabilizacion-lavado Permwash (PharMingen)
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3.3. ANTICUERPOS MONOCLONALES

= Anti-CD3-aloficocianina (APC)

= Anti-CD3-ficoeritrina (PE)

= Anti-CD8-proteina clorofilica de peridinium (PerCP)

= Anti-CD4-PerCP

= Anti-CD14-APC (Becton & Dickinson, Immunocytochemistry Systems,
San Jose, CA)

= Anti-CD64-isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Caltag Laboratories,

Burlingame, CA)

= Anti-CD69-PE (Becton & Dickinson )

= Anti-HLA-DR-PerCP (Becton & Dickinson)

=  Anti-CD49d(alfa-4-integrina)-PE(Becton & Dickinson)

= Anti-CD29 (beta-1-integrina)-FITC (Inmunotech, Praga, Rep.Checa)

= Anti-CD62L (L-selectina)- FITC (Becton & Dickinson)

= Anti-CCRS5 - FITC (Pharmingen)

= Anti-CXC3 - FITC (R&D Systems, Europe, Oxon, United Kingdom)

* Anti-IFN-gamma-FITC (Pharmingen)

= Anti-IL-6-PE (Pharmingen)

= Anticuerpos anti-IgG control - PE, FITC, PerCP (Becton & Dickinson, Caltag

Laboratories, Pharmingen)
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3.4. OBTENCION DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE
PERIFERICA (PBMC)

De cada paciente y control se obtuvieron 40 ml de sangre periférica en tubos
estériles con heparina (Becton & Dickinson) y se diluyeron con 20 ml de PBS
suplementado. Cada muestra de sangre se repartid en tres tubos, disponiendo 20 ml de
sangre diluida sobre 10 ml de ficoll. A continuacién se centrifugaron los tubos durante 25
minutos a 1750 rpm y 19°C, quedando asi los eritrocitos en el fondo del tubo y las células
mononucleadas en la interfase entre el ficoll y el sobrenadante. Tras recuperar las PBMC de
la interfase por aspiracion, se lavaron dos veces con PBS. Después de eliminar el
sobrenadante, se resuspendieron las células en 1 ml de RPMI-2, y se procedio al recuento
de células en la camara de Neubauer. Finalmente, se alicuotaron las células suspendidas en
RPMI-2, se les anadi6 el mismo volumen de medio de congelacion y se congelaron a -80°C

durante 24 horas y luego en nitrégeno liquido hasta su utilizacion.

3.5. DETERMINACION DE LA EXPRESION DE MOLECULAS DE
ADHESION Y RECEPTORES DE QUIMIOCINAS EN PBMC

La determinacion de la expresion en membrana de las moléculas estudiadas se
realizd mediante la técnica de citometria de flujo, utilizando 4 fluorocromos diferentes

(FITC, PE, PerCP, APC). El protocolo que se utiliz6 se especifica a continuacion.

3.5.1. Descongelacion de las PBMC

Para realizar la descongelacion de las PBMC se siguieron los siguientes pasos:
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= se sacaron las células conservadas en nitrégeno liquido y se dejaron durante
30 minutos a -80°C.

= se agitaron suavemente los criotubos en un bafio maria a 37°C hasta
comprobar el inicio de la descongelacion; en este momento se afiadio 1 ml
de RPMI-10 y se traspaso la muestra a otro tubo con 9 ml de RPMI-10 para
completar los 10 ml

= una vez confirmada la completa descongelacion, se centrifugd a 1500 rpm
durante 5 minutos

= a continuacion se resuspendid la muestra en 1 ml de RPMI-5 y se procedio

al recuento de las células en la camara de Neubauer

3.5.2. Tincion de superficie

En cada experimento se analizaron muestras de todos los grupos de estudio (2
pacientes EM, x familiares sanos y 2 controles sanos). De cada muestra se anadieron
600.000 células/pocillo, en 5 pocillos de una placa de 96 (Bibby Sterilium Ltd.,
Stattfordshire, UK). A continuacion se bloquearon las uniones inespecificas mediante la
incubacion de las células durante 15 minutos con 10 pl de un pool de suero AB humano
inactivado. Posteriormente se afiadieron los anticuerpos monoclonales en concentraciones

saturantes y se incubaron durante 30 minutos a 4°C protegidos de la luz (Tabla 1.)

TABLA 1. Plantilla para la tinciéon de moléculas expresadas en la membrana celular

SITUACION 1 | SITUACION 2 | SITUACION 3 | SITUACION 4 | SITUACION 5
CD29-FITC CCRS-FITC CXCR3-FITC CD62L-FITC IgG-FITC
CD49d-PE CD3-PE CD3-PE CD3-PE IgG-PE
CD3-APC CD4-PerCP CD4-PerCP CDA4-PerCP IgG-PerCP
CDA4-PerCP CD14-APC CD14-APC CD14-APC 1gG-APC
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Tras la incubacion y para eliminar el exceso de anticuerpos, se lavo con 200 ul de
TL, y se centrifugd a 2000 rpm durante 5 minutos. Después se decantd y se recogieron las
células resuspendidas en 400 pl de TL en tubos para proceder a su adquisicion en el

citometro de flujo (FacsCalibur, Becton & Dickinson).

3.5.3. Analisis de la expresion en membrana celular de las moléculas de

adhesion y receptores de quimiocinas

El andlisis se realizd6 con el programa CellQuest® (Becton & Dickinson). Se
selecciond una region correspondiente a la poblacion total de linfocitos (R1) mediante las
caracteristicas de volumen (FSC, Forward light-scatter) y rugosidad (SSC, Side light-
scatter) de las células (Figura 1.). De esta region se selecciond otra region (R2) con los
linfocitos T (CD3+), y, de esta region se analizaron los linfocitos CD4 positivos para la
molécula en estudio . La region de monocitos (R3)se marco en base a sus caracteristicas
fisicas (FSC/SSC). De esta region se seleccionaron las células CD14+(R4), y de la misma
forma que en los linfocitos, de esta region se analizaron los monocitos positivos para la
molécula en estudio (Figura 2.). El porcentaje de células que expresan una determinada
molécula se calculd restando la sefial del anticuerpo isotipo control a cada una de las
senales de los anticuerpos especificos. Los resultados se expresaron tanto en porcentaje de

células positivas como en la intensidad media de fluorescencia (IMF).
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FIGURA 1. Seleccion de la poblacion de linfocitos para el analisis por citometria de flujo
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FIGURA 2. Seleccion de la poblacion de monocitos para el analisis por citometria de flujo
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3.6. DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE CITOCINAS EN
PBMC

La determinacion de la produccion de citocinas se realizd mediante la técnica de
citometria de flujo utilizando 3 fluorocromos diferentes (FITC, PE, PerCP). El protocolo

que se utilizo se especifica a continuacion

3.6.1. Descongelacion de PBMC

Se siguid el mismo procedimiento que el descrito en el apartado 3.5.1. También en
este caso se analizd una muestra de cada grupo (2 pacientes EM, x familiares sanos y 2

controles sanos) en cada experimento.

3.6.2. Estimulacion de PBMC

Las células descongeladas se incubaron a una concentraciéon de 1 x 10° células/ml
en medio de cultivo (RPMI-5) con el estimulo adecuado para la produccion de las dos

citocinas a determinar:

a) [FN-y: Forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) (50 ng/ml) (Sigma Aldrich) +
ionoforo de calcio (250 ng/ml) (Sigma-Aldrich) durante 4h

b)IL-6:  Lipopolisacarido (LPS) de E.Coli serotipo 0128:B12 (100 ng/ml)
(Sigma Aldrich) durante 24 horas
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Se afiadi6 monensina (2uM) (GolgiStop, PharMingen) a los cultivos para inhibir el
transporte extracelular de proteina sin alterar la sintesis de novo, permitiendo la
acumulacion de citocinas, con el fin de que los niveles de éstas fueran detectables.

Como control negativo se determind la produccion de citocinas en cultivos sin

estimular a los que inicamente se habia afiadido monensina.

3.6.3.Tincion intracelular para la determinacion de produccion de

citocinas

Tras la estimulacion, las células fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 5
minutos. Después de eliminar el sobrenadante se resuspendieron en 400 ul de TL.
Posteriormente se repartieron las células en los pocillos de la placa ( 1x10° células/pocillo)
para proceder a su tincion intracitoplasmatica. Se bloquearon las uniones inespecificas con
10 pl de suero AB durante 15 minutos a 4°C, se centrifugaron a 2000 rpm durante 5
minutos y se decantaron. Para la tincion, se afiadieron los anticuerpos monoclonales (Tabla
2.) en concentraciones saturantes para marcar las diferentes poblaciones celulares (CD3+,
CD4+, CD64+) y la activacion celular (CD69 y HLA-DR) y se incubaron durante 30
minutos a 4°C protegidos de la luz. En este experimento para seleccionar la poblacion de
monocitos se utilizé el CD64 en vez del CD14, dado que para la determinacion de IL-6 las
células se estimularon con LPS y el CD14 es uno de sus receptores. Tras el periodo de
incubacion, se lavaron con 200 pl de TL, se centrifugaron a 2000 rpm durante 5 minutos y
se decantaron. Después, las células se fijaron y se permeabilizaron afiadiendo 100 pl de
tampon Cytofix/Cytoperm y se incubaron durante 20 minutos a 4°C protegidas de la luz.
Pasado este tiempo, se lavo la placa con 100 pl de tampon Permwash, se centrifug6 a 2000
rpm durante 5 minutos, y se decantd. Seguidamente se afiadieron los anticuerpos
monoclonales anti-citocina en concentraciones saturantes (Tabla 2.) y se dejaron incubar 30
minutos a 4°C protegidos de la luz. A continuacion, se lavo la placa con 200 pl de tampon

Permwash, se centrifug6 a 2000 rpm durante 5 minutos y se decantd. Después se recogieron
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las células en 400 pl de TL en tubos y se procedié a su adquisicion en el citometro de flujo

(FacsCalibur, Becton & Dickinson).

TABLA 2. Tincion celular para el estudio de la produccion de citocinas

anti-IFN-y-FITC | anti-CD69-PE | anti-CD8+-PerCP | anti-CD3+-APC

TINCION

INTRACITOPLASMATICA TINCION DE SUPERFICIE
anti-1L-6-PE anti-CD64-+-FITC anti-HLA-DR-PerCP
TINCION
INTRACITOPLASMATICA TINCION DE SUPERFICIE

3.6.4. Analisis de la produccion de citocinas

El analisis se realizo con el programa CellQuest®(Becton & Dickinson). La
produccion intracelular de IFN-y se determind en los linfocitos T (CD3+), linfocitos T
CD8+ (CD3+CD8+) y linfocitos T CD4+ (CD3+CDS8-), y la producciéon de IL-6 en
monocitos (CD64+). El porcentaje de células productoras de citocinas se calculd restando
la sefial emitida por las células productoras de citocinas del control sin estimular de la sefial
de las células productoras estimuladas (Figura 3.). Los resultados se expresaron como

porcentaje de células positivas y como intensidad media de fluorescencia (IMF) por célula.
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FIGURA 3. Producciéon de IFN-gamma por los linfocitos
a: produccion basal de IFN-gamma en linfocitos sin estimular (CD69-)

b: produccion de IFN-gamma en linfocitos estimulados con PMA (CD69+)

CD69 PE

IFN-GAMMA FITC IFN-GAMMA FITC

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico se realizd con la version 6.0 del programa estadistico
Statistical Package for Social Sciences (SPSS).

Para comparar los valores obtenidos en el analisis de las moléculas estudiadas entre
el grupo de pacientes EM, el grupo de familiares sanos y el grupo control, se aplicaron
pruebas paramétricas (Test de Anova) o no paramétricas (Kruskal Wallis) para muestras
independientes.

Dada la variabilidad de los valores de la intensidad media de fluorescencia entre las
diferentes familias, para comparar los valores se utilizaron variables estandarizadas (z

score). Se consideraron niveles de significacion estadistica a p<0,05.
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4. RESULTADOS
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4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO

4.1.1. Grupo de pacientes

4.1.1.1. Edad y sexo

Se estudiaron 13 Familias Multiplex , es decir, 13 familias en las que 2 6 mas
miembros, emparentados en primer o segundo grado, presentaban EM.
En total, se sometieron a estudio 55 sujetos, 26 pacientes EM y 29 familiares sanos.
En la Tabla 4.1.se detallan las familias estudiadas y los sujetos estudiados en cada una de

ellas.

TABLA 4.1. Composicion de las Familias Multiplex

1 2 1 3
2 2 5 7
3 2 1 3
4 2 1 3
5 2 3 5
6 2 2 4
7 2 2 4
8 2 5 7
9 2 1 3
10 2 3 5
11 2 1 3
12 2 1 3
13 2 3 5
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En las Tablas 4.2.y 4.3. se detalla la distribucion de los sujetos estudiados por edad

y sexo.

TABLA 4.2. Descripcion del sexo

HOMBRE MUJER TOTAL

PACIENTE EM 11 (42.3%) 15 (57.7%) 26

FAMILIAR SANO 16 (55.2%) 13 (44.8%) 29

TOTAL 27 (49%) 28 (51%) 55

TABLA 4.3. Descripcion de edad
MEDIA DESV STD CASOS

PACIENTE EM 38,92 11,53 26
FAMILIAR SANO 39,48 11,24 29
TOTAL 39,24 10,9 55

4.1.1.2. Variables clinicas

De los 26 pacientes estudiados, 21 padecian una forma EMRR en fase de remision y

5 una forma SP (Tabla 4.4.)

TABLA 4.4. Forma clinica de EM

FORMA FRECUENCIA
EMRR 21 (80.8%)
EMSP 5(19.2%)
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4.1.2. Grupo control

Se seleccionaron 26 controles sanos como grupo control con las siguientes

caracteristicas clinicas (Tabla 4.5.)

° edad: 39.3 con desviacion standard de 10.28

o sexo: 11 hombres / 15 mujeres

TABLA 4.5. Descripcion de edad y sexo

NUMERO EDAD (Media + dsv.std) SEXO (V:H)

26 39,3 +10,28 1:1,3

4.1.3. Comparacion entre pacientes y grupo control

4.1.3.1. Edad y sexo

Todos los sujetos estudiados son comparables en edad y sexo.

No hubo diferencias estadisticamente significativas para estas dos variables entre

ninguno de los tres grupos : pacientes EM, familiares sanos y controles sanos.
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4.2. ANALISIS DE LA PRODUCCION DE CITOCINAS

Comparamos la produccion de IFN-gamma e [L-6 por las PBL de 29 pacientes EM,
26 familiares sanos y 26 controles sanos.
Analizamos la produccion de IFN-gamma por los linfocitos T (CD3+) y las

subpoblaciones CD4+ y CD8+, y la produccion de IL-6 por los monocitos.

4.2.1. Analisis de la produccion de IFN-y

Las PBL de los pacientes, los familiares sanos y los controles sanos fueron
estimuladas con PMA durante 4 horas para inducir la produccion de IFN-y vy,
posteriormente, sometidas a una tincion intracelular con anticuerpos monoclonales anti-
IFN-y marcados.

El porcentaje de células productoras de IFN-y fue significativamente superior en los
pacientes EM y sus familiares sanos que en la poblacion control (p=0,01). Esta tendencia
también se mantuvo cuando se analizaron separadamente las subpoblaciones CD4+ y
CD8+, pero sin llegar a alcanzar significacion estadistica (p=0,08 y p=0,07 respectivamen
te) (Figura 4.1.). En la Figura 4.2. se describen los porcentajes de linfocitos productores de
IFN-y en las 13 familias estudiadas. En la familia nimerol12 no pudimos disponer de los

datos correspondientes al familiar sano por un problema técnico.
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FIGURA 4.1. Comparacion entre pacientes, familiares sanos y controles del porcentaje de

linfocitos T (CD3+), y de sus subpoblaciones CD4+ y CD8+, productores de

IFN-y
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FIGURA 4.2. Descripcion del porcentaje de linfocitos productores de IFN-y en todas las

familias
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En el analisis de la produccion de IFN-y segun la forma clinica de EM, se observo
una ligera mayor produccion en las formas SP que en las formas RR aunque la diferencia
no fue significativa (Figura 4.3.). Excluyendo las formas SP del analisis estadistico, el
porcentaje de linfocitos productores de IFN-y continué siendo significativamente superior

en los pacientes que en los controles sanos (p=0,01).

FIGURA 4.3. Descripcion del porcentaje de linfocitos T (CD3+) y de sus subpoblaciones
CD4+ y CD8+ productores de IFN-y segun la forma clinica de EM (EMRR-
EMSP); FS = familiar sano, CS = control sano.
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La intensidad media de inmunofluorescencia fue también ligeramente mas elevada

en pacientes y familiares sanos que en controles sanos en los linfocitos CD3+ y CD4+, pero

sin alcanzar significacion estadistica (Figura 4.4.).

FIGURA 4.4.

Comparacion entre pacientes, familiares sanos y controles sanos de la

intensidad media de fluorescencia estandarizada (z score) de IFN-y en

linfocitos T (CD3+) y sus subpoblaciones CD4+ y CD8+.
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4.2.2. Analisis de la produccion de INTERLEUCINA-6

Se estimularon los monocitos de los pacientes y controles con LPS durante 24 horas
para inducir la produccion de IL-6 y posteriormente se realizo la tincidn intracelular con el
anticuerpo monoclonal anti-IL-6 marcado.

No existieron diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos de
sujetos en el porcentaje de monocitos productores de IL-6 (Figura 4.5.).

Al realizar el analisis segun la forma clinica de los pacientes, se observo una mayor
produccioén en las formas SP que en la RR, aunque tampoco hubo diferencias significativas

entre los cuatro grupos analizados (Figura 4.6.).

FIGURA 4.5.  Comparacién del porcentaje de monocitos productores de IL-6 entre

pacientes, familiares sanos y controles sanos.
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FIGURA 4.6. Descripcion del porcentaje de monocitos productores de IL-6 segun la forma

clinica de EM (EMRR,EMSP);FS=familiar sano, CS=control sano.
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No hubo diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos en la

intensidad media de fluorescencia (Figura 4.7.).

FIGURA 4.7.  Comparaciéon de la intensidad media de inmunofluorescencia de IL-6

(z score) en monocitos de pacientes, familiares sanos y controles sanos
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4.3. ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS MOLECULAS DE
ADHESION

Para analizar la expresion de moléculas de adhesion en las PBMC, se realizo6 la
tincion de superficie con el anticuerpo monoclonal marcado correspondiente que se dejo
incubar durante 30 minutos.

Analizamos la expresion de L-Selectina en los linfocitos T (CD3+) y en sus dos
subpoblaciones CD4+ y CD8+, y en monocitos, y la comparamos entre los tres grupos.

Analizamos la expresion de VLA-4 en monocitos y la comparamos entre los tres

grupos.

4.3.1. Analisis de la expresion de L-Selectina

El porcentaje de linfocitos T CD3+ que expresaron L-selectina (CD62L) fue
superior en los pacientes EM que en los otros dos grupos de sujetos, acercandose a la
significacion estadistica (p = 0,05). No hubo diferencias en la expresion al analizar los

linfocitos CD4+ y CD8+ por separado (Figura 4.8.).

FIGURA 4.8. Comparacion en el porcentaje de linfocitos T CD3+, CD4+ y CD8+ que

expresan L-selectina entre pacientes, familiares sanos y controles sanos
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El porcentaje de linfocitos que expresaban L-selectina en los pacientes EM fue

superior en las formas RR que en las formas SP, aunque tampoco hubo diferencias

comparando entre si los cuatro grupos (Figura 4.9.).

FIGURA 4.9. Descripcion del porcentaje de linfocitos que expresan L-selectina segun la

forma clinica de EM
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A diferencia de lo observado en los linfocitos T, en los monocitos comprobamos
que el porcentaje de células que expresaban L-selectina fue muy significativamente inferior
en pacientes y sus familiares sanos que en el grupo control sano (p= 0,001) (Figura 4.10.).
En la Figura 4.11. se describen los porcentajes de monocitos que expresan L-selectina en
todas las familias estudiadas. En todas ellas, la media de los valores de los pacientes y la
media de los valores de los familiares sanos fueron inferiores a la media de los controles

sanos. No pudimos disponer de los valores de la familia 6 por problemas técnicos.

FIGURA 4.10. Comparacion del porcentaje de monocitos que expresan L-selectina entre

pacientes, familiares sanos y controles sanos.
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FIGURA 4.11. Descripcion del porcentaje de monocitos que expresan L-Selectina en

pacientes, familiares sanosy controles sanos.
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Al anadlizar €l porcentaje de monocitos que expresaban L-selectina segun la forma

clinica, hallamos una expresion similar en lasformasEMSPy en las EMRR (figura4.12.).

FIGURA 4.12. Porcentagje de monocitos que expresan L-selectina segun la forma clinica de
EM
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No hallamos diferencias en las intensidad media de inmunofluorescencia en ninguna

de las poblaciones celulares analizadas (figura 4.13.)

FIGURA 4.13. Comparacion en la intensidad media de fluorescencia (z score) de la L-
selectina entre pacientes, familiares sanos y controles sanos en linfocitos y

monocitos.
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4.3.2. Andlisisdela expresion de VLA-4

Al andizar € porcentge de linfocitos que expresaban e complgo VLA-4
(CD29/CD49d) no hallamos diferencias entre ninguno de los tres grupos, ni en los
linfocitos T (CD3+), ni en sus subpoblaciones CD4+ y CD8+ (figura 4.14.). La expresion
fue similar en las dos formas clinicas de EM (figura 4.15.).

FIGURA 4.14. Comparacion en el porcentgje de linfocitos CD3+ que expresan VLA-4 entre

pacientes, familiares sanosy controles sanos
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FIGURA 4.15. Comparacion del porcentgje de linfocitos que expresan VLA-4 entre las dos

formas clinicas de EM, familiares sanosy controles sanos
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Tampoco hallamos diferencias significativas en el porcentgje de linfocitos cuando
analizamos las dos subunidades del complgjo VLA-4 (CD29 y CD49d) por separado
(Figuras 4.16. y 4.17). El porcentgje de linfocitos que expresaban cada una de las dos
subunidades fue ligeramente superior en las formas SP que en las RR, pero no acanzo

significacion estadistica (figura4.18.).

FIGURA 4.16. Comparacion en € porcentge de linfocitos que expresan CD29 entre

pacientes, familiares sanosy controles sanos
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FIGURA 4.17. Comparacion entre los tres grupos en e porcentge de linfocitos que

expresan CD49.
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La intensidad media de fluorescencia de CD29 fue significativamente més elevada

en los pacientes EM que en los controles sanos, tanto en la poblacion CD3+ (p=0,01) como

en la CD8+ (p=0,03). No hubo, en cambio, diferencias significativas entre los pacientes y

los familiares sanos, ni entre estosy los controles sanos (Figura4.19.).

La intensidad media de fluorescencia de CD49d fue similar en los tres grupos

analizados (figura4.20.).

FIGURA 4.19. Comparacion de la intensidad media de inmunofluorescencia de CD29 en

linfocitos en pacientes, familiares sanosy controles sanos.
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FIGURA 4.20. Comparacion entre los tres grupos en laintensidad media de
inmunofluorescencia (z score)del CD49.
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4.4. ANALISIS DE LA EXPRESION DE RECEPTORES DE
QUIMIOCINAS

Para estudiar los receptores de quimiocinas, se incubaron las células con los
respectivos anticuerpos monoclonales marcados durante 30 minutos, y se redizo e
recuento celular mediante citometria de flujo. El resultado se expresd en porcentaje de

linfocitos positivos parala molécula en estudio y en intensidad media de fluorescencia.

4.4.1. Analisisdela expresion de CCR5

El porcentge de linfocitos T totales (CD3+), y de sus subpoblaciones CD4+ y
CD8+, que expresaban CCRS5 fue superior en pacientes EM que en los otros dos grupos,
aunque la diferencia no alcanzd significacion estadistica (Figura 4.21.). Redlizando €l
andlisis segun la forma clinica de EM, se observo una mayor expresion en las formas SP
que en las RR, pero no hubo tampoco diferencias estadisticamente significativas (Figura
4.22.).

FIGURA 4.21. Expresion de CCR5 en linfocitos en los tres grupos de sujetos
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FIGURA 4.22. Expresion de CCR5S en linfocitos T segun laformaclinica de EM
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A diferencia de en los linfocitos T, en los monocitos, € porcentaje que expresaba
CCR5 fue superior en controles que en los otros dos grupos, aunque tampoco alcanzd
significacion estadistica (Figura 4.23.). No hallamos diferencias analizando la expresion

segun laformaclinicade EM (Figura4.24.).

FIGURA 4.23. Comparacion entre los tres grupos en e porcentge de monocitos que

expresaban CCRS.
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FIGURA 4.24. Comparacion de la expresion de CCR5 en monocitos segun laformaclinica
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La intensidad media de fluorescencia del CCR5 fue mayor en los pacientes y
familiares sanos que en & grupo control tanto en linfocitos como monocitos, pero en

ninguna de | as poblaciones leucocitarias alcanzé significacion estadistica (Figura 4.25.).

FIGURA 4.25. Comparacion entre los tres grupos en la intensidad media de expresion de
CCRS.

0,2 0,2
IMF IMF _
0,1 -—| 0,1
0 L 1
0 —
0,1 |
-0,1 -0,2

-0,2 -0,3

Paciente | Familiar | Control Paciente | Familiar | Control
OCD3+CCR5+ | 0,164 -0,018 -0,144 |I:| CD4+CCR5+ | 0,0279 0,139 -0,19
p=04 p=04
04
IMF gi_l_ — Mr 02 B
I =
_0’1 —
0,2 || -0,2
0,3 — 0,4 - —
04 Paciente | Familiar | Control
Paciente | Familiar | Control OcD14+ccRrs | 0,068 0,273 -0,36
O CD8+CCR5+ 0,12 0,133 -0,28 +
p=0,1 p = 0,06

83



4.4.2. Andlissdela expresion de CXCR3

Al analizar la expresién de CXCR3 se obtuvieron unos valores muy bajos para todas
las muestras. No hubo diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
CXCR3 ni en linfocitos T ni en monocitos (Figura 4.26.). Tampoco hallamos diferencias
significativas a analizar la expresion en linfocitos y monocitos segun la forma clinica de
EM (Figura4.27.).

FIGURA 4.26. Comparacion entre |os tres grupos en €l porcentaje de expresion ded CXCR3

en linfocitos y monocitos.
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FIGURA 4.27. Descripcion del porcentgje de células que expresan CXCR3 en linfocitos (A)
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Al andlizar laintensidad media de inmunofluorescencia (z score) de la expresion de
CXCRS3 en linfocitos y en monocitos tampoco hallamos diferencias significativas (Figura
4.28)) .

FIGURA 4.28. Comparacion entre |os tres grupos en la intensidad media de expresion del

CXCR3.
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4.5. RESUMEN DE RESULTADOS

1 La produccién de IFN-gamma por los linfocitos de sangre periférica de los
pacientes con EM es similar a sus familiares sanos y, en ambos casos,

significativamente superior que en la poblacion genera .

2. La produccion de IL-6 por los monocitos es similar en los pacientes EM, sus

familiares sanos'y los controles sanos.

3. La expresion de L-Selectina en los monocitos de sangre periférica de
pacientes EM es similar a sus familiares sanos y, en ambos casos,

significativamente menor que en lapoblacion general.

4. La expresion de VLA-4 por los linfocitos fue similar en los tres grupos
estudiados, a excepcion de la IMF de la CD29 que fue significativamente

mas el evada en pacientes EM que en |os otros dos grupos.

5. La expresion de los receptores de quimiocinas, CXCR3 y CCRS5, por las
células mononucleadas de sangre periférica, fue ligeramente superior en los
pacientes con EM que en los otros dos grupos, pero sin acanzar

significacion estadistica.

6. Se observa una tendencia a una mayor produccion de IFN e IL-6 en las

formas SP que en lasformasRR .
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4.6. TABLA DE RESULTADOS

POBLACION , )

CELULAR/MOLECULA SIGNIFICACION ESTADISTICA

PORCENTAJE IMF
CD3+IFN+ S EM >CS

FS >CS
CD4+IFN+ NO
CDS8+IFN+ NO
CD14+IL-6+ NO NO
CD3+CD62L+ NO NO
CD4+CD62L + NO NO
CD8+CD62L + NO NO
CD14+CD62L + S| CS>EM NO

CS>FS
CD3+CD29/49d+ NO NO
CD3+CD29+ NO S EM>CS
CD4+CD29+ NO NO
CD8+CD29+ NO S EM>CS
CD3+CD49d+ NO NO
CD4+CD49d+ NO NO
CD8+CD49d+ NO NO
CD3+CCR5+ NO NO
CD4+CCR5+ NO NO
CD8+CCR5+ NO NO
CD14+CCR5+ NO NO
CD3+CXCR3+ NO NO
CD4+CXCR3+ NO NO
CD8+CXCR3+ NO NO
CD14+CXCR3+ NO NO

88



5. DISCUSION

89



5.1. ESCLEROSIS MULTIPLE FAMILIAR

La agregacién familiar en la EM """ los conocimientos acerca de su patogenia
autoinmune y la demostrada mayor incidencia de otras enfermedades autoinmunes en los

21321421
3214215 " son datos que abren un campo de

familiares de primer grado de pacientes con EM
estudio muy interesante. Resulta tentadora la busqueda de aspectos inmunoldgicos,
diferenciales o compartidos, entre los miembros sanos y enfermos de familias con EM
familiar, que nos puedan ayudar en un futuro a, por un lado, comprender mejor la mayor
susceptibilidad de algunas familias a padecer EM, y, por otro lado, a detectar precozmente
a aquellos individuos con mayor riesgo de padecerla. Nuestros resultados contribuyen a dar
respuesta a estas incognitas.

Dos son los aspectos mas destacables del presente estudio:

Por un lado, la poblacion de pacientes sometida a investigacion: 13 familias
multiplex, incluyendo en cada familia el estudio de dos casos de EM emparentados entre si,
en primer o segundo grado, y la totalidad de hermanos sanos de uno de los dos pacientes.
Al poder realizar la extraccion de sangre de los familiares sanos en nuestra unidad, con
todas las dificultades que ello implica, teniendo en cuenta que con frecuencia los familiares
residian en otras provincias de Espafia, hemos tenido informaciéon directa acerca de su
estado de salud. Esto nos ha permitido descartar la existencia de sintomas pasados o
presentes que sugirieran EM, otra enfermedad autoinmune o procesos inflamatorios agudos
o cronicos que pudieran alterar las moléculas estudiadas.

Por otro lado, hemos investigado simultaneamente seis moléculas implicadas en
diferentes pasos del proceso inflamatorio-autoinmune de la EM. Dado que las CC pro-
inflamatorias son las mas directamente implicadas en la patogenia de la EM, hemos
seleccionado para el estudio inmunolédgico dos de ellas, el IFN-y, una molécula que ejerce
una clara funcion pro-inflamatoria y la IL-6, una molécula con funcion dual, pro- y anti-
inflamatoria. La eleccion de la L-selectina y el VLA-4 como moléculas de adhesion, la

hemos basado en el diferente, y al mismo tiempo complementario, papel que juegan ambas
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moléculas en la adhesion celular, la primera participando en un primer contacto con el
endotelio vascular y la segunda afianzando la union al mismo.

Dado que las células Thl parecen ser los linfocitos mas directamente implicados,
hemos escogido dos receptores de QC expresadas por ellas, el CCRS y el CXCR3.

Hasta el momento son pocos los estudios realizados que hayan investigado aspectos
inmunoldgicos de los familiares de pacientes con EM esporadica , y, ain menos, los que
han estudiado familias multiplex.

Algunos autores han analizado la frecuencia de células reactivas frente a la PBM en
los familiares de pacientes con EM. Fredrikson y col. *'® hallaron en doce familias simplex
un mismo numero de células reactivas frente a PBM en los pacientes EM que en sus
familiares sanos. Voskuhl y col. 2"/, asi como Joshi y col.*'® estudiaron una y tres familias
multiplex respectivamente, y hallaron la misma frecuencia en los miembros sanos y
enfermos. Por Gltimo, Martin y col. *' realizaron el estudio en tres parejas de gemelos
monocigotos concordantes y tres discordantes para EM, y tampoco hallaron diferencias. A
diferencia de en nuestro trabajo, estos estudios carecen de un grupo control que permita
saber si esta reactividad frente a PBM era mayor en los enfermos y sus familiares sanos que
en la poblacion general, ya que los estudios que han comparado la frecuencia de células
reactivas frente a PMB entre pacientes EM y controles sanos no coinciden en sus resultados
58,220

Lutterotti y col.”*' estudiaron los niveles de anticuerpos anti-MOG y anti-PBM en
pacientes EM de doce familias multiplex y sus familiares asintomaticos y los compararon
con pacientes con EM esporadica y con un grupo de controles sanos. Hallaron un aumento
significativo de anticuerpos anti-MOG y anti-PBM, tanto en pacientes EM como en sus
familiares asintomaticos, con respecto a los controles sanos. Aun mas destacable fue el
hallazgo de niveles superiores de anticuerpos en los familiares sanos de las familias
multiplex que en los pacientes con EM esporadica. Este dato apoyaria, al igual que los
resultados de nuestro estudio, la existencia de factores inmunologicos, probablemente
familiares, que pudiesen favorecer la mayor susceptibilidad del individuo perteneciente a

una familia multiplex a padecer EM.
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Konttinen y col. ** estudiaron signos de activacion linfocitaria (expresion del
receptor de IL-2, secrecion de IFN-y, sintesis de DNA y expresion del locus I del HLA) en
11 pares de gemelos, 5 monocigotos y 6 dicigotos discordantes para EM, durante fases
inactivas de la enfermedad (formas cronicas progresivas y remitentes progresivas). No
hallaron diferencias. Tampoco utilizaron grupo control sano sin relaciéon familiar con los
pacientes.

También hay un estudio reciente de CC en familiares sanos de pacientes con EM,
pero a diferencia de nuestro estudio, en EM esporadica ***. Este trabajo, realizado por Jong
y col., estudid pacientes con EM esporadica y sus familiares de primer grado sanos,
utilizando como grupo control los esposos de los pacientes y sus familiares de primer
grado. Hall6 en los familiares de pacientes con EM tipica (RR y SP) unos niveles séricos de
IL-10 significativamente inferiores que en los controles. En cambio, tenian unos niveles
séricos de TNF un 10% (no significativo) superior a la de familiares de controles. La
conclusion del estudio fue que los familiares de pacientes con EM tipica tienen un patron
proinflamatorio de CC, y que los miembros de familias con baja produccion de IL-10 y alta
de TNF tienen un riesgo aumentado en 4 veces de desarrollar EM comparado con

miembros de familias con alta produccion de IL-10 y baja de TNF.

Discutiremos a continuacion cada uno de nuestros resultados.

5.2. CITOCINAS

5.2.1. INF-y

El IFN-y juega un importante papel en la regulacion de la respuesta inmune ***. Existen
evidencias que sugieren que el IFN-y es un mediador de la inflamacion en la EM, como su
capacidad para inducir la produccion de otras CC pro-inflamatorias **° y la expresion de

moléculas HLA clase II en los monocitos/macrofagos, asi como el hecho de que el
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tratamiento con IFN-y recombinante en pacientes con EM induzca un empeoramiento de la
174
enfermedad ™.

Diversos autores han hallado en pacientes con EM un aumento de la produccion de

175,176 177,178,226

IFN-y por PBL precediendo al brote clinico
enla EMSP '

, en la EM progresiva-activa

En nuestro estudio hemos hallado un porcentaje de linfocitos T CD3+ productores de
IFN-vy significativamente mas elevado en el global de pacientes EM que en el global de los
controles sanos (p=0,01). Observamos un valor medio de los pacientes superior al valor
medio de los controles en 10 de las 13 familias estudiadas.

Es logico pensar que, aunque la mayoria de nuestros pacientes se hallaban en una fase
clinicamente inactiva, el potencial pro-inflamatorio de los linfocitos al ser estimulados
perdura a lo largo del curso de la enfermedad '** .

Hemos comprobado una ligera mayor produccion de IFN-y en las formas EMSP que en
las formas EMRR, observacion que coincide con el estudio de Becher y col. '”°. Jong y col.
22 observaron mayores niveles de TNF-a en las formas de EM tipica (RR y SP) que en las
formas PP.

Los familiares sanos de los pacientes con EM también mostraron un aumento en la
produccion de IFN-y con respecto a los controles sanos en la mayoria de familias
estudiadas (11/12; en una familia no fue valorable por no disponer de los valores de los
familiares sanos por problemas técnicos), lo que hace pensar que también existe un mayor
potencial pro-inflamatorio en estos sujetos. Merece la pena destacar que en tres familias la
produccién de IFN-y fue marcadamente superior en los hermanos sanos que en los
pacientes. Nuestro objetivo futuro es realizar un seguimiento clinico de los familiares
actualmente sanos para comprobar quienes desarrollan la enfermedad en el futuro, y
comprobar si existe correlacion con la elevada produccion de IFN.

1. 2 que halla en los

Nuestro resultado coincide en cierto modo con el de Jong y co
familiares de pacientes con EM tipica (RR y SP) niveles séricos superiores de otra citocina

pro-inflamatoria, el TNF, que en los familiares de los controles.
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Se han llevado a cabo estudios en otras enfermedades de origen autoinmune que
también demuestran similitudes en los patrones de produccion de citocinas de los pacientes

o . . 227
y sus familiares sanos. Asi p.e., el estudio de Karlsson y col.

que ha analizado la
producciéon de ARNm de IFN-y e IL-4, ha demostrado una mayor ratio IFN-y: IL-4 en
familiares con elevado riesgo de desarrollar DM tipo I que en los pacientes con diabetes
clinica, lo que sugiere una desviacion hacia un patron de secrecion Thl en la fase preclinica
de esta enfermedad. Hussain y col.?® también han demostrado una marcada hipersecrecion
de IL-1a y TNF-a por PBL estimuladas en los familiares de pacientes con DM 1. Por otro
lado, varios autores han hallado un aumento de la produccion de IL-10 en pacientes con
SLE y sus familiares sanos con respecto a controles sanos 2%,

Una cuestion que se plantea ante estos resultados es, si el aumento de produccion de
citocinas proinflamatorias es un fendémeno primario innato o secundario al inicio de un
proceso inflamatorio aun subclinico. Un estudio de Eskdale y col. *** apoya la influencia
genética en el patron de secrecion de citocinas al demostrar que la capacidad de secretar IL-
10 puede variar en funcion de la composicion genética del locus de la IL-10. Por otro lado,
Westendorp y col. *** han hallado que un determinado patrén anti-inflamatorio de citocinas
innato contribuye a presentar una enfermedad meningococica fatal. Por el contrario,
Hussain y col.*® hallaron en un grupo de pacientes con DMID y sus familiares sanos
niveles séricos elevados de TNF-alfa e IL-2, pero no detectaron correlacion con el HLA
DR. Tampoco Jong y col. ** hallaron correlacion entre los niveles de CC y el HLA DR2 .

1. 2% , cabe la

En el caso de nuestro estudio, al igual que en el estudio de Jong y co
posibilidad de que alguno de los familiares de pacientes EM padecieran una forma
subclinica de la enfermedad, ya que no se les realizaron exploraciones paraclinicas.
Teniendo en cuenta que el riesgo de desarrollar la enfermedad de un familiar de primer o

segundo grado no supera el 3% ', este hecho no modificaria los resultados del estudio.

94



5.2.2. IL-6

La IL-6 juega un importante papel en la fase aguda de la respuesta inflamatoria, que
se caracteriza por la induccion de la produccion de proteinas de fase aguda. Ademas es
importante para el desarrollo de repuestas inmunologicas especificas. Induce la
diferenciacion de las células B activadas culminando en la produccion de Igs, estimula la
proliferacion de las células T timicas y periféricas en cooperacion con la IL-1, induce la
diferenciacion de las células T hacia células T citoliticas y activa las células NK ***.

Hay datos que sugieren su papel anti-inflamatorio en la EM. En el modelo de EM
inducido por el virus de la encefalitis murina, la administracion de IL-6 recombinante
reduce la desmielinizacién e inflamacion de la médula espinal > . De forma similar, en la
EAE la IL-6 recombinante inhibe la enfermedad **° .

Por otro lado, se ha observado que los ratones "knock out" de IL-6 son resistentes a
la EAE inducida con MOG '*°.

Algunos autores han detectado un aumento del nimero de monocitos secretores de
IL-6 en sangre periférica de pacientes con EM 2°*2%,

Imamura y col. 2% estudiaron en pacientes EM la produccién de CC por monocitos
estimulados con LPS, y hallaron una mayor produccion de IL-6 en los pacientes en fase
aguda que en los pacientes EM en remision, pacientes con otras enfermedades neuroldgicas
autoinmunes y no autoinmunes y controles sanos. Maimone y col. %7 hallaron un aumento
de monocitos no estimulados productores de IL-6 en formas cronicas progresivas de EM
comparado con controles.

En nuestro estudio la produccion de IL-6 por los monocitos de los pacientes EM no
fue significativamente diferente de la de los sujetos control. Tampoco fue diferente la
produccion de los hermanos sanos con respecto a los pacientes EM ni los controles sanos.
Es muy probable que la ausencia de diferencias sea debida a que nosotros hemos analizado
pacientes en fase inactiva de la enfermedad. Esto apoyaria el hecho de que la capacidad

basal de produccion de los monocitos sea la misma en los pacientes, familiares sanos y

controles, y que Unicamente aumenta en fases de actividad, entendiendo tanto formas RR
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en brote como formas SP. Otro dato que apoya esta hipdtesis es que observamos una
marcada mayor produccion de IL-6 en las formas secundariamente progresivas comparado

con las formas remitentes-recurrentes.

5.3. MOLECULAS DE ADHESION

5.3.1. L-Selectina

Las selectinas, L, P y E, son glicoproteinas transmembrana que median el rodar de
los leucocitos sobre las células endoteliales microvasculares. Este fendémeno se ha
observado tanto en linfocitos y neutréfilos como en monocitos *** .

Mediante la utilizacion del AcMo MEL14, se ha demostrado que la L-selectina esta

239,24 .,
39240 También la

implicada en la migracion de los neutréfilos hacia el tejido inflamado
administracion de AcMo anti-L-selectina ha demostrado bloquear in vitro la adhesion de
los monocitos al endotelio desde un 30% **! hasta un 87% ***, probablemente dependiendo
del activador del endotelio utilizado en el experimento.

Otro dato que apoya la potencial importancia de la L-selectina en la EM, viene dado
por la demostracion de que la administracion de un Ac monoclonal anti-L-selectina suprime
en las ratas Lewis la EAE inducida mediante sensibilizacion a la MBP e inhibe levemente
la EAE inducida por transferencia de céls T especificas frente a MBP ®® .

En nuestro estudio, no hallamos diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de la L-selectina en los linfocitos T de los tres grupos de sujetos estudiados. En
cambio, pudimos observar una clara menor expresion de L-selectina por los monocitos de
los pacientes EM y sus familiares sanos, con respecto al grupo control sano. Esta diferencia
fue estadisticamente muy significativa (p=0,001). El porcentaje medio de monocitos de los
controles que expresaban L-selectina fue superior al porcentaje medio de los pacientes y al

porcentaje medio de los familiares sanos en 11 de las 12 familias estudiadas (en la familia 6

no se pudieron analizar ni los pacientes ni los familiares sanos por problemas técnicos).
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Nuestros resultados estan de acuerdo con numerosos estudios de la L-selectina en
diferentes enfermedades de patogenia autoinmune como la artritis reumatoide, la
enfermedad de Graves, la diabetes tipo I, la psoriaris y la esclerosis sistémica, que
demuestran una disminucion de la expresion de la L-selectina en linfocitos y/o monocitos
de los pacientes comparado con los controles, asi como un aumento de los niveles séricos
de su forma soluble 2#-2#4-243246

La disminucion de la expresion de la L-selectina en los monocitos de nuestros
pacientes y familiares sanos, podria obedecer a una mayor liberacion de la misma de la
superficie celular. No hemos realizado la determinacion de su forma soluble, lo que nos
podria haber ayudado a confirmar esta posibilidad. En otro estudio reciente realizado en

4 . , . .
, se demostraron mayores niveles séricos de L-selectina soluble en

nuestro laboratorio '*
pacientes que en controles sanos.

La primera vez que se demostrd la rapida pérdida de la L-selectina de la superficie
celular fue tras la estimulacion de neutréfilos con factores quimiotacticos **'
Posteriormente, se comprobd que la pérdida de la L-selectina de la superficie celular se
producia por escision proteolitica en el dominio extracelular de la molécula *** . Estudios
posteriores demostraron que la selectina no so6lo se escinde cuando la célula es activada,
sino también tras el tratamiento con reactivos que reaccionan de forma cruzada con la L-
selectina **’, antinflamatorios no esteroideos *° , o concentraciones elevadas de proteina C
reactiva ' .

El papel fisiologico de la rapida escision de la L-selectina ain no se conoce
completamente. Se ha comprobado que la escision proteolitica de la L-selectina modula la
velocidad del rodar de los leucocitos sobre las células endoteliales **' . Por otro lado, se ha
propuesto que la pérdida de la L-selectina permite a los leucocitos desprenderse de la
superficie luminal de la pared vascular e iniciar la migracion entre las células endoteliales y

7 El estudio fenotipico de las

a través de la pared del vaso hacia el tejido subyacente
células T capaces de realizar la migracion transendotelial también ha demostrado que hay

menor proporcion de células que expresan L-selectina 2°*** | lo que podria indicar que las
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células que alcanzan el lugar de inflamacion son las células que tras la adhesion al
endotelio han perdido la selectina de su superficie.

La selectina soluble también es funcionalmente activa y puede inhibir la uniéon de
los leucocitos al endotelio *>° . En adultos sanos cuyos leucocitos de sangre periférica no
han demostrado ningun signo obvio de activacion, la L-selectina soluble estd presente en
plasma. Se cree que la continua liberacion de L-selectina durante el rodar fisiologico de los
leucocitos es un posible origen de la L-selectina en el plasma de adultos sanos 2 .

En nuestro estudio, como hemos comentado previamente, la significativa menor
expresion de la L-selectina en pacientes y familiares sanos, ha sido exclusivamente
evidente en la poblacion de monocitos, y no en linfocitos. Esto podria sugerir que en
situacion basal, los monocitos presentan ya cierto grado de activacion en pacientes y
familiares. Cabe recordar que los monocitos aumentan la expresion endotelial de MA y
favorecen la migracion transendotelial de los linfocitos T ** . Por otro lado, los macrofagos
predominan sobre las células T en las placas de EM, y puede que sean las primeras células
presentes en la EM aguda %7 .

En conclusion, en nuestro estudio se ha podido comprobar la menor expresion de L-
selectina en los monocitos de pacientes con EM y sus familiares sanos, con respecto a los
controles. Ello podria deberse a una mayor escision de la L-selectina de la superficie celular
por un aumento de la proteolisis, bien por induccion directa por alguna molécula sérica, o
bien, por un aumento del rodar de los monocitos sobre el endotelio. En este ultimo caso,
también podria jugar un papel la mayor produccion de IFN-gamma, ya que éste induce la
expresion de [ICAM-1 en el endotelio vascular, y se ha podido comprobar que esta molécula

, C o, . . . . 258
actia sinérgicamente con la L-selectina en el rodar de los leucocitos sobre el endotelio =°.

5.3.2. VLA-4

El VLA-4, o integrina alfa-4 beta-1, se encuentra en los leucocitos activados, se

adhiere a la fibronectina a través de su segmento conector CS-1 y al endotelio vascular a
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través de la molécula de adhesion celular vascular -1 (VCAM-1). La VLA-4 es crucial para
que los linfocitos T penetren en el tejido cerebral **° | por lo que es un factor patogénico
muy importante, y la administracion de AcMo anti - la cadena alfa 4 (CD49d) o beta
1(CD29) del VLA-4 bloquean completamente la migracion de los monocitos inducida por
C5a en endotelio activado con L1-alfa, TNF-alfa o LPS 2% .

En nuestro estudio, los porcentajes de linfocitos que expresaron VLA-4, o sus dos
subunidades CD29 y CD49d analizadas por separado, fueron muy similares en pacientes,
hermanos sanos y controles; no hubo diferencias estadisticamente significativas. Este hecho
podria ser debido a que los pacientes sometidos a estudio se hallaban en una fase inactiva
de la enfermedad. Un estudio previo reciente realizado en nuestra unidad **' si demostré un
aumento de células CD4+CD49d+ en sangre periférica de pacientes con EMRR, pero los
pacientes estudiados se hallaban en brote.

Por otro lado, si hallamos una mayor IMF de CD29 en linfocitos CD3+ de los
pacientes con respecto a los otros dos grupos, siendo la diferencia estadisticamente
significativa respecto a los controles sanos (p=0,01 para CD3+). La mayor expresion en los
linfocitos CD3+ vino marcada por la mayor expresion en su subpoblacion CD8+ (p=0,03).
La IMF de la subunidad CD49d del complejo VLA-4 fue, en cambio, similar entre los tres
grupos. Este resultado podria deberse al aumento de expresion de otras integrinas, como el
VLA-5y VLA-6, de las que la el CD29 también es parte constituyente.

Algunos estudios han demostrado un aumento de la proporcién de linfocitos en

sangre periférica que expresan VLA-4 y LFA-1, tanto en EMRR como EMSP '*"14*

Contrastando con estos resultados, otros autores, o no han hallado diferencias 145,146,147 , 0,
por el contrario han comprobado en los pacientes EMRR una menor expresion de VLA-4 y
VLA-35, asi como de su subunidad beta comtin, CD29 '** . Stuber y col. 146 analizaron en un
estudio longitudinal los patrones de expresion de VLA-4 y LFA-1 en CD4+, que no
cambiaron significativamente a lo largo de 6 meses, aunque los pacientes mostraron
actividad en la RMN.

Existen pues, resultados muy discordantes en los estudios realizados hasta el

momento sobre la molécula VLA-4 en la EM. Teniendo en cuenta el demostrado papel que
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juega esta molécula de adhesion en la patogenia del proceso inflamatorio, deberia esperarse
un aumento de su expresion en los pacientes con respecto a los controles. En nuestro
estudio, esto solo se ha cumplido para la expresion de la subunidad beta 1. El grupo de
hermanos sanos mostré una expresion no significativamente diferente a los pacientes ni a

los controles sanos.

5.4. RECEPTORES DE QUIMIOCINAS

5.4.1 CCRS

La interaccion de las quimiocinas con sus respectivos receptores de superficie media
el reclutamiento de subpoblaciones leucocitarias concretas hacia el lugar de inflamacion **'.
Diferentes estudios han demostrado la expresion de diferentes quimiocinas y sus receptores
en diferentes fases de las lesiones de EM '!626311973

En nuestro estudio hemos hallado una mayor expresion de CCRS en los linfocitos
CD3+ (CD4+ y CD8+ )en pacientes con EM que en el grupo de controles sanos, aunque no
ha alcanzado diferencia estadisticamente significativa. El grupo de familiares sanos ha
mostrado una produccion similar al grupo control sano. No ha habido tampoco diferencias
en la expresion en la poblacion de monocitos.

Otros autores han demostrado un aumento de la expresion de CCRS en linfocitos de
sangre periférica en pacientes EM en brote *?* y de CCR5 y CXCR3 en linfocitos de
pacientes con formas progresivas de EM ''' . Un estudio previo realizado en nuestro
laboratorio ''® hall6 una mayor expresion de CCR5 en CD4+ y CD8+ en los pacientes EM.
En este estudio se incluyeron formas EMPP, que mostraron mayor porcentaje de células
CD4+CCR5+ que las formas EMRR o EMSP.

También se ha demostrado que la produccion de RANTES, un ligando del CCRS,
esta aumentada en la EM-RR comparado con controles, sobre todo durante fases activas de

la enfermedad '*° .
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Sorensen y col. * hallaron en los pacientes EM en fase activa un aumento en la
frecuencia de células T del LCR que expresaban el CXCR3 y CCRS, comparado con sangre
periférica. De forma similar, y en otra patologia inflamatoria de mecanismo autoinmune
como es la artritis reumatoide, Quin y col. **> demostraron en el liquido sinovial de un
paciente que de los linfocitos T, un 97% eran CXCR3+ y un 80% CCRS5+, frente a un 35%
y 15% respectivamente en sangre periférica. Estos hallazgos podrian sugerir que ambas
QC marcan las subpoblaciones linfocitarias con capacidad para migrar a los lugares de
inflamacion.

No se ha podido demostrar hasta el momento en familias multiplex relacion entre
los genes que codifican los receptores de algunas QC y la incidencia de la enfermedad en

los miembros de las familias 2.

En conclusion, el CCRS parece ver aumentada su expresion en fases de inflamacion
activa de la EM (RR en brote o formas progresivas), cuando los linfocitos T son reclutados
hacia el lugar de inflamacion. En nuestro estudio, en el que la mayoria de pacientes
padecian formas RR y se hallaban en fase de remision, la expresion fue superior en los
pacientes EM, probablemente indicando cierto grado de inflamacion activa, aunque sin
alcanzar significacion con respecto a los otros dos grupos. La expresion en los familiares
sanos fue similar al grupo control. Teniendo en cuenta estos resultados, cabria concluir que
el CCRS actuaria mas como un marcador de actividad de la enfermedad que de

susceptibilidad.

5.4.2 CXCR3

El CXCR3 esta altamente expresado en linfocitos T activados con IL-2, pero no en
linfocitos T, células B, monocitos o granulocitos no activados > El CXCR3 se une a las
quimiocinas IP-10 y Mig, que estan inducidas por el IFN-gamma **’ . La respuesta a IP-10

26

y Mig, junto a la expresion de los ligandos para la E- y P-selectina **® | favorece
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probablemente la migracion de las células Thl y ThO al lugar de la reaccion inflamatoria
dominada por la produccion de IFN-gamma **° .

En nuestro estudio los pacientes EM mostraron una ligera mayor expresion de
CXCR3, tanto en linfocitosCD3+ como en CD4+ como en monocitos, pero en ningin caso
significativa. Este hecho podria deberse nuevamente a que la mayoria de pacientes se
hallaban en una fase inactiva de la enfermedad, lo que también explicaria los bajos niveles
de CXCR3 detectados .

Balashov y col. '

demostraron que tanto las células CD3+CCR5+ como las
células CD3+CXCR3+, se hallaban elevadas en sangre periférica en la EM progresiva
(P<0.005), y que el porcentaje de células T CXCR3+ también estaba aumentado en la EM
RR (P<0.05) comparado con controles. En cambio, Sorensen y col. 7 no hallaron
diferencias en el porcentaje de CD4+ o CD8+ que expresaban CXCR3 entre pacientes EM
en fase activa y controles sanos. En cambio, si hallaron un elevado porcentaje de células
positivas para los receptores CCRS5 y CXCR3 en el LCR de los pacientes. Este dato, junto a
la indemnidad de la BHE en el 95% de los pacientes, sugiere que la mayor expresion es

debida a la sintesis local en el SNC y no a la difusion de células positivas desde la sangre

periférica.
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6. CONCLUSION
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Las conclusiones que podemos obtener de los resultados de este estudio son las siguientes:

1.

La produccion de IFN-y, un potente inmunomodulador, es mas elevada en
los pacientes EM y los familiares sanos de las familias multiplex que en los
controles sanos, lo que sugiere la existencia de un mayor potencial pro-
inflamatorio, no so6lo en los sujetos con EM, sino también en los miembros

que no padecen la enfermedad clinica.

La expresion de la L-selectina en los monocitos, es inferior en los pacientes
y los familiares sanos de las familias multiplex que en los controles sanos, lo
que sugiere, que los miembros que no padecen la enfermedad clinica
también presentan un mayor grado de activacion de esta poblacion celular,

tan importante en el inicio del proceso inmunopatogénico de la EM.
Estos hallazgos apoyan la existencia de cambios inmunoldgicos comunes a

todos los miembros de las familias multiplex, que pueden ser signo de la

mayor susceptibilidad a padecer EM.
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