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Resumen

Introduccion

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad autoinmune crénica del sistema nervioso central
que induce desmielinizacidn, inflamacién y dafio axonal. Este ultimo es el responsable de la
discapacidad que sufren los pacientes. Aparece mayoritariamente en la segunda y tercera
década de la vida y es mas frecuente en mujeres que en hombres (ratio 3/1). La etiologia de la
enfermedad se desconoce, aunque se han identificado diferentes factores ambientales que
favorecen la aparicion de la enfermedad en individuos genéticamente predispuestos. La EM se
caracteriza por su gran variabilidad sintomatica determinada por la localizacién de lesiones

desmielinizantes en el sistema nervioso central.

Aunque no existe una cura para la enfermedad, se dispone de mas de una decena de fdrmacos
modificadores del curso de la enfermedad. Esta gran variedad de farmacos hace necesaria la
busqueda de biomarcadores capaces de predecir la respuesta al tratamiento, que contribuyan
a establecer una terapia personalizada en la EM. Se han descrito diversos biomarcadores utiles
en el diagnéstico y prondstico de la enfermedad, sin embargo, adn se necesita profundizar en la

investigacién de nuevos biomarcadores de respuesta a las distintas terapias.

Entre los ultimos farmacos de administracidn oral aprobados para el tratamiento de la forma
remitente recurrente (la forma mas frecuente de la enfermedad) se encuentran dimetilfumarato
y teriflunomida. Ambos han demostrado su eficacia en diversos ensayos clinicos, aunque su
efecto sobre el sistema inmunitario todavia no estd claro y son necesarios mas estudios que
pongan de manifiesto su impacto sobre las diferentes poblaciones leucocitarias y la utilidad de

las mismas como biomarcadores de respuesta.



Resumen

Objetivos y métodos

Los objetivos de esta tesis fueron:

- La identificacion de los cambios en subpoblaciones leucocitarias hematicas y en la
produccidon de citocinas por linfocitos T y B en pacientes de EM tratados con
dimetilfumarato.

- La busqueda de biomarcadores que identificasen de forma precoz a los respondedores
optimos a dimetilfumarato.

- La identificacién de los cambios en subpoblaciones leucocitarias circulantes y en la
produccidon de citocinas por linfocitos T y B en pacientes de EM tratados con
teriflunomida.

- La busqueda de biomarcadores que identificasen de forma precoz a los respondedores

Optimos a teriflunomida.

Para ello estudiamos una amplia variedad de poblaciones leucocitarias circulantes antes de
iniciar el tratamiento y después de 6 meses del mismo en 64 pacientes tratados con
dimetilfumarato y 55 tratados con teriflunomida. Ademads, se monitorizé la respuesta clinica y

radiolégica en ambos grupos de pacientes con un seguimiento de un afio.

Resultados

En el grupo total de pacientes tratados con dimetilfumarato observamos un aumento de los
linfocitos T naive y una disminucidn de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria efectora y CD8+
terminalmente diferenciados (TD) durante el tratamiento. Ademas, los respondedores éptimos
mostraron una reduccién significativa en los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central,
células B de memoria, linfocitos T CD4+ productores de IFN-gamma, linfocitos T CD8+
productores de TNF-alfa e IFN-gamma y células B TNF-alfa +. Ademas, se observé un aumento
de células NK CD56 bright exclusivo de este grupo, que correlacionaba negativamente con los

linfocitos T CD8+ TNF-alfa+ e IFN-gamma-+. Por tanto, el tratamiento con dimetilfumarato induce
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una reprogramacion del sistema inmunitario con un aumento de poblaciones reguladoras y una
disminucién de poblaciones efectoras. Ademads, el grupo de los respondedores dptimos a
dimetilfumarato se puede identificar a los seis meses de tratamiento por una disminucién de la
poblacién de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central, de linfocitos B de memoria y de
la produccion de citocinas proinflamatorias por linfocitos T y B, asi como por un aumento de

células NK CD56 bright.

Los pacientes tratados con teriflunomida experimentaron después de 6 meses de tratamiento
una disminucion de los porcentajes de linfocitos T CD4+ TD y de plasmablastos. Ademas, este
tratamiento indujo una reduccidn en la expresion de CD69 por los linfocitos T CD4+. No
encontramos cambios en la produccidén intracelular de citocinas proinflamatorias. Dentro del
grupo de células reguladoras, teriflunomida indujo un aumento en los porcentajes de linfocitos
T CD8+ y monocitos productores de IL-10. También produjo un claro aumento del porcentaje y
numero de monocitos que expresan PD-L1, que correlacionaba negativamente con el porcentaje
de linfocitos T CD8+ efectores. Estudiamos el efecto del bloqueo de PD-L1 sobre células
mononucleares de sangre periférica en cultivo y observamos una mayor tasa de proliferacién en
los linfocitos TD. Estos cambios se observaron tanto en los respondedores éptimos como en los
subdptimos, aunque la disminucién de CD4+ TD era mas patente en el primer grupo. No
encontramos cambios en la produccidn intracelular de citocinas proinflamatorias antes y

después del tratamiento.

Finalmente estudiamos los cambios asociados a la respuesta dptima a teriflunomida.
Observamos una disminucién de los linfocitos T CD8+ TD y un aumento de las células NK CD56

bright en los respondedores dptimos a los 6 meses del tratamiento.

En resumen, el tratamiento con teriflunomida induce una disminucidn de linfocitos TCD4+ TD y
de plasmablastos, y un aumento de linfocitos T CD8+ IL-10+ y monocitos IL-10+ y de monocitos

PD-L1+. Ademas, los respondedores éptimos mostraron una disminucién de células T CD8+ TD
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y un aumento de las células NK CD56 bright. Esta ultima subpoblacién podria ser un buen
candidato para detectar tras seis meses de tratamiento a los respondedores éptimos a

teriflunomida.

Conclusiones

Ambos tratamientos producen un cambio en el perfil inmunolégico alterado de los pacientes,
con una disminucién especifica para cada tratamiento de ciertas poblaciones efectoras, asi como
una induccién de ciertas poblaciones inmunorreguladoras, con la consecuente inhibicién de la
respuesta inflamatoria, responsable de la mejoria asociada al tratamiento. Ademads, se
proponen varios marcadores predictores de respuesta a los seis meses para cada tratamiento
como son la disminucién de la poblacién de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central, de
linfocitos B de memoria y linfocitos T y B productores de citocinas proinflamatorias para

dimetilfumarato y un aumento de células NK CD56 bright para ambos tratamientos.

10



Abstract

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune chronic disease of the central nervous system inducing
demyelination, inflammation and axonal damage, which is responsible for the neurological
damage suffered by MS patients. It appears mainly in the second and third decades of life and
is more frequent in women than in males (ratio 3/1). The exact causes of the disease are
unknown, although there are different environmental factors that favor the appearance of the
disease in genetically predisposed individuals. MS shows a wide variety of symptoms

determined by the location of the demyelinating lesions in the central nervous system.

Although there is no cure for the disease, there are more than ten drugs that modify the disease
course approved for MS treatment actually. This makes necessary to search for biomarkers
capable of predicting the treatment response and contribute to a personalized therapy in MS.
Different biomarkers useful in the diagnosis and prognosis of the disease have been described,

however much research is needed to find biomarkers predicting response to treatment.

Among the last orally approved drugs for the treatment of relapsing remitting forms are
dimethyl fumarate and teriflunomide. They have demonstrated their efficacy in various clinical
trials, although their effect on the immune system is still unclear and more studies are needed
to show their impact on different immune cell populations and their ability as response

biomarkers.

Objectives and methods

The objectives of this work were:

- To identify the changes in leukocyte blood subsets and in the production of cytokines
by B and T cells induced by dimethyl fumarate in MS patients.
- The search for biomarkers for the early identification of optimal responders to dimethyl

fumarate.
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- To identify the changes in leukocyte blood subsets and in the production of cytokines
by B and T cells induced by teriflunomide in MS patients.
- The search for biomarkers for the early identification of optimal responders to

teriflunomide.

We studied a wide number of blood leukocyte subsets before treatment initiation and 6 months
after in 64 patients treated with dimethyl fumarate and 55 treated with teriflunomide. Clinical

and radiological response to treatment was monitored during a year of follow-up.

In the total group of patients treated with dimethyl fumarate we observed an increase in naive
T lymphocytes and a decrease of effector memory CD4+ and CD8+ T cells, and of terminally
differentiated (TD) CD8+ T cells during treatment. Additionally, optimal responders showed a
significant reduction in central memory CD4+ and CD8+ T cells, memory B cells, CD4+ T cells
producing IFN-gamma, CD8+ T cells producing TNF-alpha and IFN-gamma and of B cells TNF-
alpha+. In addition, as well as an increase in CD56 bright cells, which negatively correlated with
the percentages of CD8+ T lymphocytes TNF-alpha+ and IFN-gamma+. Therefore, dimethyl
fumarate treatment induces reprogramming of the immune system with an increase regulatory
cells, and a decrease in effector memory ones. Moreover, optimal responders to dimethyl
fumarate can be identified after six months of treatment by a decrease in central memory CD4+
and CD8 + T cells, memory B cells and in T and B cells producing anti-inflammatory cytokines and

anincrease in CD56 bright NK cells.

Patients treated with teriflunomide experienced after 6 months of treatment a decrease in the
percentages of TD CD4 + T cells and plasmablasts. This treatment also induced a reduction in the
expression of CD69 by CD4+ T lymphocytes. We found no changes in the intracellular production
of pro-inflammatory cytokines by B or T cells. Regarding regulatory cells, we observed an
increase in CD8+ T cells and monocytes producing IL-10. We also detected a clear increase in the

percentage and number of monocytes expressing PD-L1, which correlated negatively with the

12
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percentage of effector CD8+ T lymphocytes. We studied the effect of blocking PD-L1 in cultured
peripheral blood mononuclear cells. It induced an increase of proliferation rate in TD T cells.
These variations were observed in optimal and suboptimal responders, although the decrease
in TD CD4+ T cells was more evident in the first group. We did not find any changes in the

secretion of pro-inflammatory cytokines by T and B cells upon teriflunomide treatment.

Finally, we studied changes associated to optimal response. We observed a decrease in TD CD8+
T cells and an increase of CD56 bright NK cells in the group of optimal responders after 6 months

of treatment.

Briefly, teriflunomide treatment with induces a decrease in TD CD4+ T cells and plasmablasts, as
well as an increase in of T CD8+ IL-10+ lymphocytes and IL-10+ monocytes and of tolerogenic
monocytes expressing PD-L1. Moreover, optimal responders showed a decrease of TD CD8+ T
cells and an increase of CD56 bright NK cells after six months of teriflunomide treatment. This
last subset could be a good biomarker to detect after 6 months of treatment, optimal responders

to of optimal response to teriflunomida in MS.

Conclusions

Both treatments produce a change in the abnormal immune profile of patients, with a specific
decrease of certain effector subset and an induction of some immunoregulatory ones. In
addition, several response predictive markers after six months of follow-up were found for every
treatment, such as a decrease in central memory CD4+ and CD8+ T cells, memory B cells and of
T and B cells producing pro-inflammatory cytokines for dimethyl fumarate and an increase in

CD56 bright NK cells for both treatments.

13
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BHE
BOC
CMSP
DHODH
DSS
E1P
EDSS
EM
GWAS

IFN

LMP
LCR
MEDA
NEDA
NF
NK
Nrf2
JC
ocT
ODA
PP
RM
RR
SNC
SP

Th
TNF
Treg

VEB

barrera hematoencefilica

bandas oligoclonales

células mononucleares de sangre periférica
dihidro-orotato deshidrogenasa
Disability Status Scale

esfingosina 1-P

Expanded Disability Scale
esclerosis multiple

Genome Wide Association Studies
interferdn

interleucina

leucoencefalopatia multifocal progresiva
liquido cefalorraquideo

Minimal disease activity

no evident disease activity
Nuclear factor

células natural killer

nuclear factor erythroid-derived 2
John Cuninngham

tomografia de coherencia dptica
ongoing disease activity

primaria progresiva

resonancia magnética
remitente-recurrente

sistema nervioso central
secundaria progresiva

T helper

factor de necrosis tumoral

T CD4+ reguladores

virus de Epstein-Barr
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Introduccion

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria crénica del sistema nervioso central
gue afecta a mas de dos millones de personas en el mundo, siendo la causa mas frecuente de

discapacidad neuroldgica en adultos jovenes.

Se desconocen las causas exactas que desencadenan la EM, aunque se han identificado
diferentes factores ambientales capaces de desencadenar la enfermedad en individuos

genéticamente predispuestos.

Es una enfermedad muy heterogénea en su clinica y evolucién. Se caracteriza por la aparicidn
de lesiones focales desmielinizantes, cuya localizaciéon determinara las manifestaciones clinicas
(debilidad en miembros, déficits sensoriales, ataxia, alteraciones visuales), y por dafio axonal,
responsable de la discapacidad a largo plazo. La forma mas comun de presentacién (85% de los
casos) es la remitente-recurrente (RR), que aparece entre los 18-35 afios y se caracteriza por
presentar episodios de empeoramiento agudo (brotes) seguidos de periodos de recuperacién

completa o parcial.

La EM es una enfermedad de naturaleza autoinmune. En las lesiones desmielinizantes se

observan infiltrados de macréfagos, linfocitos Ty en menor medida de linfocitos B.

En las ultimas dos décadas, los tratamientos modificadores de la enfermedad han sufrido una
revolucion. Desde la introduccién en 1993 de interferdn (IFN) beta-1b, el desarrollo posterior de
nuevas herramientas terapéuticas ha progresado rdpidamente mejorando la eficacia en la

disminucidén de los brotes, lesiones y en la progresion de la enfermedad.

1.1.ASPECTOS HISTORICOS
La EM se conoce como una entidad clinica desde hace mas de 140 anos. Las primeras
descripciones patoldgicas fueron hechas por Cruveilhier (1835) (1) y Carswell (1838) (2), pero no

fue hasta 1868, cuando Charcot realizd la primera descripcion detallada de las manifestaciones
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clinicas y anatomopatoldgicas de la enfermedad, denomindndola esclerosis en placas (3). En
1884, Pierre Marie asoci6 por primera vez la enfermedad con infecciones virales, describiendo
una exacerbacion de la misma tras periodos de fiebre e infeccidn (4). Por su parte, Thomas River
en 1935, asentd las bases autoinmunes, demostrando que la encefalitis autoinmune
experimental (EAE), modelo animal de la enfermedad, era desencadenada por componentes

propios del sistema nervioso central (SNC) (5).

La primera puncion lumbar que se conoce fue realizada por Quincke en 1891 (6), lo que permitio
estudios posteriores en dicho fluido, como el de Kabat en 1942, que evidencié el papel del
sistema inmunoldgico en la enfermedad describiendo un aumento de inmunoglobulinas en el

liqguido cefalorraquideo (LCR) de pacientes (7).

Desde el punto de vista clinico, los primeros criterios diagndsticos de la enfermedad fueron
publicados por Schumacher en 1965 (8) y perfeccionados por Poser en 1983 (9). En la actualidad,
se usan los criterios de McDonald que se revisan periddicamente, siendo la Ultima actualizacién
en 2017 (10). En cuanto a las escalas de valoracion de la discapacidad, cabe destacar la primera
escala, Disability Status Scale (DSS), elaborada por Kurtzke en 1955 (11), asi como su version
extendida, Expanded Disability Scale (EDSS), publicada en 1983 y que es la mds usada en la

actualidad (12).

1.2.EPIDEMIOLOGIA

Los primeros estudios epidemioldgicos (1970-1980) de la EM a nivel mundial definieron un
patrdon geogréfico latitudinal de prevalencia, identificando tres zonas de riesgo en funcidn de la
distancia al ecuador: alto riesgo (>30 casos/100.000 habitantes), riesgo medio (5-29 casos) y
bajo riesgo (<5 casos). Se establecié que las zonas de riesgo alto abarcaban el norte de Europay
de Estados Unidos y Canada. Las zonas de riesgo intermedio se centraban en el norte de

Australia y el sur de Europa; y las de bajo riesgo en Asia, Africa y el resto de América (13,14).
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Sin embargo, en las ultimas décadas se han realizado numerosos estudios en pequefias zonas
geograficas del sur de Europa, hallandose frecuencias mas elevadas que las descritas por
Kurtzke, situando a Espafia en una zona de riesgo medio/alto (15,16).

En 2013, la OMS publicé su segundo atlas de EM, proporcionando una herramienta actualizada
gue auna los estudios epidemiolédgicos. Observaron que el nimero de enfermos habia
aumentado de 2.1 millones en 2008 a 2.3 millones en los Ultimos 5 afios (17). En este afio se
registraron un total de 2 millones de pacientes en el mundo, con una media global de
prevalencia de la enfermedad de 33 casos por cada 100.000 habitantes. Aunque la esclerosis
multiple estd presente en todas las regiones del mundo, su prevalencia varia mucho
geograficamente. Los niveles mds altos se encontraron en América del norte y Europa (140 y
180 por 100.000 respectivamente) y los mas bajos en Africa subsahariana y Asia oriental (2.1y
2.2 por 100.000) (17). En concreto, la prevalencia oscila entre 100-125 casos cada 100.000

habitantes en Espaia.
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Figura 1. Prevalencia mundial de EM. Imagen extraida de Atlas of MS (2013).

23



Introduccion

La EM afecta a mdas mujeres que hombres (18) y la mayoria de los pacientes debuta a una edad
adulta temprana, aungue hay casos descritos tanto en la infancia (19) como en adultos mayores

de 60 afios (20).

1.3.ETIOPATOGENIA

En la actualidad no se ha identificado ningln factor causal de la enfermedad, sin embargo, los
estudios epidemiolégicos apuntan a un modelo multifactorial, en el que diferentes
componentes genéticos y ambientales podrian ejercer un efecto combinado sobre el riesgo de
desarrollar la enfermedad (21).

1.3.1 Factores genéticos.

Los estudios familiares han sido una herramienta clave para demostrar la existencia de un
componente genético. La incidencia en parientes de primer grado de enfermos con EM oscila
entre el 2-5%, mientras que en la poblacidn general es inferior al 0.1%. Ademas, existe una
mayor concordancia entre gemelos monocigdticos (20-30%) que entre dicigoticos (2-5%) y se ha
observado que el riesgo disminuye en los parentescos distantes (22,23). Por otro lado, los
conyuges e hijos adoptados de enfermos presentan un riesgo similar al presente en la poblacién

general.

Los genes del complejo HLA se asocian fuertemente al desarrollo de la enfermedad. En concreto,
los de clase | y clase Il, encargados de la presentacién antigénica a linfocitos T CD8+ y CD4+
respectivamente, son particularmente relevantes como modificadores del riesgo (24). La
asociacién positiva mas fuerte se encuentra con el locus HLA DRB1*1501 (odds ratio (OR) de 3),
aunque se han descrito otros alelos de riesgo (DRB1*13:03, DRB1*03:01, DRB1*08:01
DQB1*03:02) y protectores (A*02:01, B*44:02, B*38:01, and B*55:01) pertenecientes a este

complejo (25).
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Otras asociaciones destacadas con la elevacién del riesgo fuera del complejo HLA, son
determinados polimorfismos en el receptor de interleucina (IL)-2, de IL-7 (26) y del factor de
necrosis tumoral (TNF) (27), asi como polimorfismos en el factor nuclear Nf-kB (28).

En los ultimos afios, la aplicacion de nuevas tecnologias, como GWAS (Genome Wide Association
Studies), ha permitido identificar mas de un centenar de polimorfismos de un solo nucledtido
(SNP, Single Nucleotide Polimorphism) con una modesta influencia en el riesgo de desarrollar
EM, en los que es necesario trabajar en sus implicaciones funcionales. La mayoria de estos
polimorfismos se dan en moléculas asociadas con la respuesta inmune, lo que confirma la
naturaleza autoinmune de la enfermedad.

Todos estos datos apoyan la hipdtesis de un modelo de herencia poligénica, en el que el riesgo
genético de padecer la enfermedad seria el resultado de las contribuciones modestas de alelos

de riesgo de multiples genes polimérficos.

1.3.2. Factores ambientales.

Aunque los factores genéticos juegan un papel importante en la patogénesis, existen varios
hechos que apoyan la intervenciéon de factores ambientales en el aumento del riesgo de
desarrollar EM. En primer lugar, la distribucidn de la enfermedad es heterogénea, observandose
un gradiente latitudinal decreciente de norte a sur en el hemisferio norte y viceversa en el
hemisferio sur (29). Ademas, la falta de concordancia total entre gemelos monocigéticos (22,23),
asi como el aumento de la incidencia mundial en mujeres en los ultimos afios (30,31), son otros
datos que apoyan la existencia de factores diferentes a los genéticos. Por ultimo, varios estudios
de migraciones han evidenciado que la transferencia del riesgo depende de la edad de
migracion, de forma que individuos menores de 15 afios adquieren el riesgo de la zona a la que

migran, mientras que los mayores de 15 afios conservan el riesgo de la zona de origen (32,33).

Si bien la identificacién de factores ambientales todavia estd en curso, los mas conocidos y mejor

caracterizados son la infeccién por determinados virus, la deficiencia de vitamina D, la obesidad
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o el tabaquismo. Ademas, el papel de la microbiota intestinal como factor de riesgo estd

cobrando una importancia creciente en los ultimos anos.

Diversos agentes infecciosos, especialmente virus, han sido propuestos como posibles
desencadenantes de la EM, siendo el virus de Epstein-Barr (VEB) el candidato mas interesante.
Aunque el 90% de los adultos sanos han estado en contacto con el virus, se ha observado que
los individuos con un titulo elevado de anticuerpos contra el mismo (34) o que hayan padecido
mononucleosis en la adolescencia (35), tienen una mayor probabilidad de desarrollar la
enfermedad. Ademas se ha observado una mayor reactivacion del virus en pacientes de EM (36),
y se ha postulado la presencia de linfocitos B con el virus reactivado en lesiones activas en el
cerebro de pacientes (37). En esta direccion, se han encontrado linfocitos T especificos del virus
gue son capaces de reaccionar frente a antigenos del SNC (38). El mimetismo molecular, entre
otras muchas, es una de las hipétesis que se baraja para explicar el papel del virus en el aumento

del riesgo, sin embargo, no se ha confirmado como factor desencadenante.

El hallazgo de la variacion latitudinal de la incidencia y prevalencia de la enfermedad ha
desencadenado numerosos estudios sobre la influencia de la exposicién solar y el papel de la
vitamina D. Se ha descrito que niveles bajos en ambos factores correlacionan con un aumento
del riesgo de padecer la enfermedad (39), asi como niveles bajos de vitamina D en pacientes
correlacionan con el momento del brote (40,41). Aunque no se ha demostrado el beneficio
terapéutico del uso de la vitamina D, se ha observado que niveles altos de vitamina D se asocian
con una disminucidn de neurofilamentos en LCR (42), asi como con una baja actividad en

resonancia magnética durante el tratamiento combinado con IFN-beta (43).

El tabaco también ha sido implicado en el desarrollo de EM, observandose un aumento del
riesgo de padecer la enfermedad en fumadores (44,45) y exacerbacion de la enfermedad en
pacientes que contindan fumando tras el diagndstico (46), asi como aumento de la probabilidad

de desarrollar anticuerpos neutralizantes frente a farmacos (47,48). El factor determinante
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podria ser la irritacion pulmonar producida como consecuencia del tabaco, ya que se ha
observado un aumento del riesgo en fumadores pasivos (49), asi como en individuos expuestos

a solventes organicos (50), y una disminucién del riesgo asociada al uso de tabaco oral (51).

Otros factores asociados con el desarrollo y exacerbacién de la enfermedad son la obesidad
infantil y adolescente (52,53), la alteracidn de ciclos circadianos (54) y un consumo elevado de

sal (55).

Por ultimo, existen estudios que demuestran la importancia de la microbiota en el modelo
animal (56-58), asi como la interaccién de la misma con el sistema inmune (58-60). Parece que
la microbiota intestinal de pacientes con EM contiene factores capaces de desencadenar la
enfermedad en ratones (61). Algunos estudios recientes en pacientes identifican posibles
microorganismos potencialmente asociados a la EM (58,62), sin embargo, se necesitan mas

trabajos que lo corroboren.

1.4. FORMAS CLINICAS

La EM se caracteriza por su gran variabilidad, cuyos sintomas y signos vienen determinados por
el drea del SNC afectada por las lesiones desmielinizantes. La actividad de la enfermedad se
mide, por un lado, con la aparicién de brotes clinicos o lesiones activas en el SNC, y por otro,
mediante la evaluacion del progreso de la discapacidad. Segun las ultimas modificaciones de
2013, es posible distinguir dos formas clinicas de presentacion, la enfermedad remitente-

recurrente y la enfermedad progresiva (63).

El 85% de los pacientes presentan una forma RR caracterizada por la aparicién de brotes de
disfuncidn neuroldgica mas o menos reversibles que se repiten cada cierto tiempo. Dentro de
este fenotipo se engloba el sindrome desmielinizante/neuroldgico aislado que consiste en un
primer episodio agudo que afecta a una o varias areas (ocasionalmente) y es la forma de debut

del 80% de los pacientes (64). Ambas formas pueden ser activas o no activas (65).
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La enfermedad progresiva se clasifica en primaria progresiva (PP), caracterizada por la
acumulacioén progresiva de la discapacidad desde el inicio de la enfermedad, y en secundaria
progresiva (SP), caracterizada por la acumulacidn progresiva de la discapacidad tras un curso
inicial en brotes. Ambas formas se subclasifican, segun el nivel de discapacidad en activa/con

progresion, activa/sin progresién, no activa/con progresion y no activa/sin progresion (65).

1.5. DIAGNOSTICO

Para realizar el diagndstico de la EM se ha de demostrar la diseminacién en tiempo y espacio,
asi como la exclusion de otras posibles causas. Es imprescindible realizar un diagndstico
diferencial que permita excluir causas alternativas ya que existen numerosas enfermedades
sistémicas y localizadas que afectan al SNC como infecciosas, autoinmunes, metabdlicas o
degenerativas.

Debido a que no existe una caracteristica patognomonica de la enfermedad ni una prueba Unica
para el diagnédstico, se han incluido una combinaciéon de datos clinicos y paraclinicos como
criterios diagndsticos. En la actualidad, se utilizan los criterios de McDonald de 2017 (10).
1.5.1. Estudios clinicos.

La evidencia clinica depende fundamentalmente de la demostracidn objetiva de signos clinicos
que pueden llevar a conformar una sospecha diagndstica, pero que, en la mayoria de los casos,
no son suficientes para establecer el diagndstico. La caracteristica clinica mas llamativa es su
variabilidad, ya que los sintomas y signos dependen de la localizacién de las lesiones que pueden
ocurrir a lo largo de todo el neuroeje. Aun asi, las alteraciones mas frecuentes son motoras,
sensoriales, visuales y del sistema auténomo. (64).

1.5.2. Estudios paraclinicos.

Las pruebas radioldgicas y de laboratorio incluyen resonancia magnética (RM), analisis de LCR y

potenciales evocados que tienen como objetivo la busqueda de lesiones silentes y la
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demostracién de la naturaleza inflamatoria de la enfermedad para establecer un diagndstico

precoz.

- Pruebas de imagen:
La RM de cerebro y médula espinal es capaz de mostrar la presencia de lesiones en la sustancia
blanca de los pacientes. Sin embargo, sdlo este hallazgo no es diagndstico ya que puede haber
lesiones similares en otras patologias. La diseminacién en el espacio se puede demostrar por
una o mas lesiones hiperintensas en T2 caracteristicas de la EM en dos o mas de las cuatro areas
caracteristicas de la enfermedad en el SNC (periventricular, cortical o yuxtacortical,
infratentorial y médula espinal) (10). La diseminacién en el tiempo puede demostrarse por la
presencia simultanea de lesiones que captan o no gadolinio ya en la primera resonancia o por la
aparicion de nuevas lesiones hiperintensas en T2 o captantes de gadolinio en nuevas
resonancias (10).

- Estudio de LCR:
El contenido del LCR refleja las alteraciones patoldgicas en las enfermedades inflamatorias del
SNC. Los pacientes con EM muestran un LCR de aspecto macroscépico normal y, en la mayoria
de los casos, la celularidad no estd alterada. La alteracion mas frecuente (95% de los pacientes)
es la sintesis intratecal de IgG, que puede demostrarse cuantitativa y cualitativamente. Existen
varios indices cuantitativos, como el de Tourtellotte (66) o de Reiber (67), y semicuantitativos,
como el de Tibbling (68). Todos tienen en cuenta la integridad de la barrera hematoencefalica
(BHE) usando las concentraciones de albumina, sintetizada exclusivamente en el higado, como
factor corrector. De forma que, si aumentase la IgG por difusién, también lo haria la albumina.
El indice de Tibbling es el mas sencillo ((IgG LCR/IgG Suero) / (Albumina LCR/Albumina Suero)),
e indica sintesis intratecal de IgG si el cociente es superior a 0.77.
Por otra parte, los métodos cualitativos son mas sensibles y consisten en la determinacidn de
bandas oligoclonales (BOC) de IgG en LCR mediante isoelectroenfoque (69,70). Aparecen en mas

del 95% de los pacientes con EM y aunque no son exclusivas de esta patologia, son muy utiles
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en el diagndstico diferencial de la EM (71) y para establecer un diagndstico precoz tras el primer
brote de posible etiologia desmielinizante (72).

- Potenciales evocados:
Los potenciales evocados miden la velocidad de conduccidn de distintas vias nerviosas tras la
aplicacién de un estimulo sensorial, siendo especialmente sensibles en la via dptica. La
desmielinizacidn produce un enlentecimiento de la conduccion con un aumento de las latencias
y en algunos casos, alteracién de la amplitud de las ondas. Estas alteraciones no son especificas

de EM, por lo que deben valorarse en conjunto con el resto de pruebas.

1.6. FISIOPATOLOGIA

El signo caracteristico de todas las formas de EM es la presencia de placas o lesiones focales
tanto en la sustancia blanca como gris del SNC, siendo el cerebro, el nervio éptico y la médula
espinal las zonas mas afectas. Las placas son dreas de desmielinizacidn que se localizan alrededor
de los capilares y vénulas y contribuyen al dafio de la BHE. El mecanismo responsable de la
alteracion de la permeabilidad de la BHE no se conoce en profundidad, aunque la liberacién de
citocinas y quimiocinas al medio circundante es un hecho clave en este proceso. Los datos
disponibles apuntan a una comunicacién bidireccional entre diferentes células inmunes de
sangre periférica y células residentes del SNC como microglia y astrocitos, cuya interaccién
induciria la liberacion de mediadores inflamatorios por ambos grupos de células aumentando la
permeabilidad de la BHE. Esto permite la migracién transendotelial de linfocitos autorreactivos
previamente activados que contribuyen al proceso inflamatorio y de desmielinizacidn, asi como
a la pérdida de oligodendrocitos, degeneracion axonal y gliosis. (73)

1.6.1. Linfocitos T.

Tradicionalmente, los linfocitos T han sido los principales protagonistas en el estudio de los
mecanismos subyacentes a la enfermedad. Este hecho fue motivado por su presencia en las

lesiones (74,75), por la asociacién de determinados alelos de HLA con la enfermedad y por la
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induccién de EAE mediante la transferencia de linfocitos T CD4+ reactivos frente a proteinas de
la mielina.

Dentro de los linfocitos T CD4+, las poblaciones mas relacionadas con la enfermedad han sido
los linfocitos T helper (Th) 1y Th17, situdndose como protagonistas de las fases tempranas de la
enfermedad. Ambas subpoblaciones T podrian activar a monocitos, microglia, astrocitos,
linfocitos B y T CD8+ mediante la liberacion de citocinas proinflamatorias como IFN-gamma, IL-
17, GM-CSF y TNF-alfa contribuyendo asi al dafio de oligodendrocitos y neuronas (76-79). En
relacidn con las Th17, se han descrito niveles elevados de IL-17 en lesiones del SNC, en LCRy en
suero de pacientes (80).

Los linfocitos B, macréfagos, microglia o células dendriticas podrian actuar como células
presentadoras de antigeno de los linfocitos T aberrantes desencadenando su activacidon en
periferia o dentro del SNC. Diversos antigenos derivados de la mielina se han implicado como
potenciales dianas en la EM, aunque actualmente no se conoce su repercusién real en la
patologia. En relacién con la activacién y diferenciacion T, se han descrito monocitos con un
perfil proinflamatorio (expresién de mir155, TNF-alfa, IL-12, IL-23 e IL-1beta) capaces de dirigir
la respuesta hacia Thl o Th17 en pacientes de EM (81,82).

Los linfocitos T CD8+ se encuentran en mayor proporcion que los T CD4+ en las lesiones del SNC
y en elinfiltrado perivascular de pacientes con EM (74,75). Sin embargo, el cociente entre ambos
es conservado en sangre periférica y se han descrito casos hasta de una proporcién 6:1 en LCR
(83). Pueden causar un dafio neuronal directo mediante la produccién de mediadores
citotdxicos como perforina y granzima en respuesta al reconocimiento de péptidos presentados
sobre moléculas de HLA-I, presentes en todas las células nucleadas (84). Su capacidad citotdxica
juega un papel central en el dafio axonal, segin se demuestra en estudios inmunohistoquimicos
postmortem que localizan los granulos liticos en los axones y por la correlacién existente entre
estos hallazgos y el dafio axonal (85). Ademads, se han encontrado niveles aumentados de

granzima A en el LCR de pacientes con enfermedad activa comparados con pacientes en
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remisién (86). Por otra parte, los linfocitos T CD8+ son capaces de liberar diversas citocinas
proinflamatorias como IFN-gamma, IL-17 y TNF-alfa, cuya concentracion se ha visto aumentada
en los pacientes con EM (78,87,88). Ademas, la produccion de GM-CSF por parte de CD4+y CD8+
también se ha visto involucrada en la patogénesis de la EM, activando a monocitos y microglia
(89).

La activacion periférica de linfocitos T efectores podria deberse al mimetismo molecular con
algun antigeno viral. En este sentido, se ha observado una relacion de la enfermedad con
infecciones por virus de la familia Herpesviridae como el virus de Epstein Barr o el Herpesvirus
6. También podria deberse a la liberacién de antigenos del SNC a la periferia. La expansion de
estos clones autorreactivos podria deberse al menos en parte a la falta de funcionalidad de las
células reguladoras que se observa en esta enfermedad.

Dentro de las subpoblaciones reguladoras, los linfocitos T CD4+ reguladores (Treg) juegan un
papel muy importante en el mantenimiento de la tolerancia periférica. Antigénicamente se
caracterizan por ser CD4+ CD25high CD127-/low, por expresar el factor de transcripcién FoxP3
y liberar citocinas antiinflamatorias (IL-10). Varios experimentos en modelos de EAE han
demostrado un papel protector en la enfermedad (90-92). Ademas, se han descrito diversas
alteraciones de Treg en EM como la disminuciéon de la expresion de FoxP3 o de IL-10 o
alteraciones genéticas de CD25 (93—-96). En biopsias cerebrales de pacientes con EM se ha
observado la pérdida de expresidn de FoxP3 y una ganancia de la expresién de Fas, un receptor
de apoptosis celular, lo que parece indicar un aumento de la susceptibilidad de estas células a
la apoptosis (97). También se ha reportado una pérdida de funcionalidad de estas células en
sangre de pacientes comparado con individuos sanos (98).

Dentro de los linfocitos T CD8+, también se han descrito subpoblaciones con capacidad
reguladora capaces de suprimir la respuesta inmune y la actividad de la enfermedad (99). Se ha
visto que estas células disminuyen de forma significativa en los periodos de brote en LCR (100—

102).

32



Introduccion

1.6.2. Linfocitos B.

Los linfocitos B también contribuyen a la patogénesis de la enfermedad, hecho que se hace
patente a raiz de diferentes hallazgos. La presencia de BOC de IgG en LCR fue el primer hallazgo
que demostré la naturaleza autoinmune de la enfermedad y se produce como consecuencia de
una expansion oligoclonal de células B en el SNC. También se ha observado la presencia de
anticuerpos junto con proteinas del complemento en las lesiones, lo que indica la implicacidn
de estas células en la enfermedad. La presencia de foliculos linfoides ectdpicos en las meninges
se ha asociado con una mayor atrofia y un peor curso de la enfermedad (103). La efectividad de
los farmacos anti CD20 para el tratamiento de la enfermedad es otro indicador de su indiscutible
papel en el desarrollo de la EM. Sin embargo, estos farmacos no producen cambios a corto plazo
en la presencia de BOC de IgG, lo que sugiere un papel adicional de las células B independiente
de la produccién de estos anticuerpos (104,105), como puede ser su capacidad para activar
células Ty monocitos o la inhibicidn de la sintesis intratecal de otras inmunoglobulinas como la
IgM (106). Se ha visto que las células B de pacientes con EM presentan una tendencia a producir
citocinas proinflamatorias (IL-6, GM-CSF, TNF-alfa y linfotoxina-a) y son deficientes en citocinas
reguladoras como IL-10 (107-111). Ademas, los linfocitos B de memoria productores de TNF-
alfa, GM-CSF e IL-6 estan aumentados en la sangre periférica de pacientes con EM (108). Estas
células B pueden inducir respuestas Thl y Thl7 a través de la liberacidon de TNF-alfa e IL-6 y
respuestas proinflamatorias en células mieloides a través de la secrecién de GM-CSF.

Ademads, se ha observado la presencia de células B en LCR, con predominio de los fenotipos de
memoriay plasmablastos que se han asociado con la actividad de la enfermedad (112).

En la EM también se ha descrito una pérdida de la tolerancia periférica de las células B que a su
vez puede estar influyendo sobre las T reguladoras (113). Ademas se ha descrito una

disminucién de la produccién de IL-10 por su parte (109).
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1.6.3. Células Natural Killer.

Las células natural killer (NK) son células de la inmunidad innata implicadas en la defensa frente
a infecciones y tumores. Se ha sugerido que despefian un papel dual en la enfermedad ya que
son capaces de liberar tanto citocinas proinflamatorias como antiinflamatorias (114).
Clasicamente se han distinguido dos grupos en funcidn de la densidad de expresion del antigeno
CD56 en superficie, las CD56 dim y las CD56 bright. Las primeras presentan una funcion
mayoritariamente citotdxica a través de la liberacién de perforina y granzima y de la presencia
de receptores de muerte celular; mientras que las segundas desempefian una funcidn
predominantemente secretora de citocinas. En pacientes con EM se ha visto que las células NK
presentan alteraciones en su capacidad de inhibir clones autorreactivos (115). Por otro lado, se
ha descrito un aumento de las NK CD56 bright inducido por varias terapias inmunomoduladoras
(116,117).

1.6.4. Macréfagos y microglia.

La microglia y los macréfagos constituyen el 10% de las células residentes del SNC. La microglia
se genera a partir de la migracién de precursores fetales al SNC y su funcién principal es la
regulacién de la homeostasis, desempefiando funciones antiinflamatorias o proinflamatorias
en funcién del ambiente. Esta capacidad de polarizacién también la muestran los macréfagos.
Se ha descrito la presencia de microglia y macrdéfagos activados en las lesiones, observandose
mayor densidad en aquellas que permanecen activas frente a las inactivas (118). Estas células
activadas pueden contribuir a la diseminaciéon de epitopos y activacion de linfocitos T, al
proceso de desmielinizacién y de fagocitosis de la mielina degradada, asi como a la liberacion
de moléculas neurotdxicas como TNF-alfa, IL-1beta y especies reactivas de oxigeno (119). En
EAE se ha visto un predominio de los fenotipos proinflamatorios en las fases iniciales de la
enfermedad y la implicacion de los fenotipos antiinflamatorios en los procesos de

remielinizacion (120,121).
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1.7. TRATAMIENTOS

Aunque existe una gran cantidad de opciones disponibles para el manejo de la enfermedad, no
se ha desarrollado una terapia curativa hasta el momento. Actualmente existe un amplio
abanico de terapias modificadoras del curso de la enfermedad (figura 2). Estos tratamientos se
complementan con el tratamiento sintomatico de los brotes y de las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. Nuestro trabajo se ha centrado en el estudio de la respuesta inmunolégica a los

primeros.

Los agentes modificadores de la enfermedad pretenden alterar el curso de la misma
disminuyendo la tasa de brotes y la aparicion de nuevas lesiones en resonancia, asi como la
estabilizacion o mejoria de la discapacidad. Hasta ahora su uso sélo estaba aprobado en las
formas en brotes. Recientemente se ha aprobado el primer farmaco (ocrelizumab) que ha
demostrado ser efectivo en las formas primariamente progresivas de la enfermedad, si bien su

eficacia global es limitada.

1993 1996 2000 2002 2004 2010 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 .
A N | | | ¥
* Mitoxantrona R N - Acetato de N N
IFN-beta-1b ! Natalizumab Teriflunomida latiramero Fingolimod oral para
subcutaneo intravenosa intravenoso oral & L. pacientes pediatricos
* IFN-beta-1a genérico
* Acetato de para EMSP Fingolimod Dimetil
latiramero Daclizumab
g oral fumarato oral beuts
-1 subcutaneo
subcutaneo IFN-beta-1a
. !FN-beta-ia subcutineo * Alemtuzumab
intramuscular intravenoso + Cladribina oral
* IFN-beta-1b « Ocrelizumab inntravenoso para RRy PP
pegilado

Figura 2. Evolucion temporal de los tratamientos. Adaptado de Tintore y cols (2019).

Primeros tratamientos inyectables

No fue hasta los afios 90 cuando se introdujo el primer farmaco modificador de la enfermedad,
el IFN-beta, cuyo uso sigue manteniéndose en la actualidad. El IFN-beta, seguido por el acetato
de glatiramero, supusieron una revolucion en el manejo de los pacientes, que hasta entonces

solo disponian de inmunosupresores. En la actualidad hay mas de una decena de farmacos
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aprobados para el tratamiento de EMRR y varios que se encuentran en desarrollo, siendo

prometedor este progreso de los ultimos 20 afios.

El IFN-beta es un antiviral que ha demostrado su eficacia en la disminucidn de la tasa de brotes
y de lesiones en resonancia. Induce una disminucidn alrededor del 30% de la tasa de brotes a
los 2 afios de tratamiento (122). Presenta un perfil de seguridad favorable, siendo necesaria la
monitorizacion de enzimas hepaticas y del recuento leucocitario. Aunque su mecanismo de
accién no se comprende completamente, existen evidencias de su intervencién en el equilibrio
entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias, asi como en la disminucién del nimero de

células inflamatorias que atraviesan la BHE (123).

Por su parte, el acetato de glatiramero es un péptido sintético capaz de unirse a MHC-Il y
polarizar la respuesta inmune hacia Th2 (124). Presenta una eficacia similar al IFN-beta (125). Se
considera uno de los farmacos mas seguros dentro de las terapias modificadoras de la

enfermedad, con unos requerimientos minimos de monitorizacidn.

Fdrmacos orales

Hasta la aparicion en 2010 de fingolimod, todos los farmacos disponibles eran de administracién
intramuscular o intravenosa. Fingolimod es un anélogo de la esfingosina 1-P (E1P), un fosfolipido
que regula diversas funciones fundamentales como la movilidad celular. Este farmaco ejerce su
efecto a través del bloqueo del receptor de E1P, necesario para la salida de los linfocitos del
timo y de los drganos linfoides secundarios (126). Se ha sugerido un efecto neuroprotector
derivado de su capacidad de entrar en el SNC y unirse a neuronas y células de glia que expresen
su ligando (127). Sin embargo, no ha demostrado su eficacia en el tratamiento de las formas
progresivas. Es capaz de reducir hasta el 50% de la tasa de brotes y conseguir una disminucidn
de la actividad en resonancia superior a la de IFN-beta (128,129). A pesar de ser un farmaco
bastante seguro, puede presentar algunos efectos secundarios raros como infecciones

herpéticas, bloqueo atrioventricular (sobre todo en la primera dosis) o edema macular (130).
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Con lafinalidad de mejorar el perfil de seguridad conservando su efectividad, se prueban nuevas

moléculas inhibidoras de E1P, como sipinimod, ponesimod y ozanimod (131,132).

Cladribina es un analogo de deoxiadenosina capaz de producir daifio en el ADN y muerte celular,
un profarmaco que una vez dentro de la célula se activa por la fosforilacion de la
desoxicitidinaquinasa (133). Posteriormente, esta molécula es hidrolizada e inactivada por la
fosfatasa 5-nucleotidasa. Su efecto sobre las distintas células depende de la ratio
quinasa/fosfatasa dentro de las mismas (134). Esto hace que tenga un efecto selectivo sobre
linfocitos Ty B de sangre periférica, aunque también ejerce una disminucién sobre las células
NK (135). Se trata de un farmaco de administracién oral cuya eficacia se acerca a la de
fingolimod. Su perfil de seguridad parece bueno, pero aun se dispone de datos limitados en

practica clinica fuera de los ensayos.

Dimetilfumarato y teriflunomida completan el grupo de farmacos orales disponibles para el

tratamiento de la EM (apartado 1.7.1y 1.7.2).

Tratamientos con anticuerpos monoclonales

En estos ultimos 20 afios se han desarrollado tratamientos muy eficaces como natalizumab o
alemtuzumab, ambos anticuerpos monoclonales humanizados y de administracion intravenosa
que representan importantes opciones terapéuticas para las formas mas agresivas de EM.
Natalizumab va dirigido frente a alfa 4-integrina, una molécula de adhesidn celular presente en
la superficie de monocitos y linfocitos, bloqueando su unién a VCAM1 en la superficie endotelial.
(136). Como consecuencia de su unidn, inhibe la migracion de estas células a través de la BHE al
SNC, disminuyendo la inflamacién del mismo. En ensayos clinicos ha mostrado una reduccién
del 68% de la tasa de brotes comparado con placebo, asi como una disminucién importante de
la progresion de la discapacidad y de nuevas lesiones en resonancia (137). Como contrapartida
a su eficacia, presenta un efecto secundario grave, la leucoencefalopatia multifocal progresiva

(LMP), una infeccion oportunista causada por el virus JC (John Cuninngham), que puede inducir
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la muerte del paciente o un aumento considerable de la discapacidad (138). Aparece
aproximadamente en uno de cada 250 pacientes tratados con natalizumab. Distintos
biomarcadores han ayudado a estratificar el riesgo de LMP (139). Sin embargo, es necesaria la
monitorizacion estricta de los pacientes tratados, incluso en los meses siguientes a la finalizacion

del tratamiento.

Alemtuzumab, por su parte, se une a CD52 en la superficie de diferentes células del sistema
inmunitario (sobre todo linfocitos T y B) e induce una rapida linfopenia seguida de una
reprogramacioén de estas células (140). Ha demostrado disminuir la tasa de brotes y la progresién
de la discapacidad de una forma similar a natalizumab (141). Sin embargo, su uso se ha asociado
con efectos adversos significativos entre los que destacan el desarrollo de enfermedades
autoinmunes secundarias (142) que van desde las mds frecuentes como tiroiditis autoinmune,
hasta las mas graves e infrecuentes como la purpura trombocitopénica o el sindrome de
Goodpasture. Ademas, hallazgos recientes apuntan a la aparicion de nuevas enfermedades
autoinmunes y de patologia isquémica en pacientes tratados con este farmaco, por lo que su

uso se ha relegado temporalmente a la tercera linea.

En los ultimos afios, el desarrollo de nuevos anticuerpos monoclonales ha ido dirigido hacia el
bloqueo de las moléculas CD20, principalmente. Rituximab, ocrelizumab y ofatumumab (en
desarrollo) son anticuerpos anti CD20, que se unen selectivamente a linfocitos B y los
deplecionan mediante activacion del complemento o de células citotéxicas (143—-145). Su
mecanismo de accidn no sélo se basa en la disminucién de la produccién de anticuerpos, sino
también en la disminucién de la activacion T. Ademas, ocrelizumab ha demostrado su capacidad
para disminuir la progresion clinica y en resonancia, y ha sido aprobado para las formas RR y PP

(146).

El trasplante de progenitores hematopoyéticos se valora en pacientes no respondedores a

terapias modificadoras de la enfermedad. Los pacientes jovenes con una duraciéon de la
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enfermedad inferior a 5 afios y con un curso agresivo serian los mas beneficiados de esta opcidn

terapéutica (147,148).

Actualmente, una de las estrategias emergentes para el desarrollo de nuevas opciones
terapéuticas se centra en la induccidn de tolerancia contra antigenos propios y en el
restablecimiento de la homeostasis inmune mediante el uso de vacunas de ADN o
nanoparticulas, entre otras. Otra gran rama del desarrollo de nuevas terapias se centra en la
identificacién de moléculas neurorregeneradoras o inductoras de remielinizacién. En este
sentido, se ha visto un efecto neuroprotector de tratamientos aprobados para otras patologias
como el antiepiléptico fenitoina (149), el antihistaminico clemestina (150) o la simvastina usada
para la disminucién del colesterol sanguineo (151). Ademas, anti-LINGO es un anticuerpo
monoclonal sujeto a ensayos clinicos por su posible efecto sobre la remielinizacion (152).

1.7.1. Dimetilfumarato.

Dimetilfumarato es un agente oral de administracion diaria aprobado en 2013 como tratamiento
de primera linea en la EM. Desde el punto de vista molecular, consiste en un éster derivado del

acido fumadrico que en condiciones fisiolégicas actia como intermediario del ciclo de Krebs.

Su eficacia ha sido evaluada en diversos ensayos clinicos (DEFINE, CONFIRM) (153,154). Los
pacientes de ambos estudios tenian entre 18 y 55 anos, con un EDSS de 0 a 5, y al menos 1 brote
en el ultimo afio. Ambos estudios compararon dimetilfumarato frente a placebo con un
seguimiento de 2 aios. En el estudio conocido como DEFINE, dimetilfumarato disminuyd un 48%
la tasa de brotes, un 38% la progresion de la discapacidad y un 85% el nimero de lesiones nuevas
en resonancia (153). La eficacia en la disminucion de los brotes fue confirmada en el ensayo
clinico CONFIRM, no asi la disminucidon de la progresién (154). Presenta un buen perfil de
seguridad y tolerancia, con la excepcién de la aparicion de LMP en seis pacientes de un total de
385.000 tratados con el farmaco (155,156). La aparicién de esta enfermedad oportunista se ha

visto en pacientes de mds de 50 afios, con una linfopenia grado 3 mantenida; dicha linfopenia
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aparece en alrededor de un 6% de los pacientes tratados con dimetilfumarato (156,157). Esta
circunstancia obliga a una monitorizacidn del recuento linfocitario cada tres meses durante el
primer afio de tratamiento, pudiéndose espaciar a 6 meses en afos siguientes. El 50% de los
pacientes puede presentar efectos secundarios no graves como irritacién gastrointestinal,

enrojecimiento o alteraciones cutdneas que son facilmente controlados (154).

De acuerdo con su favorable perfil de seguridad y eficacia y a que se trata de un farmaco de

administracion oral, se ha convertido en uno de los farmacos mas administrados en la EM.

El mecanismo que subyace al beneficio obtenido tras su uso es multifactorial y esta bajo
investigacién. En los ultimos anos se han llevado a cabo diversas investigaciones que ponen de
manifiesto su efecto antioxidante, neuroprotector, antiinflamatorio e inmunomodulador,
afectando a diversas poblaciones de células del sistema inmunitario como linfocitos, monocitos,
células dendriticas, neutroéfilos, etc (158) (figura 3). Entre sus efectos se ha descrito una
disminucién del nimero de linfocitos y una alteracién de la produccién de citocinas, asi como
de la migracién de leucocitos. Su efecto neuroprotector puede estar mediado a través de la
activacion de la transcripcion del factor nuclear factor erythroid-derived 2 (Nrf2), sensor del
estado de oxidacidon celular en neuronas, astrocitos, microglia y leucocitos (159). In vitro, ha
demostrado su capacidad de disociar el complejo formado por Nrf2 con su inhibidor (Keap1l),
produciendo su activacién y la consiguiente transcripcion de genes antioxidantes como aldo—
keto reductase family 1 member B10 (AKR1B10) y NADP(H) quinoline oxidoreductase-1 (NQO-1)
(160). En el modelo animal de EAE se ha observado un incremento de Nrf2 libre tras el
tratamiento con dimetilfumarato que correlaciona con una mejora en el EDSS (159). Sin
embargo, estudios con ratones deficientes en Nrf2, han evidenciado que no todo el efecto
inmunomodulador es dependiente de esta via, ya que en estos ratones tratados con
dimetilfumarato se observa una disminucion del riesgo de desarrollar EAE (161,162). Ademas,

estos ratones experimentaron una disminucion de los linfocitos Thl y Th17, de las células B
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MHC+ y de la expresion de VLA4 en linfocitos. Dimetilfumarato también es capaz de
interaccionar con varias proteinas de la via de NF-kB (163). Entre ellas destaca la proteina kinasa
C theta expresada en linfocitos T y responsable del ensamblaje del receptor de la célula T (TCR)
con CD28 (164). A través de esta interaccion se bloquea la liberaciéon de IL-2 por los linfocitos T
activados que conlleva una inhibicion de la via del NF-kB responsable de la liberacion de factores
proinflamatorios (164). La via del NF-kB también se ve inhibida a través del receptor
hydroxycarboxylic acid receptor 2 (HCAR2), una proteina G presente en monocitos, microglia,
neutrdfilos y células dendriticas (165,166). En ratones deficientes para HCAR2 no se observa
beneficio tras el tratamiento con dimetilfumarato (165). Por otro lado, dimetilfumarato produce
una disminucién inicial del antioxidante glutation, que finaliza con un aumento del mismo
(167,168). Esta disminucién induce por un lado la expresidn de proteinas antiinflamatorias como
heme oxygenase 1 (HO-1), que reduce la liberacidon de citocinas en linfocitos activados (169). Por
otro lado, se produce una respuesta compensatoria para aumentar los niveles de glutation que
puede estar mediada a través de Nrf2 y de la estimulacion de la via de reciclado de glutation
(168,170). Por ultimo, dimetilfumarato produce una inhibicion de la glicdlisis aerdbica en
leucocitos a través de la interaccion con la enzima glicolitica gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH) (171). Esta ruta es necesaria para la produccion de energia invertida

en la proliferacidn, supervivencia y en la liberacién de citocinas en los linfocitos efectores (172).
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Figura 3. Mecanismo de accion de dimetilfumarato (DMF). Modificada de Montes-Diaz y cols.
(2018).

1.7.2. Teriflunomida.

Teriflunomida es un farmaco oral modificador de la enfermedad, aprobado para el tratamiento
de las formas RR. Es el metabolito activo de la leflunomida, un farmaco usado para el

tratamiento de artritis reumatoide desde 1998.

Su eficacia ha sido demostrada en varios ensayos clinicos como TEMSO (173,174), TOWER (175),
TENERE (176) o TOPIC (177). En el estudio TEMSO se incluyeron 1088 pacientes con edades
comprendidas entre 18 y 55 afios, a los que se les asignd aleatoriamente placebo, teriflunomida
dosis baja o dosis alta durante 108 semanas. Presentaban un EDSS entre 0 y 5.5 y habian tenido
al menos 1 brote en el Ultimo afio. Ambas dosis disminuyeron la tasa de brotes en un 31,2 y
31,5 % respectivamente. Los dos grupos tratados con teriflunomida superaron al placebo en la
prevencion de la progresion de la discapacidad y en mejoras en resonancia, incluyendo el
volumen total lesional, lesiones activas o captantes (173). Estos resultados fueron confirmados
en TOWER con un disefio similar (175). En TOPIC se observé una disminucion significativa en el
riesgo de progresion a EM en pacientes con sindrome neurolégico aislado (178). Sin embargo,

teriflunomida no consiguié demostrar su superioridad al IFN-beta en TENERE (176).
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Generalmente es bien tolerado y los efectos adversos mas frecuentes son alopecia y elevacion

de enzimas hepaticas (179).

Este farmaco induce una inhibicién reversible de dihidro-orotato deshidrogenasa (DHODH), una
enzima mitocondrial implicada en la sintesis de novo de pirimidinas, particularmente activa en
células proliferantes como los linfocitos activados (180). A través de la inhibicidn de esta enzima,
teriflunomida detiene la produccién de acidos nucleicos necesaria para la proliferacién de
linfocitos Ty B (figura 4). Diversos estudios han demostrado que teriflunomida es capaz de parar
el ciclo celular en fase S (181-183) e impedir la formacidn de sinapsis inmunoldgica (184). Hasta
la fecha, existen pocos estudios exvivo de su efecto sobre el sistema inmune, aunque estudios
preliminares han mostrado la disminucién de linfocitos totales, T CD8+ y Th1 la disminucion de

citocinas Thl (185-187).

Linfocitos en resposo Linfocitos activados Linfocitos activados
(con/sin teriflunomida) (sin teriflunomida) (con teriflunomida)
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Proliferacion homeostatica. Inhibicién DHODH.

Pirimidinas procedentes de reciclaje. Sintesis de(r})o};/gg:)pmmmnas Disminucién de proliferacién.
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Figura 4. Mecanismo de accion de teriflunomida. Modificada de Miller y cols. (2016).
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1.8. BIOMARCADORES

El grupo de trabajo de biomarcadores de la FDA-NIH los define como una caracteristica medible
gue puede actuar como un indicador de un proceso bioldgico normal o patolégico, asi como de
la respuesta a una exposicion o intervencion (188). Bajo este término se engloban los
biomarcadores de riesgo o susceptibilidad, diagndsticos, prondsticos y de monitorizacién de

tratamiento.

En EM se han descrito diversidad de biomarcadores Utiles en el diagndstico y prondstico de la
enfermedad como la presencia de bandas oligoclonales de I1gG e IgM, de neurofilamentos en
LCR y suero, de quitinasa en LCR, entre otros (10,189,190). Sin embargo, la investigacion de
biomarcadores capaces de monitorizar tratamientos no estd avanzando a la misma velocidad
que el desarrollo de las nuevas terapias. El rdpido avance en el desarrollo de nuevos farmacos
hace necesaria la descripcién de biomarcadores capaces de predecir la respuesta al tratamiento
y de ayudar asi a la seleccion del farmaco con mejor perfil riesgo/beneficio para un paciente

concreto.

Dentro de este grupo de biomarcadores, podemos encontrar biomarcadores de respuesta al
tratamiento y biomarcadores predictores de efectos adversos.

1.8.1. Biomarcadores de respuesta al tratamiento.

Son aquellos capaces de identificar a los pacientes con elevada probabilidad de responder de

manera éptima a un determinado farmaco.

Las primeras moléculas utilizadas como biomarcadores de respuesta al tratamiento fueron los
anticuerpos neutralizantes. Estos son producidos tras la administracion de algunos farmacos de
naturaleza proteica y tienen como consecuencia la disminucién de su biodisponibilidad. Los
anticuerpos anti IFN-beta son de los que mas datos se dispone. Se ha descrito que su presencia
mantenida en el tiempo vy a titulos elevados presenta un efecto negativo sobre la actividad y la

progresion de la enfermedad (191) y pueden ser usados para identificar a los no respondedores
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(192,193). También se ha visto la presencia de anticuerpos neutralizantes en pacientes tratados
con acetato de glatiramero (194) y natalizumab (195,196). En el primer caso, su presencia no se
asocia con una disminucién de la eficacia del farmaco contra el que van dirigidos, y en el caso de
alemtuzumab, solo se asocian con una disminucion de la eficacia si se mantienen en el tiempo

(195,196).

Otro grupo de marcadores extensamente estudiados son moléculas solubles implicadas en
inflamacién. Niveles elevados de IL-17 al inicio del tratamiento se han relacionado con una
disminucién de la eficacia de IFN-beta (197). Por el contrario, niveles bajos de IL-10 antes de la
terapia (198), asi como ausencia de BOC IgM (199), se han asociado con una elevada
probabilidad de responder dptimamente al tratamiento con IFN-beta. La disminucién de la
sintesis intratecal de IgM en pacientes tratados con natalizumab se asocia con una respuesta
completa al farmaco (200). También se ha descrito disminucién de quimiocinas en LCR como
CXCL13 bajo el tratamiento con natalizumab (201) y de CXCL13 y CCL19 con rituximab (202), lo

que las convierte en potenciales biomarcadores.

Los neurofilamentos en LCR son una herramienta util para la deteccién de inflamacion vy
neurodegeneracion en el SNC (189) y también pueden ser usados para la monitorizacién del
tratamiento. El tratamiento con fingolimod induce una disminucién de sus niveles tras un afio,
correlacionando con una mejora de la tasa de brotes y de las lesiones (203). Natalizumab y
rituximab también producen su disminuciéon aunque no se ha podido correlacionar con la
respuesta al tratamiento (204,205). Recientemente se ha comercializado un método capaz de
detectar neurofilamentos en suero y los primeros estudios muestran variaciones en sus niveles

bajo tratamientos inmunomoduladores (206).

Los leucocitos de sangre periférica presentan un papel importante en el desarrollo de la
patogenia de enfermedades inmunomediadas y pueden ser modificados por las terapias. Estos

dos hechos los convierten en potenciales herramientas para la monitorizacién del tratamiento.
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Se ha descrito que un porcentaje de linfocitos CD19+ CD5+ inferior al 3% o de CD8+ perforina+
superior al 2.6%, se relaciona con respuesta dptima al tratamiento con IFN-beta (207). Asi
mismo, se ha descrito que los respondedores dptimos a este fdrmaco, presentan una expansiéon
de células NK CD56 bright y de linfocitos T reguladores durante la terapia (208,209). Acetato de
glatiramero, por su parte, produce una disminucién de la expresiéon de CD40 en las células
dendriticas, molécula asociada con un aumento de la tasa de brotes (210,211). Por otro lado,
niveles elevados de emigrantes timicos, linfocitos B transicionales, células T dobles negativas o
linfocitos Th1l al inicio del tratamiento podrian identificar a los respondedores subdptimos a
fingolimod (211). Al contrario, niveles elevados de células CD56 bright y plasmablastos al inicio,
se relacionan con una respuesta éptima (212). En pacientes tratados con natalizumab, la
disminucién de CD49d en CMSP (células mononucleares de sangre periférica) disminuye su

capacidad de migracion y se ha relacionado con una respuesta dptima (213-215).

En cuanto a marcadores emergentes, cabe destacar a los miRNAs. Es conocido que los niveles
de estas moléculas estan desregulados en pacientes con EM y diversos estudios han demostrado
que pueden ser restaurados por algunos tratamientos. Por ejemplo, fingolimod normaliza los
niveles de miR-1156, -23a, y -223 (216), asi como natalizumab los de miR-155 y miR-266 (217).
IFN-beta es capaz de estimular la molécula dicer, precursora de miRNAs, en respondedores

Optimos (218).

Actualmente, un tema importante en la investigacion para establecer una terapia personalizada
en la EM es la validacién de estos biomarcadores en estudios multicéntricos para su
implementacion en la practica clinica. En este sentido, nuestro grupo ha publicado
recientemente la validacién de un método de citometria para evaluar biomarcadores de
respuesta a tratamiento con IFN-beta. En este estudio, en el que se procesaron 105 muestras de
sangre periférica de pacientes con EM naive procedentes de 14 hospitales a nivel nacional, se

demostrd que la estandarizacion del método era muy dependiente del pre-establecimiento de
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los parametros de compensacion y del punto de corte de los valores negativos de fluorescencia
(219).

1.8.2. Biomarcadores predictores de efectos adversos.

La identificacién de marcadores que detecten a los pacientes mas susceptibles de desarrollar
efectos adversos al tratamiento contribuye en el avance hacia una terapia personalizada con el

mejor balance riesgo/beneficio.

Existen varios tratamientos con efectos secundarios graves que han sido estudiados.
Natalizumab es un farmaco muy eficaz en las formas mds agresivas de EM pero en
aproximadamente 4/1000 tratados produce LMP, una infeccidn oportunista grave causada por
el virus JC que puede desencadenar en la muerte del paciente (220). El riesgo de desarrollar
dicha infeccidn se ha relacionado positivamente con la existencia de anticuerpos contra el virus
antes del tratamiento o durante el mismo, con el uso de terapias inmunosupresoras anteriores
o con una disminucidon de la molécula L-selectina en linfocitos T CD4+ (221-223). Por el
contrario, la presencia de BOC IgM lipido especificas se asocia con un bajo riesgo de LMP (224).
Las reacciones anafilactoides son otro problema derivado del uso de este farmaco y se asocian

con la presencia de determinados alelos HLA DRB1 (225).

Por su parte, el tratamiento con fingolimod, aumenta el riesgo de infeccién herpética con riesgo
de muerte, por lo que es necesario evaluar la presencia de anticuerpos frente al virus de varicela

zoster y vacunar a los pacientes seronegativos antes de iniciar el tratamiento (226,227).

El uso de dimetilfumarato puede inducir linfopenia en un porcentaje no desdefiable de
pacientes, con el riesgo asociado de LMP que conlleva esta situacion (155). Esto hace necesario
evaluar el recuento linfocitario durante el tratamiento, sobre todo en personas de edad

avanzada y que hayan sido tratados con natalizumab anteriormente (228).
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El uso de alemtuzumab se ha asociado con el desarrollo de autoinmunidad secundaria en un
tercio de los pacientes. Estudios preliminares describieron los niveles de IL-21 séricos previos al

tratamiento como posible marcador de este efecto secundario (229).
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO DE TESIS

En los ultimos afios se han aprobado diversos farmacos modificadores de la enfermedad,
aumentando asi rapidamente el numero de terapias disponibles para el tratamiento de la EM.
En esta linea cabe destacar el esfuerzo en el desarrollo de terapias de administracion oral que
faciliten la adherencia al tratamiento y hagan mdas cdmoda la vida del paciente. Entre ellos se
encuentran dimetilfumarato y teriflunomida, que han demostrado su eficacia en la disminucion
de la tasa de brotes, del nimero de lesiones en resonancia y de la progresion de la enfermedad
en varios ensayos clinicos. Sin embargo, el efecto de ambas terapias sobre el sistema
inmunoldgico todavia no esta claro y son necesarios mds estudios que pongan de manifiesto su

impacto sobre las diferentes poblaciones inmunolégicas.

En esta era de auge farmacoldgico es necesario trabajar hacia una medicina individualizada. La
existencia del elevado nimero de terapias disponibles para el tratamiento de la enfermedad
hace necesaria la descripcién de herramientas capaces de identificar la opcidn terapéutica
optima con el mejor perfil riesgo/beneficio para un paciente concreto. Para ello es indispensable
la identificacion de biomarcadores de respuesta al tratamiento que permitan una

monitorizacién del efecto del mismo.

3.HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Existen datos que ponen de manifiesto que diversas terapias modificadoras del curso de la
enfermedad tienen un efecto sobre la respuesta inmune y pueden ser monitorizadas mediante
diferentes estrategias. La citometria de flujo constituye una buena herramienta para un
seguimiento preciso y exhaustivo de la respuesta al tratamiento. Estudiamos un amplio panel
de células proinflamatorias y reguladoras para caracterizar el efecto de dimetilfumarato y
teriflunomida en esclerosis multiple y explorar su papel como biomarcadores que identifiquen

de manera precoz a los respondedores dptimos y contribuyan a monitorizar el tratamiento.

51



Justificacion, hipotesis y objetivos

Asi, los objetivos de esta tesis fueron:

e Identificacion de cambios en subpoblaciones leucocitarias circulantes después de 6
meses de tratamiento con dimetilfumarato y teriflunomida en pacientes con EM.
e Busqueda de biomarcadores que identifiquen de forma precoz a los respondedores

Optimos a dimetilfumarato y teriflunomida en pacientes con EM.
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4.1. Optimal response to dimethyl fumarate associates in MS with a shift from an
inflammatory to a tolerogenic blood cell profile.

Medina S, Villarrubia N, Sainz de la Maza S, Lifante J, Costa-Frossard L, Rolddn E, Picon C, Alvarez-
Cermeinio JC, Villar LM. Optimal response to dimethyl fumarate associates in MS with a shift from
an inflammatory to a tolerogenic blood cell profile. Mult Scler. 2018: 24(10):1317-1327

Antecedentes: Dimetilfumarato es un fdrmaco oral aprobado para el tratamiento de las formas
RR de EM, capaz de reducir la tasa de brotes hasta en un 50%, asi como reducir el nimero de
lesiones en resonancia. Sumecanismo de accidon no se conoce claramente, aunque se ha descrito
su papel antioxidante e inmunomodulador. Nuestro objetivo fue identificar los cambios
producidos por dimetilfumarato en leucocitos sanguineos, asi como identificar los cambios

asociados a una respuesta éptima.

Diseio del estudio: longitudinal, prospectivo, unicéntrico.

Pacientes: Se estudiaron 64 pacientes con EMRR tratados con dimetilfumarato durante un afo.
Se monitorizd el grado de progresion de la discapacidad a través de la escala EDSS, el nUmero

de brotes nuevos y la aparicidén de nuevas lesiones en resonancias anuales.

Métodos: Se aislaron CMSP heparinizada antes de iniciar tratamiento y 6 meses después,
mediante separacidn en gradiente de densidad y se criopreservaron hasta su utilizacidn. Se
estudiaron subpoblaciones leucocitarias efectoras, de memoria y reguladoras por citometria de

flujo. Los ensayos se hicieron en paralelo en las muestras basales y a los 6 meses de tratamiento.

Al afio de tratamiento, los pacientes se clasificaron segun su actividad clinica y en resonancia.
Se consideré a los pacientes como NEDA (de “no evident disease activity”) si no habian
presentado brotes, aumento de EDSS, ni nuevas lesiones en resonancia durante el seguimiento.
Por el contrario, aquellos que presentaron al menos una de las tres condiciones antedichas se
clasificaron como ODA (de “ongoing disease activity”), es decir, pacientes con actividad de la

enfermedad durante el tratamiento.
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Las diferencias en las distintas subpoblaciones leucocitarias en las muestras basales y a 6 meses
de tratamiento fueron analizadas mediante el test estadistico de Wilcoxon y las diferencias entre
NEDA y ODA mediante el test de Mann-Whitney. Los valores de la p fueron corregidos con el

test de Bonferroni.

Resultados: Se observd un aumento en el porcentaje de linfocitos T naive y una disminucién de
linfocitos de memoria efectora durante el tratamiento en todos los pacientes. Sin embargo, solo
los respondedores dptimos mostraron una reduccion significativa en los linfocitos T CD4+ y CD8+
de memoria central, células B de memoria, linfocitos T CD4+ productores de IFN-gamma,
linfocitos T CD8+ productores de TNF-alfa e IFN-gamma y células B productoras de TNF-alfa.
Ademas, se observé un aumento de células CD56 bright exclusivo de este grupo. Después del
tratamiento se observd una correlacién negativa entre las células CD56 bright y los linfocitos T

CD8+ productores de TNF-alfa e IFN-gamma.

Conclusién: La respuesta dptima al tratamiento con dimetilfumarato se asocié con un cambio
en el perfil inmunolégico de los pacientes en el que destaca la inhibicién de la respuesta

inflamatoria y la induccién de células reguladoras.
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Optimal response to dimethyl fumarate
associates in MS with a shift from an
inflammatory to a tolerogenic blood cell profile

Silvia Medina, Noelia Villarrubia, Susana Sainz de la Maza, José Lifante,
Lucienne Costa-Frossard, Ernesto Roldan, Carmen Picon,
José C Alvarez-Cermeiio and Luisa M Villar

Abstract

Background: The precise mechanism of action of dimethyl fumarate (DMF) treatment in MS remains
unknown.

Objective: To identify the changes in the blood lymphocyte profile of MS patients predicting no evidence
of disease activity (NEDA) status after DMF treatment.

Methods: We studied blood lymphocyte subsets of 64 MS patients treated with DMF at baseline and
after 6 months of treatment by flow cytometry. NEDA (41 patients) or ongoing disease activity (ODA, 23
patients) were monitored after a year of follow-up.

Results: During treatment, all patients experienced an increase in the naive T cells and a decrease in
effector memory ones. However, only NEDA patients showed a significant reduction in central memory
CD4+ and CD8+ T cells, memory B cells, CD4+ T cells producing interferon (IFN)-gamma, CD8+ T
cells producing tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha), and IFN-gamma and B cells producing TNF-
alpha. Additionally, they had an increase in regulatory CD56bright cells not observed in ODA group.
After treatment, there was a negative correlation between CD56bright cells and CD8+ T cells producing

IFN-gamma and TNF-alpha.

Conclusion: A pro-tolerogenic shift in the blood leukocyte profile associates with an optimal response

to DMF in MS.

Keywords: Biomarkers, dimethyl fumarate, disease-modifying therapies, immunology, multiple sclerosis,

treatment response

Date received: 26 January 2017; revised: 26 April 2017; accepted: 26 May 2017

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory
disease of the central nervous system (CNS) of
unknown etiology, in which immune cells migrate to
the CNS inducing demyelization and axonal damage,
the main cause of disability in the disease.! MS affects
approximately 2.5 million individuals worldwide and
is the most common demyelinating disease affecting
young adults. Different therapeutic options are avail-
able to ameliorate disease activity in MS patients.>?
Unfortunately, the response to treatment is not always
satisfactory and a number of suboptimal responders
are found for every disease-modifying treatment used
in MS.

Dimethyl fumarate (DMF; Tecfidera®, Biogen,
Cambridge, MA) is an approved treatment for relaps-
ing-remitting multiple sclerosis (RRMS). The effi-
cacy of oral DMF in treating RRMS in adults was
evaluated in two large 2-year double-blind, multina-
tional, phase III trials, DEFINE* and CONFIRMS and
their dose-blind extension, ENDORSE.®” DMF
reduces relapse rate by about 50% and both the num-
ber of new or enlarging hyperintense lesions on
T2-weighted images and the number of gadolinium-
enhancing lesions. DMF mechanism of action has not
been fully elucidated, although it was postulated that
it plays both antioxidant and immunomodulatory
effects, including a reduction in cytokine production,®
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in the migratory capacity of the immune cells by inhi-
bition of nuclear factor kappa B (NF-xB),’ and the
activation of the nuclear factor erythroid 2-related
factor 2 (Nrf2) transcriptional pathway.!?

It was also suggested that it affects predominantly
memory T and B cells and induces a shift toward anti-
inflammatory response.!'"!4 However, data from
immunological changes in RRMS patients treated
with DMF are still sparse and more comprehensive
insights on its mechanism of action are needed.

No evidence of disease activity (NEDA) is defined as
the absence of new relapses, disability progression,
and magnetic resonance imaging (MRI) activity on a
disease-modifying treatment.!> Patients achieving
NEDA in the first years of treatment have a high prob-
ability of remaining free of progression for long.!®
Thus, the finding of biomarkers predicting this status
at the beginning of a treatment would be very useful
for therapeutic decisions.

The main goal of this study was to identify if DMF
induces specific changes in blood immune cells of
MS patients who will remain with NEDA the first
year of treatment. This would be of relevant clinical
interest and would contribute to clarify the immuno-
logical mechanisms of action of the drug.

Patients and methods

Patient demographic and clinical data

This study was approved by the ethics committee of
Ramon y Cajal University Hospital, Madrid. Each
patient signed a written consent before entry. A code
was assigned to every patient to warrant confidential-
ity of collected data. We studied 64 patients diagnosed
with RRMS who consecutively initiated treatment
with DMF at the MS unit of Ramon y Cajal University
Hospital.

Patient follow-up

Patients were examined every 3 months, with addi-
tional visits in case of relapses. Relapses were defined
as a worsening of neurological impairment or an
appearance of a new symptom or abnormality attribut-
able to MS, lasting at least 24 hours and preceded by
stability of at least 1 month.!” Expanded Disability
Status Scale (EDSS) score was assessed at each visit.
An MRI of the brain was performed within a month
before treatment initiation and 1year after starting
DMF in 1.5T scanners with standard head coils
(Philips Gyroscan NT, Eindhoven, Netherlands). Slice

thickness of Smm was acquired to obtain contiguous
axial sections that covered the entire brain. The fol-
lowing sequences were performed: T1-weighted
imaging, TI1-weighted imaging with gadolinium
enhancement, axial fluid-attenuated inversion recov-
ery (FLAIR) T2, axial T2-weighted imaging, and axial
proton density T2-weighted imaging.

Samples

Samples were collected immediately before treatment
with  DMF and after 6months of treatment.
Heparinized whole blood was collected and periph-
eral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained
within 2 hours by Ficoll density gradient centrifuga-
tion (Fresenius Kabi, Norway) and cryopreserved in
aliquots of 5-6 x 10¢cells until studied.

Monoclonal antibodies

The following monoclonal antibodies were used in
the study: CD8-FITC, CD27-FITC, interferon (IFN)-
gamma-FITC, CD24-PE, CD197-PE (CCR7-PE),
granulocyte/macrophage-colony stimulating factor
(GM-CSF)-PE, CD3-PerCP, CD38-PE-Cy5.5, TNF-
alpha-PerCP-Cy5.5, CD19-PE-Cy7, CD25-PE-Cy7,
CD45RO-APC, CD56-APC, CD4-APC-H7, CD8-
APC-H7, CD3-BV421, CD127-BV421, CD45-V500
(all from BD Biosciences, San Diego, CA); interleu-
kin (IL)-10-PE (Biolegend, San Diego, CA); and
IL-17-APC (R&D Systems, Minneapolis, MN).

Labeling of surface antigens

Aliquots of 106 PBMCs were resuspended in RPMI
1640 medium (Thermofisher Scientific, Waltham,
MA), stained with the appropriate amounts of mono-
clonal antibodies during 30 minutes at 4°C in the dark,
washed twice with phosphate-buffered saline (PBS),
resuspended in 300 uL of PBS, and analyzed.

In vitro stimulation and intracellular cytokine
staining

Aliquots of 106 PBMCs were resuspended in 1 mL of
complete medium with 50 ng/mL phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO)
and 750ng/mL ionomycin (Sigma-Aldrich), in the
presence of 2pug/mL Brefeldin A (GolgiPlug, BD
Biosciences) and 2.1 pM Monensin (Golgi Stop, BD
Biosciences) in polypropylene tubes and incubated
for 4hours at 37°C in 5% CO,. To identify IL-10-
producing B cells, PBMCs were preincubated with
3ug/mL of CpG oligonucleotide (InvivoGen, San
Diego, CA) during 20hours at 37°C with 5% CO,
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prior to stimulation. After incubation, PBMCs were
washed with PBS, resuspended in residual volume,
and stained for 30 minutes at 4°C in the dark with the
appropriate amounts of monoclonal antibodies recog-
nizing the surface antigens. Then, cells were washed
with PBS, fixed, and permeabilized for 20 minutes at
4°C in the dark with Cytofix/Cytoperm Kit (BD
Biosciences), washed twice with Perm/Wash solution
(BD Biosciences) and stained intracellularly 30 min-
utes at 4°C in the dark with monoclonal antibodies
recognizing the following cytokines: IL-10, IFN-
gamma, GM-CSF-PE, TNF-alpha, and IL-17. After
two washes, PBMCs were analyzed in a FACSCanto
II flow cytometer (BD Biosciences).

Flow cytometry

Cells were always analyzed within a maximum period
of 1 hour after staining. Mean autofluorescence values
were set using appropriate negative isotype controls.
Data analysis was performed using FACSDiva
Software V.8.0 (BD Biosciences). A gate including
lymphocytes and monocytes and excluding debris and
apoptotic cells was established; a minimum amount of
30,000 events were analyzed. According to the differ-
ential expression of several antigens, CD4+ and CD8+
T cells were classified as: naive (CCR7+ CD45R0-),
central memory (CM) (CCR7+ CD45RO+), effector
memory (EM) (CCR7— CD45RO+), and terminally
differentiated (TD) (CCR7— CD45R0O-). Regulatory
CD4 T cells (Treg) were defined as CD3+ CD4+
CD25hi CD127low. B cells were classified as: mem-
ory (CD19+ CD27dim CD38dim), plasmablasts
(CD19+ CD27hi CD38hi), and CD27— regulatory
cells (Breg) (CD19+ CD27— CD24hi CD38hi); we
also explored natural killer (NK) cells (CD56dim
CD3-), natural killer T (NKT) cells (CD56dim CD3+),
and CD56bright NK cells (CD3— CD56bright). Gating
strategy is shown in supplementary figure. For intra-
cellular cytokine staining, we used two controls: iso-
type controls in stimulated PBMC to establish
fluorescence background, and non-stimulated PBMC
for quantifying basal cytokine expression. Gating
strategy is shown in supplementary figure.

Statistical analysis

Statistical analyses were made using GraphPad Prism
6.0 software (GraphPad Prism Inc, La Jolla, CA).
Wilcoxon matched pair tests were used to assess dif-
ferences between basal and 6 months after treatment
results; Mann—Whitney test was used to compare
results in NEDA versus ongoing disease activity
(ODA) group. p-values were corrected using
Bonferroni method. Correlations were assessed by

Spearman test. p values below 0.05 were considered
as significant.

Results

A total of 65 RRMS patients (48 females and 17
males) were included in this study. However, only 64
of them were treated with DMF during at least 1 year,
since a female patient abandoned treatment due to
gastrointestinal side effects. Age at disease onset was
29.4+ 1.3 years (mean=standard error); disease dura-
tion at DMF initiation was 12.7+1.0years. EDSS at
this point was 2.8 +0.2 and the annualized relapse rate
in the previous 2years 0.8+0.1. In all, 11 patients
were treatment naive, 39 received previously first-
line drugs (interferon-f or glatiramer acetate), and 15
second-line drugs (natalizumab, fingolimod) or aza-
thioprine. In all, 21 patients were previously treated
with only one disease-modifying drug; 23 with two
and 10 with three or more. Patients who received pre-
vious first- or second-line drugs underwent a washout
period of 1 and 2 months before initiating DMF treat-
ment, respectively.

Patients were classified according to their clinical
and MRI activity after 1year of follow-up. Those
showing NEDA in terms of absence of relapses, pro-
gression in the EDSS score, or MRI activity were
considered as optimal responders. To have at least
one relapse, or increase of at least one point in the
EDSS score confirmed in two consecutive visits, or
presence of new T2 lesions or gadolinium-enhanced
lesions was considered evidence of ODA. After a
year on DMF treatment, 41 patients showed NEDA
and 23 ODA (6 patients suffered a relapse during
follow-up, 11 had new lesions in the follow-up MRI
study, 5 experienced disability worsening, and the
remaining one suffered a relapse and disability wors-
ening). We only had a patient suffering a relapse in
the first 3 months after treatment initiation, and we
did not take this relapse into account to evaluate
ODA status since it occurred in the window period
when the drug has not reached its full efficacy.
Baseline clinical and demographic data of patients
showing NEDA or ODA are shown in Table 1. No
differences were found between the two groups of
patients.

No differences were observed in basal leukocyte sub-
sets showed by the seven patients suffering a relapse
within the 3 months prior to initiating DMF treatment
(four suffered a relapse 3 months, other two, 2 months
and the remaining one, a month prior treatment initia-
tion; all but one received high-dose steroids) and
those observed in the remaining patients.
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Table 1. Clinical and demographic data of patients included in the study.

NEDA (n=41) ODA (n=23) D

Age at disease onset (years), median 30.0 (21.0-39.5) 25.0 (20.0-37.0) NS
(25%—75% IQR)

Sex (male/female) 10/31 7/16 NS
Age at baseline (years), median (25%—-75% IQR) 43.0 (37.5-49.0) 43.0 (33.3-48.5) NS
Disease duration (years), median (25%—75% IQR) 12.6 (5.8-17.9) 9.8 (4.6-20) NS
EDSS score at baseline, median (25%—-75% IQR) 2.0 (1.5-3.5) 2.0 (1.5-3.0) NS
Relapses in the 2 years before DMF treatment, median 0.5 (0.0-1.0) 1.0 (0.0-1.0) NS
(25%—75% IQR)

Previous treatments 7N;25FL; 9 SL 4N; 14 FL; 5 SL NS
Number of previous treatments NS

T(N); 14(1); 14(2); 6(=3)

4(N); 7(1); 9(2); 3(=3)

DME: dimethyl fumarate; FL: prior treatment with first-line drugs; IQR: interquartile range; N: no previous disease-modifying
treatment; NEDA: no evidence of disease activity; NS: not significant; ODA: ongoing disease activity; EDSS: Expanded Disability
Status Scale; SL: prior treatment with second-line drugs; (1): prior treatment with one disease-modifying drug; (2): prior treatment
with two disease-modifying drugs; (=3): prior treatment with three or more drugs.

Only a patient had a relapse in the 3 months before
obtaining 6-month sample (at 4.5 months after initiat-
ing DMF treatment). He received high-dose steroids.
However, results obtained with this patient did not
alter total results.

Effector and regulatory subsets

We first studied different immune cell subsets in
blood mononuclear cells obtained before and 6 months
after treatment initiation in the whole group of patients
(n=64). We found significant changes in effector,
memory, and regulatory cell subsets. The percentages
of total CD8 T cells, EM CD4+ and CD8&8+ T cells, TD
CDS8 T cells, NKT cells, and memory B cells decreased
at 6months of treatment with DMF, while those of
CD4+ and CD8+ naive T cells and CD56bright cells
increased. Results are shown in Figures 1 and 2.

We next explored the same subsets in NEDA and
ODA patients. No difference in any particular sub-
population was observed between both groups prior
to treatment onset (data not shown).

When we studied changes between basal and
6-month samples (Figures 1 and 2), both groups
showed similar increases in naive CD4+ and CD8+
T cells and similar decreases in EM CD4+ T cells
and in EM and TD CD8+ T cells during treatment.
However, NEDA patients showed a distinct profile
of other lymphoid subsets. They showed a clear
decrease in total CD8+ T cells (p<0.0001), CM
CD4+ and CD8+ T cells (p=0.007 and p=0.014
respectively, representative examples are shown in
Figure 3), and memory B cells (»p<0.0001). They
also showed increased percentages of CD56bright

cells (p=0.016). No significant changes were appre-
ciated in these subsets in ODA group.

Intracellular cytokine production

We next studied intracellular cytokine production in T
and B lymphocytes (Figure 4). We found a significant
decrease in the percentage of CD4+ and CD8+ IFN-
gamma+ T cells, CD8+ TNF-alphat T cells, and
CD8+ GM-CSF+ T cells after 6 months of DMF treat-
ment in the whole group of patients. These differences
were restricted in most cases to NEDA group, with
the exception of CD8+ GM-CSF+ T cells, which did
not show significant decrease either in NEDA or ODA
groups. We also found a significant decrease in the
percentages of CD19+ TNF-alphat+t B cells not
observed in the whole cohort but in the NEDA group.

A representative example of the changes in cytokine-
producing subsets in NEDA patients is shown in
Figure 5.

We explored if treatment status prior to DMF initia-
tion could affect basal values of the different immune
cell populations included in the study. We only
observed significant differences in the percentages of
CD8+ cells secreting IL-10 that were increased in
patients previously treated with second-line drugs
compared to those treatment naive or treated with
first-line drugs (p=0.001).

Association between regulatory and effector
populations

Since we observed a considerable increase in NK
CD56bright population and a clear decrease in different
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Figure 1. Percentages of peripheral blood effector and memory T lymphocyte subsets obtained before (basal) and at
6 months (6M) of dimethyl fumarate (DMF) treatment. Results of the whole group (Total) of patients (n=64) and of
patients with no evidence of disease activity (NEDA, n=41) or ongoing disease activity (ODA, n=23) during DMF

treatment are shown. Values are expressed as percentages of total peripheral blood mononuclear cells (median and

interquartile range).

CM: central memory; EM: effector memory; N: naive; TD: terminally differentiated.
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Figure 2. Percentages of peripheral blood natural killer (NK), natural killer T (NKT) cells, and NK regulatory cells
(CD56bright); of total (B cells), memory (Bmem), and CD27-regulatory (Breg) B cells; of plasmablasts (PB) and of
regulatory T cells (Treg) obtained before (basal) and at 6 months (6M) of dimethyl fumarate (DMF) treatment. Results
of the whole group (Total) of patients (n=64) and of patients with no evidence of disease activity (NEDA, n=41) or
ongoing disease activity (ODA, n=23) during DMF treatment are shown. Values are expressed as percentages of total
peripheral blood mononuclear cells (median and interquartile range).

effector cells during DMF treatment, we explored the
putative correlation between these regulatory cells and
the effector subsets after 6months of treatment. The
clearest results were obtained with some cytokine-pro-
ducing subsets. There was a negative correlation within
the percentage of CD56bright cells and those of CD8+ T
cells producing TNF-alpha (r=—0.48, p<0.0001) and
IFN-gamma (r=—0.41, p=0.0012) and to a lesser extent
with CD4+ T cells producing IFN-y (r=—0.28, p=0.028).

These data reveal a potential mechanism of action for
DMF by upregulating CD56bright cells and inducing a
secondary inhibition of pro-inflammatory effector cells.
Results are shown in Table 2 and Figure 6.

Discussion
DMF is a new oral therapy recently approved for
RRMS patients. Despite the proven clinical efficacy
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Figure 3. (aand b) CD4 T cells and (c and d) CD8 T cells from a patient with optimal response to dimethyl fumarate
(DMF) at basal state (a, c, ) and after 6 months of treatment with DMF (b, d, f). Naive (N), central memory (CM),
effector memory (EM), and terminally differentiated cells (TD) were studied according to their differential membrane

expression of CD197 (CCR7) and CD45RO.

of this drug,*? its precise mechanism of action remains
unveiled. It was postulated that its immunomodula-
tory effects could be mainly due to antioxidative
mechanisms, but recent data suggest that the antioxi-
dative effect of DMF may be, at least partly, a second-
ary phenomenon due to its immunomodulatory
effect.!s

Different works explored the mechanism of action of
DMF by studying changes induced by this drug in
peripheral blood cells in small cohorts of patients. In
a cohort of 15 RRMS patients, a reduction in both
CD4 and CD8 CM and EM T cells and a decrease in
CD4+ cells producing IFN-gamma, TNF-alpha, and
GM-CSF after 6 months of treatment was described.!?
Other exploratory study performed in a group of 13
patients described a reduction in the total number of B
lymphocytes and in memory B cells.!* We aimed to
further explore these changes in a bigger cohort of
patients treated with DMF and to investigate the dif-
ferences between patients showing NEDA or ODA

during this treatment. We included in the study 64
RRMS patients treated consecutively with DMF. We
first checked possible changes in the basal lympho-
cyte subsets depending on previous treatments and
only detected differences in regulatory CD8+ T cells,
probably due to the washout period. Then, we
explored differences between basal and 6-month
measures and confirmed that after 6 months DMF
induces a significant reduction in CD4+ and CD8+
memory and effector subsets, and in memory B cells,
and an increase in CD4+ and CD8+ naive T cells. In
addition, we found a significant decrease in NKT sub-
set and a significant increase in CD56bright cells.

When analyzed separately NEDA and ODA patients,
we found that the decrease in CM CD4+ and CD8+ T
cells and in memory B lymphocytes was only
observed in NEDA patients. Previous data showing
high levels of circulating CD8+ CM T cells in MS"
suggest that these cells could play a role in the dis-
ease. In fact, depletion of CM T cells from peripheral
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Figure 4. Percentages of peripheral blood CD4+ and CD8+ T cells producing interferon-gamma (IFN-y), tumor
necrosis factor-alpha (TNF-a), interleukin 17 (IL-17), granulocyte/macrophage colony stimulating factor (GM-CSF),
and interleukin 10 (IL-10) and of B lymphocytes producing TNF-a, GM-CSF, and IL-10 obtained before (basal) and
at 6 months (6M) of dimethyl fumarate (DMF) treatment. Results of the whole group (Total) of patients (n=64) and of
patients with no evidence of disease activity (NEDA, n=41) or ongoing disease activity (ODA, n=23) during DMF
treatment are shown. Values are expressed as percentages of total peripheral blood mononuclear cells (median and
interquartile range).

blood is a key part of fingolimod mechanism of
action.2® On the other hand, the association between
the decrease of memory B cells and response to treat-
ment was previously described in other immunomod-
ulatory treatments.2! Moreover, it is now known that

memory B cells are very efficacious in producing the
pro-inflammatory cytokine TNF-alpha?? and that this
B cell subset is increased in MS.?? These data suggest
that downregulation of these cells is a key feature to
achieve a complete response to DMF in MS.
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Figure 5. Dot plots showing (a and b) T cells producing interferon-gamma (IFN-y) and (c and d) B cells producing

tumor necrosis factor-alpha (TNF-a)) from a patient showing
¢) and after 6 months of treatment with DMF (b and d). Plots

optimal response to dimethyl fumarate at basal state (a and
a and b are gated on total T cells. Plots ¢ and d are gated on

total B cells. Percentages showed in the plots are referred to total peripheral blood mononuclear cells.

Table 2. Correlation between the percentages of
lymphocytes producing pro-inflammatory cytokines and of
CD56bright cells at 6 months of DMF treatment.

Effector population r P

CD4+ IFN-gamma-+ —0.2815 0.0280
CD4+ TNF-gamma+ —0.0064 0.96
CD4+ IL-17+ —0.0377 0.77
CD4+ GM-CSF+ 0.2483 0.10
CD8+ IFN-gamma-+ —0.4080 0.0012
CD8+ TNF-alpha+ —0.4824 <0.0001
CD8+ IL-17+ —0.0832 0.52
CD8+ GM-CSF+ 0.1271 0.41
CD19+ TNF-alpha+ —0.2296 0.08
CD19+ GM-CSF+ 0.0450 0.78

DME: dimethyl fumarate; GM-CSF: granulocyte/macrophage
colony stimulating factor; IFN: interferon; IL: interleukin;
TNF: tumor necrosis factor.

Other interesting findings obtained when exploring
NEDA and ODA patients was the increase of
CD56bright NK cells observed in NEDA group and the

different profile of cytokine production in both groups.
When we investigated changes in cytokine-producing
cells in the whole group of patients, we observed a
clear decrease in the percentages of CD4+ IFN-
gamma+, CD8+ I[FN-gamma+, CD8+ TNF-alpha+,
and CD8+ GM-CSF+ T cells during treatment. But,
interestingly, we found that these differences were only
observed in NEDA patients. In addition, a clear
decrease in CD19+ TNF-alpha+ B cells, not observed
in total cohort, was also observed in this group. These
results are similar to that found after treatment with
alemtuzumab, which induces a shift of the inflamma-
tory response to a more tolerogenic one in MS.?*

We also found a negative correlation between
CD56bright NK cells and various cytokine-producing
lymphocyte subsets. CD56bright cells are the main
cytokine producers among the NK population® and are
capable of producing pro-inflammatory or anti- inflam-
matory cytokines in function of the cytokine context.26
In MS, a regulatory role has been proposed for these
cells. In fact, it was observed that increase of this NK
cell subset closely associates with a good response to
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Figure 6. Scatter plots showing correlation between the
percentages of CD8+ T cells producing (a) tumor necrosis
factor-alpha (TNF-a) or (b) interferon-gamma (IFN-y) and
CD56bright cells at 6 months of treatment with DMF.

different treatments in the disease.?’2° Accordingly,
the upregulation of CD56bright cells upon DMF treat-
ment could inhibit effector lymphocyte subsets that are
relevant in the pathogenesis of MS.

Taken together, our data show that DMF is very effective
in inducing a change in the ratio between regulatory and
effector circulating populations, favoring an immune
regulatory response, which associates with its efficacy in
improving patient course. Because of MS heterogeneity,
an ecarly and fine discrimination between optimal
responders and non-responders to this treatment is cru-
cial. These immune cell subpopulations could be candi-
date biomarkers for the early identification of optimal
responders to DMF. Further studies with larger patient
series are necessary to validate these results.
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4.2. Teriflunomide induces a tolerogenic bias in blood immune cells of MS patients.

Medina S, Sainz de la Maza S, Villarrubia N, Alvarez-Lafuente R, Costa-Frossard L, Arroyo R,
Monreal E, Tejeda-Velarde A, Rodriguez-Martin E, Roldan E, Alvarez-Cermefio JC, Villar LM.
Teriflunomide induces a tolerogenic bias in blood immune cells of MS patients. Ann Clin Transl|
Neurol. 2019: 15,;6(2):355-363.

Antecedentes: Teriflunomida es un tratamiento modificador de la enfermedad aprobado para
EM. Inhibe reversiblemente a la enzima mitocondrial DHODH implicada en la sintesis de novo de
pirimidinas. Aunque su mecanismo de accidn no se conoce en su totalidad, se ha descrito su
capacidad para inhibir la proliferacién linfocitaria en diferentes estudios in vitro. Nuestro

objetivo fue estudiar el impacto de este farmaco en el perfil leucocitario de pacientes con EM.

Disefio del estudio: Longitudinal, prospectivo, multicéntrico.

Pacientes: Se incluyeron 55 pacientes con EMRR que iniciaban tratamiento con teriflunomida.

Métodos: Se aislaron CMSP heparinizada antes de iniciar tratamiento y 6 meses después,
mediante separacidon en gradiente de densidad y se criopreservaron hasta su utilizacidon. Se
estudiaron subpoblaciones leucocitarias efectoras, de memoria y reguladoras por citometria de
flujo. Ademds, en 7 pacientes exploramos el efecto sobre moléculas coestimuladoras vy
marcadores de activacidn, asi como sobre la proliferacidn de linfocitos T CD4+. Los ensayos se
hicieron en paralelo en las muestras basales y a los 6 meses de tratamiento. Las diferencias en
las distintas subpoblaciones leucocitarias en las muestras basales y a 6 meses de tratamiento
fueron analizadas mediante el test estadistico de Wilcoxon y la comparacidn entre pacientes de
diferentes grupos mediante el test de Mann-Withney. Los valores de la p fueron corregidos con

el test de Bonferroni.

Resultados: Dentro del grupo de linfocitos efectores, se observd una disminucién de los
porcentajes de linfocitos T CD4+ terminalmente diferenciados y de plasmablastos después de 6

meses de tratamiento. Estos resultados se confirmaron con la disminucién en sus nimeros
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absolutos en ambos casos. Ademads, observamos una disminucion del marcador de activacién
CD69+ en los linfocitos T CD4+. Dentro del grupo de células reguladoras, se observé un claro
aumento del porcentaje y nimero de monocitos que expresan PD-L1 que correlacionaba
negativamente con el porcentaje de linfocitos T CD8+ efectores a los 6 meses. Ademas, el
bloqueo de la molécula PD-L1, tuvo como consecuencia mayores tasas de proliferacion en los
linfocitos terminalmente diferenciados. Finalmente, se observé un aumento en el porcentaje de

linfocitos T CD8+ y monocitos productores de IL-10.

Conclusién: Teriflunomida induce un cambio en la respuesta inmune alterada de pacientes con
EM, con una reduccién especifica de linfocitos T y B efectores y un aumento de células
inmunomoduladoras. En concreto, induce la expresidon de PD-L1, una molécula involucrada en

la autotolerancia.
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Introduction

Teriflunomide (Aubagio®) is an oral immunomodulatory
disease-modifying therapy recently approved for the treat-
ment of patients with relapsing-remitting multiple sclerosis
(RRMS).! Tts efficacy and safety have been demonstrated in
several phase III clinical trials including TEMSO,>’
TOWER,* and TENERE.” It produces a significant reduc-
tion in the relapse rate, disability progression, and the
appearance of new lesions in magnetic resonance imaging

when compared with placebo.

Abstract

Objectives: Teriflunomide, a disease-modifying treatment approved for multi-
ple sclerosis (MS), inhibits reversibly dihydroorotate dehydrogenase, an enzyme
involved in de novo pyrimidine biosynthesis and down-regulates proliferation
of activated lymphocytes. We aimed to study the impact of this drug in the
lymphocyte profiles of MS patients. Methods: Fifty-five patients with relapsing-
remitting MS who initiated teriflunomide treatment were included in the study.
We studied peripheral blood mononuclear cells obtained before and 6 months
after treatment initiation and explored effector, memory, and regulatory cells
by flow cytometry. Wilcoxon matched pair tests were used to assess differences
between basal and 6 months after treatment results. P-values were corrected
with Bonferroni test. Results: When explored T and B cell subsets, we observed
a decrease in the percentages of terminally differentiated CD4+ T cells
(P =0.001) and plasmablasts (P < 0.0001) after 6 months of treatment. These
results were confirmed with the total cell number. When studied immunomod-
ulatory cells, we observed a clear increase of monocytes expressing programmed
death-ligand 1 (PD-L1) (P = 0.005), which correlated negatively with all
effector CD8+ T cell subsets. We also observed an increase in the percentage of
CD8+ T cells (P=0.028) and monocytes (P = 0.04) producing IL-10.
Conclusions: Teriflunomide induces a specific reduction in effector T and B
cells that have shown to play a role in MS course and an increase in
immunomodulatory cells. Particularly, this drug induces the expression of PD-
L1, a molecule involved in tolerance to autoantigens, which can contribute to
inhibit the abnormal immune response taking place in MS.

Teriflunomide induces a reversible inhibition of dihy-
droorotate dehydrogenase (DHODH), a mitochondrial
enzyme specifically required for de novo pyrimidine
biosynthesis and particularly active in proliferating cells
such as a lymphocytes.® Although its therapeutic mode of
action is not fully elucidated yet, it has been proposed
that this drug produce a selective reduction of proliferat-
ing T and B cells."

Inhibition of adhesion molecules, cytokines, protein tyr-
osine kinases, nuclear factor-kB (NF-kB) activation, and
cyclooxygenase 2 activity have also been demonstrated in
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some in vitro studies, suggesting that teriflunomide may
also impact signal transduction, migration, and inflamma-
tory processes.”®

However, the effect of teriflunomide on the immune
cell profile is not fully understood. The main goal of this
study was to identify if teriflunomide induces specific
changes in blood immune cells of multiple sclerosis (MS)
patients to further understand the effect of the drug in
the abnormal inflammatory response taking place in MS.

Methods

Patients

We studied 55 patients diagnosed with RRMS who con-
secutively initiated treatment with teriflunomide at the
MS unit of Ramon y Cajal University Hospital and
Clinico San Carlos Hospital (Madrid, Spain).

This study was approved by the ethics committees of
both hospitals. Each patient signed a written consent
before entry. Baseline characteristics of the patients
included in the study are shown in Table 1.

Samples

Samples were collected immediately before initiating
treatment with teriflunomide and 6 months after. Hepari-
nized whole blood was collected and peripheral blood
mononuclear cells (PBMC) were obtained within 2 h by
Ficoll density gradient centrifugation (Fresenius Kabi,
Norway) and cryopreserved in aliquots of 5-6 x 10°cells
until studied. Blood absolute leukocyte counts were also
examined at baseline and 6 months after in fresh blood
samples.

Table 1. Baseline characteristics of study population (n = 55).

Clinical and epidemiological variables Results

Age at baseline (years) (M =+ SE) 447 £ 1.3
Sex (male/female) 14/41

Disease duration (months) (M + SE) 155.1 4+ 25.5
EDSS score at baseline (M + SE) 24+03
Relapses in the 2 years before 0.8 + 0.1

treatment (M £ SE)
Previous treatments
Number of previous treatments

13 N; 35FL; 7 SL
13(N); 27(1);
7(2);8(=3)

Washout period (months) (M + SE) 85+ 23

FL: prior treatment with first line drugs; M =+ SE, Mean+Standard
error; N, no previous disease-modifying treatment; SL, prior treatment
with second-line drugs; (1): Prior treatment with one disease-modify-
ing drug; (2): prior treatment with two disease-modifying drugs; (>3):
prior treatment with three or more drugs.

S. Medina et al.

Monoclonal antibodies

The following monoclonal antibodies were used in the
study: CD8-FITC, CD27-FITC, Interferon (IFN)-gamma-
FITC, CD24-PE, CD80-PE, CD197-PE (CCR7-PE), CD3-
PerCP, CD38-PE-Cy5.5, CD19-PE-Cy7, CD25-PE-Cy7,
programmed death-ligand 1 (PD-L1)-PE-Cy7, TNF-
alpha-PerCP-Cy5.5, CD45RO-APC, CD56-APC, HLA-
DR-APC, CD4-APC-H7, CD8-APC-H7, CDI14-APC-H7,
CD3-BV421, CD69-BV421, CDI127-BV421, CD45-V500
(all from BD Biosciences, San Diego, CA); interleukin
(IL)-10-PE (Biolegend, San Diego, CA), and IL-17-APC
(R&D Systems, Minneapolis, MN).

Labeling of surface antigens

Aliquots of 10° PBMC were resuspended in RPMI 1640
medium (Thermofisher Scientific, Waltham, MA), stained
with the appropriate amounts of monoclonal antibodies
during 30 min at 4°C in the dark, washed twice with PBS
and analyzed.

In vitro stimulation and intracellular
cytokine staining

Aliquots of 10° PBMC were resuspended in 1 mL of
Complete Medium with 50 ng/mL Phorbol 12-myristate
13-acetate (PMA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) and
750 ng/mL Ionomycin (Sigma-Aldrich) in presence of
2 pug/mL Brefeldin A (GolgiPlug, BD Biosciences) and
2.1 umol/L Monensin (GolgiStop, BD Biosciences) in
polypropylene tubes, and incubated for 4 h at 37°C in
5% CO,. To identify IL-10-producing B cells, PBMC were
preincubated with 3 ug/mL of CpG oligonucleotide (Invi-
voGen, San Diego, CA) during 20 h at 37°C with 5%
CO, prior to stimulation. After incubation, PBMC were
washed with PBS and stained for 30 min at 4°C in the
dark with appropriate amounts of monoclonal antibodies
recognizing the surface antigens. Then, cells were washed
with PBS, fixed, and permeabilized for 20 min at 4°C in
the dark with Cytofix/Cytoperm Kit (BD Biosciences),
washed twice with Perm/Wash solution (BD Biosciences),
and stained intracellularly 30 min at 4°C in the dark with
monoclonal antibodies recognizing the following cytoki-
nes: IFN-gamma, TNF-alpha, IL-17, and IL-10. After two
washes, PBMC were analyzed in a FACSCanto II flow
cytometer (BD Biosciences).

Flow cytometry

Cells were always analyzed within a maximum period of
1 h after staining. Mean autofluorescence values were set
using appropriate negative isotype controls. Data analysis

2 © 2019 The Authors. Annals of Clinical and Translational Neurology published by Wiley Periodicals, Inc on behalf of American Neurological Association.



S. Medina et al.

was performed using FACSDiva Software V.8.0 (BD Bio-
sciences). A gate including lymphocytes and monocytes
and excluding debris and apoptotic cells was established;
a minimum amount of 30.000 events were analyzed. Gat-
ing strategy to identify the different leukocyte populations
is shown in Figure S1 (S1). In addition, we followed the
strategy detailed below to identify the different subpopu-
lations. CD4+ and CD8+ T cells were classified as: naive
(CCR7+ CD45RO—); central memory (CM) (CCR7+
CD45R0+); effector memory (EM) (CCR7— CD45RO+);
terminally differentiated (TD) (CCR7— CD45RO—). Reg-
ulatory CD4 T cells (Treg) were defined as CD3+ CD4+
CD25hi CD127low. B cells were classified as: memory
(CD19+ CD27dim CD38dim), plasmablasts (CDI19+
CD27hi CD38hi); and regulatory B cells were classified as
CD19+ CD27- CD24hi CD38hi cells (Breg) or CD19+ IL-
10+ cells. PD-L1 was explored in monocytes by studying
its coexpression with CD14 in PBMC. Costimulatory and
activation markers expression were analyzed on mono-
cytes (CD80, HLA-DR), and on CD4+ and CD8+ T cells
(CD69, HLA-DR).
For intracellular cytokine nonstimulated
PBMC and appropriate isotype controls were used. We
explored intracellular production of IFN-gamma and
TNF-alpha, IL-17 and IL-10 by CD4+ and CD8+ T cells.
Intracellular IL-10 production was also assessed in CD19+

staining,

B cells and monocytes.

Proliferation assay

Aliquots of 10° PBMC were incubated in the presence or
absence of 4 ug of anti-PD-L1 neutralizing antibody (e-
Biosciences, San Diego, CA) during 4 h at 37°C with 5%
CO2. Then cells were stimulated with 1 ug/mL of purified
anti-CD3 antibody (BD Biosciences) during 72 h. CD4+
T cell proliferation was quantified using the BD Pharmin-
gen BrdU flow kit (BD Biosciences). Briefly, cells were
incubated with 3 mmol/L BrdU during 18 h, washed in
saline, and stained with the appropriate amount of mono-
clonal antibodies for identifying CD4+ T cell subsets, as
described above. After washing, cells were fixed and per-
meabilized, incubated with 30 ug of DNase, stained with
an anti-BrdU-FITC antibody, and analyzed by flow

cytometry.

Statistical analysis

Statistical analyses were made using GraphPad Prism 6.0
software (GraphPad Prism Inc, La Jolla, CA). Wilcoxon
matched pair tests were used to assess differences between
basal and 6 months after treatment results. Mann—Whit-
ney test was used to compare different groups of patients.
P-values were corrected using Bonferroni method.

Mechanism of Action of Teriflunomide in MS

Correlations were assessed by a Spearman test. P-values
below 0.05 were considered as significant.

Results

Fifty-five patients (14 male and 41 female) treated with
teriflunomide for at least 6 months were included in the
study. Baseline characteristics are shown in Table 1.

Age at treatment initiation was 44.7 = 1.3 (Mean =+ s-
tandard error) years and disease duration was
155.1 £+ 25.5 months. Annualized relapse rate in the pre-
vious 12 months was 0.8 = 0.1 and the EDSS score at
baseline was 2.4 £ 0.3. Thirteen patients were treatment
naive, 35 previously received first-line drugs (interferon-
B, glatiramer acetate, or dimethyl fumarate), and
seven second-line drugs (natalizumab, fingolimod, or aza-
thioprine). Twenty-seven patients were previously treated
with only one disease-modifying drug; seven with two,
and eight with three or more. Patients who received pre-
vious treatments underwent a minimum washout period
of a month before initiating teriflunomide treatment
(Median = 3.0 months, 25%-75% IQR: 1.0-6.0 months).

Effector and immunomodulatory subsets

We explored the changes induced by teriflunomide in
blood mononuclear cell counts after 6 months of treat-
ment. Patients experienced a discrete decrease in the
absolute  lymphocyte  counts (1908 £ 89.9  vs.
1754 + 10.1; P < 0.0001). No patient developed lym-
phopenia during follow-up. We further addressed the
impact of this drug on the percentages of different leuko-
cyte subsets (Table 2 and Fig. 1). To avoid inconclusive
results, we applied Bonferroni correction to all compar-
isons.

We first explored naive, memory, and effector CD4+
and CD8+ T cell subsets. Teriflunomide induced a clear
decrease on TD CD4+ T cells after 6 months of treatment
(P =0.001). In addition, we explored the percentages of
effector and memory B cell subsets. The only difference
observed after 6 months of teriflunomide treatment was a
consistent decrease of plasmablasts (P < 0.0001). Repre-
sentative dot plots are shown in Figure 2.

When evaluated IFN-gamma, TNF-alpha and IL-17
intracellular cytokine production by CD4 and CD8+ T
cells, we did not find significant differences between basal
and 6 months samples (data not shown).

We next studied the effect of teriflunomide in the regu-
latory subsets (Table 2). We found a discrete increase of
monocytes (P = 0.044) and of CD8+ T cells (P = 0.028)
producing IL-10 (Fig. 3).

We additionally explored monocytes expressing PD-
L1+, which have shown to modulate adaptive immune
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Table 2. Teriflunomide induced changes in leukocyte blood subsets.

S. Medina et al.

Percentages Absolute numbers
Basal 6 months Basal 6 months
Total patients (n = 55) (M =+ SE) (M =+ SE) P (M =+ SE) (M =+ SE) P
Effector and memory subsets ~ CD4+T cells 348 + 1.4 386 £ 1.5 NS
Naive 212 +£13 204 + 1.3 NS
Central memory 92+ 04 99+ 0.5 NS
Effector memory 6.3+ 0.3 6.5+ 0.4 NS
Terminally differentiated 2.1 £ 0.1 1.7 £ 0.1 0.001 502 +48 423+ 47 P<0.0001
CD8+T cells 142 £ 0.7 133 £0.9 NS
Naive 53+ 04 50+ 05 NS
Central memory 0.5+ 0.05 0.6 £ 0.1 NS
Effector memory 24 +0.2 25+0.3 NS
Terminally differentiated 594+ 0.7 52+ 0.5 NS
NKT cells 42 +£0.5 4.1+ 0.5 NS
NK cells 10.1 £ 0.7 9.1 £0.8 NS
CD19+ B cells 10.1 £ 0.7 10.5 £ 0.9 NS
Memory B cells 23+0.2 24 +£0.2 NS
Plasmablasts 0.1 +£0.01 0.05 + 0.005 <0.0001 2.7 +03 1.2 +£0.1 P<0.0001
Monocytes 183 £+ 1.1 201 + 1.4 NS
Immunomodulatory subsets Treg 1.3 £ 0.1 1.2 £0.1 NS
Breg 0.1 £ 0.01 0.1 £ 0.01 NS
CD56"9M 099 +01  1.154 0.1 NS
PD-L1+ Monocytes 0.3 £ 0.04 0.6 £ 0.1 0.005 215+25 338+54 P=0.01
CD4+ IL-10+ 0.2 + 0.02 0.2 £ 0.02 NS
CD8+ IL-10+ 0.13 +£0.01 0.19 + 0.02 0.028 3.2+03 40+ 05 NS
CD19+ IL-10+ 0.08 £ 0.01  0.09 + 0.01 NS
IL-10+ Monocytes 0.04 +£ 0.01 0.07 £ 0.01 0.044 3.7 +£07 53+ 1.1 NS

Values are expressed as percentages of total peripheral blood mononuclear cells and as absolute numbers (cells/ul). P-values were corrected using
Bonferroni method. Bmem, memory B cells; Breg, CD27- regulatory B cells; IL, interleukin; M + SEM, Mean + Standard error of mean; NK, natu-
ral killer cells; NKT, natural killer T cells; NS, not significant; PB, plasmablasts; PD-L1, programmed death-ligand 1; Treg, regulatory T cells.

responses.”'® We observed a clear increase after 6 months
of treatment (P = 0.005, Figs. 1 and 3).

We next studied if previous treatments could introduce
a bias in our results by analyzing differences in basal val-
ues of the different leukocyte subsets between naive
(n = 13) and previously treated patients (n = 42). We did
not find any significant differences (data not shown). We
also analyzed differences between basal and 6 month sam-
ples excluding the seven patients receiving second-line
drugs prior to teriflunomide. The results did not change
substantially. TD CD4+ T cells, and plasmablasts
decreased during teriflunomide treatment and PD-LI1+
monocytes increased (P < 0.001 in all cases).

We explored if significant data also corresponded with
variations in the total cell numbers. Our results confirmed
the decrease of TD CD4+ T cells (50.2 + 4.8 cells/mL vs.
423 + 4.7 cells/mL; P <0.0001) and plasmablasts
(2.7 £+ 0.3 cells/mL vs. 1.2 £ 0.1 cells/mL; P < 0.0001).
We also confirmed the increase of PD-L1+ monocytes
(21.5 + 2.5 cells/mL vs. 33.8 £ 5.4 cells/mL; P = 0.01).
Results are shown in Table 2 and Figure 1.

Effect in costimulatory and activation
markers and on CD4+ T cell proliferation

To deepen into the effect of teriflunomide in immune
cells, we also explored costimulatory and activation mole-
cules in monocytes and T lymphocytes of seven of the
studied patients, before and after 6 months of terifluno-
mide treatment. No differences were observed in CD80
and HLA-DR expression by monocytes or in HLA-DR
expression in T cells, but a clear decrease in mean fluores-
cence intensity (MFI) of CD69 was found in CD4+ T cells
after treatment (P = 0.03, Fig. 4).

As PD-L1 acts as an immunomodulatory receptor, we
investigated if this molecule could have an influence in the
reduction of TD CD4+ T cells. We studied this in PBMC of
seven MS patients obtained prior to initiating teriflunomide
treatment. Cells were stimulated with anti-CD3, in the pres-
ence or absence of a neutralizing anti-PD-L1 antibody. Pro-
liferation of the different T cell subsets was explored. We
found higher percentages of proliferating TD CD4+ T cells
when incubated with anti-PD-L1 antibody (Median = 30.3;
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Figure 1. Percentages (A, B, C) and absolute cell counts (D, E, F) of terminally differentiated (TD) CD4+ T cells (A, D), plasmablasts (B, E) and PD-
L1+ monocytes (C, F) obtained before (basal) and at 6 months of teriflunomide treatment (n = 55). Percentages are referred to total peripheral

blood mononuclear cells (PBMC).

25%-75% IQR: 15.4-43.0) than in control samples
(Median = 21.4; 25%-75% IQR: 14.1-35.6; P = 0.03).

Association between immunomodulatory
and effector populations

We  explored the putative correlation between
immunomodulatory and effector subsets after 6 months of
treatment. There was a positive correlation within the per-
centage of CD8+ IL-10+ T cells and those of CD4+ IL-10+
T cells (r = 0.44, P=0.01) and CD19+ IL-10+ B cells
(r=0.53, P < 0.0001). We also found modest negative cor-
relations between PD-L1+ monocytes and the effector
CD8+ T cells. The ratios (r) were: —0.37 for CM cells
(P =0.01), —0.39 for EM ones (P = 0.01), and —0.36 for
TD subset (P = 0.02). Results are shown in Figure 5.

Discussion

Teriflunomide is an inhibitor of DHODH that amelio-
rates multiple sclerosis course by reducing activation-

induced proliferation of lymphocytes, which is highly
dependent on the de novo pyrimidine synthesis.® It is the
active metabolite of leflunomide, a disease-modifying
antirheumatic drug. However, the changes in the different
immune cell subsets induced by this treatment have not
been totally identified yet. Most works were made with
leflunomide in vitro and in animal models. This molecule
causes cell cycle arrest in early S phase without inducing
apoptosis,''  impedes formation of the
synapses,'> and decreases the release of Th1 cytokines.
In vitro studies also showed that teriflunomide inhibits
lymphocyte proliferation, without inducing cytotoxicity
and significantly decreased the release of proinflammatory
cytokines from activated monocytes.®

Less is known on teriflunomide-induced changes in
lymphocyte profiles of MS patients. In a small cohort of
seven RRMS patients, it was described a reduction in the

immune
13,14

number of total, mature and regulatory B cells."”

In this work we deepened into the mechanism of
action of teriflunomide by studying a wider array of
leukocytes including different T, B, and monocyte
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Figure 2. Dot plots showing CD4+ T cells (A and B) and B cells (C and D) at basal state (A and C) and after 6 months of treatment (B and D).
Plots are gated on CD4 T cells (A and B) and B cells (C and D). Naive (N), central memory (CM), effector memory (EM) and terminally
differentiated cells (TD) were studied according to their differential membrane expression of CD197 (CCR7) and CD45RO. Plasmablasts (PB) were
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samples. First we observed that teriflunomide treatment
induces a significant decrease in the percentages and
total cell counts of TD CD4+ T cells and in plas-
mablasts. Terminally differentiated T cells are home to
peripheral tissue where they pursue their effector func-
tions such as secretion of proinflammatory cytokines.'®
In addition, the percentage of plasmablasts, a highly dif-
ferentiated, antibody secreting B cell subset, is elevated
in the blood of MS patients since the first clinical pre-
sentation of the disease and correlates with disease activ-
ity.'” The decrease of both effector cell subsets under
teriflunomide treatment may contribute to the beneficial
effect of the drug.

We did not find changes in Thl and Th17 cytokines
upon teriflunomide treatment. The main effect of this
drug is observed in TD CD4+ T cells, which represent
normally less than 10% of total CD4+ T cells. This may
be a reason by which these differences are not appreci-
ated. However, TD cells are important, since they are the
main cells migrating to inflamed tissues upon inflamma-
tion.'®

Other data indicating the effect of teriflunomide in T
cell activation is the decrease induced by this treatment in
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Figure 5. PD-L1+ monocytes show negative correlation with central memory (CM, A), effector memory (EM, B) and terminally differentiated (TD,
C) CD8+ T cells. CD8+ IL10+ T cells correlate positively with CD4+ IL10+ T cells (D) and CD19+ IL10+ B cells (E).
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the expression of CD69, which is up-regulated by CD4+
T cells upon activation.'®

When studied immunomodulatory populations, we
observed an increase in the percentages of CD8+ T cells
and monocytes producing IL-10 after 6 months of treat-
ment. Our results agree with in vitro results obtained
with leflunomide, an analog of this drug, which showed
an increase in IL-10 production by T lymphocytes."
Interestingly, the values of CD8+ IL-10+ T cells correlated
in 6 month samples with that of monocytes and CD19+
cells producing IL-10, which suggests that this drug can
induce a bias toward a tolerogenic response.

In addition, we observed an increase in monocytes
expressing PD-L1+. PD-L1 is a ligand of PD-1, a cell sur-
face receptor with an important role in down-regulating
the immune system and promoting self-tolerance by sup-
pressing T cell inflammatory activity.” The interaction
between PD-1/PD-L1 induce inhibition of T cell prolifera-
tion, cytokine production, and cytolytic activity.'” PD-1-
deficient animals develop diverse autoimmune condi-
tions'®?® and its blockade in experimental autoimmune
encephalomyelitis model increase disease severity.”"** PD-
1/PD-L1 axis represents a checkpoint to control immune
responses and its up-regulation in monocytes can be
important to modulate the abnormal response in MS.

In our series, PD-L1 overexpression could contribute to
down-modulate TD CD4+ T cells. When incubated PBMC
of our patients with anti-PD-L1 neutralizing antibodies, we
observed an increase in the proliferation of these cells.

In junction, our results support previous data describ-
ing that MS may associate with defective T regulatory
responses and that up-regulation of these cell subsets may
associate with a more benign disease course.”>**

The main limitation of our study was the low number
of treatment naive patients (n = 13). Patients were con-
secutively recruited, thus reflecting real life data in our
setting. However, we ruled out the putative effects of
prior treatments by excluding patients treated with sec-
ond-line drugs from the analysis and by comparing basal
data of patients receiving or not receiving previous treat-
ments. These analyses showed that our data did not
change substantially with prior treatments, probably due
to the washout period.

In summary, we observed that teriflunomide induces a
shift in the abnormal response taking place in MS. It targets
specifically terminally differentiated cells and induces a regu-
latory status in the innate immune response. These data con-
tribute to ascertain the mechanism of action of this drug.
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Discusion

La EM es una enfermedad crdnica, inflamatoria, desmielinizante y neurodegenerativa que afecta
al SNC. Es heterogénea, multifactorial y mediada por el sistema inmunolégico en una compleja

red de interacciones génicas y ambientales.

Se ha demostrado que la administracion temprana de tratamientos modificadores de la
enfermedad es importante para reducir el riesgo de progresion de la misma (230-232). El
elevado nimero de terapias existentes hoy dia requiere de una terapia individualizada
atendiendo al curso de la enfermedad, a la eficacia del farmaco y a su seguridad, asi como a las
preferencias del paciente (233). Las variaciones de caracter individual existentes entre los
pacientes hacen que sea importante identificar los mecanismos de accién asociados a los
diferentes tratamientos, asi como biomarcadores que predigan de modo precoz la respuesta de

cada paciente a los distintos tratamientos para asi poder elegir la opcién terapéutica éptima.

Se dispone de dos grandes lineas de actuacién terapéutica, el escalado y la induccién (234,235).
El escalado, la estrategia dominante, consiste en comenzar el tratamiento con un farmaco
seguro y de moderada eficacia (primera linea) como IFN-beta, acetato de glatiramero,
teriflunomida o dimetilfumarato. En los pacientes que presenten efectos adversos, se procedera
a cambiar a otro farmaco de este grupo; mientras que en los pacientes que continden con una
enfermedad activa durante el tratamiento, se cambiard a fdrmacos mas eficaces. Uno de los
principales problemas del escalado es la inercia terapéutica, que puede conducir a un cambio
tardio manteniendo al paciente con un tratamiento inadecuado. Ademas, el escalado también
puede llevar a un cambio precoz que agote el arsenal terapéutico rapidamente sin aprovechar

los beneficios de cada terapia.

Por otra parte, la estrategia de induccién consiste en empezar con los tratamientos de alta
actividad (alemtuzumab, ocrelizumab, natalizumab) basandose en la idea de que un tratamiento
rapido de alta eficacia previene la acumulacién de dafio irreversible en el SNC. Esta

inmunointervencion drastica se reserva para los pacientes con factores prondsticos negativos y
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permite una rapida reducciéon de la inflamacidon con un cambio a unas condiciones mas
tolerogénicas, que en algunos casos podrian ser mantenidas con otras terapias menos agresivas.
Sin embargo, la principal razén por la que los farmacos mas efectivos se relegan a las segundas
y terceras lineas de tratamiento, es su riesgo elevado de efectos secundarios graves o la falta de
experiencia en la clinica diaria, como es el caso de alemtuzumab. En este sentido, la EMA ha
emitido una alerta temporal restringiendo su uso a tercera linea hasta que no se investiguen los
nuevos efectos adversos que muestra este farmaco. Por todo ello, es indispensable evaluar el

beneficio/riesgo de forma individualizada en cada terapia (236).

Por lo tanto, los biomarcadores capaces de predecir la respuesta antes del inicio del tratamiento
serian de gran utilidad en el proceso de elecciéon del farmaco, aunque su descripcidn es
altamente complicada. Ademas de estos, aquellos biomarcadores capaces de evaluar el estado
del paciente durante el tratamiento juegan un papel muy importante. Diversos biomarcadores
gue monitorizan la enfermedad estdn siendo evaluados como pueden ser los neurofilamentos
en suero o LCR (237,238) y la tomografia de coherencia dptica (OCT) (239). Sin embargo, la RM
con contraste constituye, junto con la clinica, la Unica herramienta utilizada actualmente en la
practica para evaluar la actividad de la enfermedad (240). Es capaz de identificar la aparicién de
lesiones nuevas y su realizacidon regular es recomendada para valorar la eficacia del tratamiento.
También puede medir la atrofia cerebral, si bien esta medida es compleja y sélo estd implantada
en un numero reducido de centros a nivel asistencial. A pesar de las ventajas que presenta el
seguimiento mediante esta prueba, el efecto a largo plazo del gadolinio administrado como
contraste durante la RM esta bajo investigacidon ya que se han visto depdsitos de esta sustancia
en ganglios basales y nicleo dentado de pacientes sometidos a resonancias seriadas (241).
Ademds, la frecuencia de resonancias en la practica clinica suele ser anual, lo que no permite la

identificacién precoz de buenos o malos respondedores y contribuye a la inercia terapéutica.
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Se sabe que los leucocitos de sangre periférica juegan un importante papel en la patogenia de
la enfermedad y que son un reflejo de lo que ocurre en el SNC sin necesidad de usar técnicas
invasivas. También se ha demostrado que los tratamientos inmunomoduladores pueden alterar
el numero y porcentaje de estas células, asi como la expresion de diferentes antigenos o su
funcionalidad. Por todo ello, el andlisis de CMSP por citometria de flujo puede contribuir a la

descripcidn de nuevos biomarcadores.

Para la monitorizacidon de la enfermedad durante el tratamiento se acepta que la actividad
puede ser evaluada mediante la combinacidon de datos clinicos y paraclinicos (242). El
respondedor éptimo conocido por las siglas en inglés NEDA se clasifica gracias a datos de
resonancia magnética que no evidencien nuevas lesiones en T2 ni captantes de contraste, y por
datos clinicos que apoyen la ausencia de brotes y de aumento de discapacidad medida mediante
la escala EDSS (243). Este estado, conocido como NEDA 3, ha sido utilizado como forma de
evaluacion en diversos ensayos clinicos y estudios observacionales. En ellos se ha visto que,
aungque una gran proporcion de pacientes mantienen NEDA durante el primer o segundo afio de
tratamiento, muy pocos lo mantienen durante muchos mdas afios con las nuevas terapias
(244,245). Ademas, la valoracién de la atrofia cerebral (NEDA 4) hace que disminuyan adn mas
los pacientes que se mantienen en esta categoria a los dos afios (246). Debido a ello y para no
agotar el arsenal terapéutico de modo precoz, actualmente se estd considerando el MEDA
(Minimal disease activity) que permite una minima actividad de la enfermedad durante el
tratamiento que no altere la evolucién a largo plazo de los pacientes (247). Sin embargo, todavia
queda por establecer qué actividad se considerara permisible en estudios longitudinales. En
cualquier caso, el NEDA 3 se ha considerado una buena herramienta para la identificacién de

buenos respondedores a un farmaco.
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Nuestro estudio consistid en evaluar el efecto de dos farmacos orales aprobados para el
tratamiento de las formas RR de EM, dimetilfumarato y teriflunomida, sobre poblaciones

circulantes del sistema inmunitario que han demostrado su implicacion en la patologia.

El estudio de biomarcadores de eficacia al tratamiento en la EM es un tema de la maxima
actualidad en la investigacion de esta enfermedad. Sin embargo, practicamente no existen
biomarcadores implementados hoy dia en la practica clinica. Uno de los motivos es el estudio
de cohortes muy pequeias de pacientes que conlleva niveles de significacion muy ajustados
haciendo muy complicada la aplicacién del test de Bonferroni y su validacién posterior. Para
minimizar el problema de las comparaciones multiples y aumentar el rigor, todas las
comparaciones realizadas en nuestro estudio se corrigieron por el test de Bonferroni. Si bien
esto redujo el nimero de variables que cambiaban significativamente durante el tratamiento,
consideramos que aumentd la posible validez de las mismas como biomarcadores de respuesta
al tratamiento. Esto no se ha hecho en otros estudios de biomarcadores de respuesta a
dimetilfumarato o teriflunomida (248-250). Ademas, en el caso de teriflunomida, donde las
variaciones que observamos son muy pequeias, verificamos los resultados con los nimeros

absolutos de las poblaciones correspondientes.

Otros factores que influyen en la ausencia de biomarcadores aplicados en la practica clinica son
el efecto de tratamientos suministrados previamente, el uso de corticoides o la influencia de los
brotes, que a menudo no se tienen en cuenta. En nuestros dos estudios investigamos el posible
efecto derivado de los tratamientos anteriores y de los brotes comparando el estado basal de
los pacientes en funcidn del tratamiento previo y de la proximidad a un brote. En el caso de
dimetilfumarato, no se observaron diferencias en cuanto a la proximidad de un brote, pero si
vimos que los pacientes que habian sido tratados previamente con farmacos de segunda linea
(fingolimod o natalizumab) mostraban valores mayores de linfocitos T CD8+ reguladores que los

pacientes sin tratamiento previo o tratados con farmacos de primera linea. Esto no se habia
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observado en estudios previos probablemente por el bajo nimero de casos estudiados (248).
No observamos otras diferencias significativas dependientes del tratamiento previo en los
valores iniciales de subpoblaciones leucocitarias. La mayoria de los pacientes del estudio con
teriflunomida habian sido tratados con farmacos de primera linea y no observamos diferencias
entre ellos y los pacientes sin tratamiento previo. Aunque el bajo nimero de pacientes sin
tratamiento previo pueda parecer una limitaciéon, constituye un buen ejemplo de lo que ocurre
en la préctica clinica real, en la que los pacientes estan sujetos con frecuencia a cambios de

tratamiento.

El presente trabajo muestra las variaciones inducidas por estos dos farmacos en subpoblaciones
de linfocitos T que se han considerado durante muchos afios como protagonistas de las fases
iniciales de la enfermedad. Estudiamos linfocitos T CD4+ y CD8+ naive y efectores identificados
mediante marcadores de superficie, asi como mediante la produccién intracelular de citocinas
proinflamatorias. Ademads, estudiamos poblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ con fenotipo
regulador cuya alteracién también se ha postulado como mecanismo subyacente en la
enfermedad. Los linfocitos T CD4+ reguladores los identificamos tanto con marcadores de
superficie como mediante la produccién de IL-10 intracelular. Esta ultima condicién fue la
elegida para el estudio de los linfocitos T CD8+ reguladores. Dentro de los linfocitos B, cuyo
protagonismo ha aumentado en los ultimos afios con la eficacia de las nuevas terapias que los
usan como diana, estudiamos las subpoblaciones de células de memoria, de plasmablastos y de
células reguladoras, también identificadas por marcadores de superficie o por la produccién de
IL-10. También estudiamos la produccidén de citocinas proinflamatorias por parte de estas células
cuya concentracion se ha visto incrementada en LCR y sangre de pacientes con EM. Para
terminar de estudiar la poblacién linfoide, incluimos el estudio de distintas subpoblaciones de
células NK. Como poblacion representativa del linaje mieloide incluimos el estudio de monocitos

sanguineos, cuya participacién en la enfermedad también es conocida.
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Tras identificar las variaciones en estas poblaciones por efecto de estos tratamientos,

estudiamos si alguna de ellas era capaz de identificar a los respondedores dptimos.

5.1. Estudio con dimetilfumarato en pacientes con EMRR

Dimetilfumarato es un farmaco aprobado para el tratamiento de la EMRR que forma parte de
los ultimos avances en el desarrollo de terapias de administracidon oral. Ha demostrado su
eficacia en diversos ensayos clinicos de fase Ill (153,154). Es un farmaco relativamente seguro,
aunque se ha visto un riesgo de desarrollar linfopenia grado 3 en alrededor de un 6% de los
pacientes (153). Predecir esto es importante porque, aunque el nimero de LMPs en pacientes
tratados con dimetilfumarato es muy bajo, su aparicidn se ha asociado con linfopenia de grado
3 mantenida (156,157). Este fendmeno se asocia con una mayor edad y un recuento mas bajo
de linfocitos al inicio del tratamiento. Recientemente nuestro grupo ha descrito que una
disminucién de mas del 38% del numero de linfocitos al cabo de tres meses de tratamiento se
asocia a un mayor riesgo de linfopenia grado 2-3 durante el mismo (251). En concreto, la

linfopenia se asocia con una disminucidn de linfocitos CD8+ y de células NKT en nuestra cohorte.

Aunque el mecanismo de accidon no se comprende en su totalidad, en los ultimos anos se han
hecho grandes progresos en su descripcion. Diversos estudios inmunolégicos han demostrado
efectos sobre el nimero y frecuencia de diferentes subpoblaciones, asi como sobre su
funcionalidad. Los primeros estudios publicados exploraban su accidn sobre células de sangre
periférica en pequenas cohortes de pacientes. En uno de ellos, se observd una reduccion de
linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria central y efectora, asi como una disminucién en la
produccidn de IFN-gamma, TNF-alfa y GM-CSF después de 6 meses de tratamiento en un grupo
de 15 pacientes (252). En el otro estudio exploratorio realizado en 13 pacientes, se describid una
reduccion en el nimero de linfocitos B totales y de memoria (253). Estos estudios aportaron luz
al mecanismo de accién del fdrmaco, pero estaban limitados por el bajo nimero de pacientes

incluidos en los mismos. Esto asi mismo impedia encontrar diferencias entre respondedores y
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no respondedores. A continuacidn, Longbrake y colaboradores (cols.) publicaron a mediados de
2016 un trabajo en el que comparaban 41 pacientes de EM tratados con el farmaco durante al
menos 6 meses con 17 pacientes sin tratar (248). Observaron que se producia una disminucién
de linfocitos T de memoria central y memoria efectora, mientras que las células naive
aumentaban. No vieron alteracién en las células NK CD56 bright, pero si en las CD56 dim, en las
que observaron una disminucion. Este trabajo, aunque realizado en un mayor grupo de
pacientes que los anteriores, muestra algunas limitaciones. Asi, no hace un estudio longitudinal
de los cambios inducidos por dimetilfumarato, sino que compara dos grupos de pacientes
tratados y sin tratar, lo que puede restar exactitud a la comparacién. Ademas, su estudio se
limitd a explorar las poblaciones de linfocitos T y NK. Para confirmar los estudios previos y
ampliar el nimero de poblaciones exploradas, comenzamos a recoger muestras de sangre
periférica de los pacientes desde el inicio del tratamiento con este farmaco en nuestro hospital
en julio de 2014. Finalizamos el estudio en diciembre de 2016 cuando teniamos recogidos datos
clinicos y radiolégicos de evolucion a un afio y muestras antes del inicio del tratamiento y 6
meses después de mismo, de 64 pacientes tratados con dimetilfumarato. De esta forma
pudimos monitorizar los cambios inducidos por el farmaco en cada paciente e identificar los
mismos con la respuesta clinica al dimetilfumarato. Utilizamos el estado NEDA 3 para identificar
a los respondedores dptimos, de forma que 41 pacientes mostraron este fenotipo tras un afo

de tratamiento, constituyendo un nimero adecuado para realizar el estudio de biomarcadores.

En primer lugar, exploramos las diferencias al inicio del tratamiento y tras 6 meses del mismo

en el grupo total de pacientes y en los grupos NEDA y ODA.

Los linfocitos T CD4+ totales no se modificaron por el tratamiento en ninguno de los grupos,
mientras que los T CD8+ disminuyeron significativamente en el grupo total de pacientes. Dicha
disminucién se mantenia exclusivamente en el grupo NEDA al dividir a los pacientes en los dos

grupos, evidenciando un efecto restringido a los respondedores dptimos. El efecto preferencial
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de dimetilfumarato sobre los linfocitos T CD8+ esta bien caracterizado en diversos estudios.
Diferentes grupos han demostrado un efecto preferente del farmaco por linfocitos T CD8+, con
un aumento del cociente CD4+/CD8+ como consecuencia (254,255). Sin embargo, el efecto

especifico en respondedores dptimos no se ha descrito en otros trabajos.

Cuando estudiamos las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ y CD8+ observamos un aumento
significativo tras 6 meses de tratamiento en las células naive y una disminucion significativa de
las células de memoria efectora y terminalmente diferenciadas tanto en el grupo total de
pacientes como en los pacientes respondedores y no respondedores al farmaco, con la
excepcion de los CD8+ naive donde el aumento sdlo se ve en el grupo total, probablemente por
la pérdida de potencia estadistica que deriva de separar a los pacientes en respondedores y no
respondedores. Sin embargo, el farmaco indujo una disminucidn selectiva de las células CD4+y
CD8+ de memoria central en los respondedores éptimos. La disminucion de linfocitos de
memoria central y efectora se ha corroborado en los distintos estudios que se han hecho sobre
el mecanismo de accién de dimetilfumarato antes y después de nuestro estudio (248,256,257).
Sin embargo, el papel de la disminucién de las subpoblaciones CD4+ y CD8+ de memoria central
para predecir una respuesta éptima al tratamiento no se ha explorado en otros trabajos. Estas
subpoblaciones, mas alla de los linfocitos T CD8+ totales, podrian ser biomarcadores utiles en la
practica clinica, dada la relativa facilidad de su estudio. En cuanto al papel de esta subpoblacién
en la EM, existen datos sobre la existencia de niveles elevados de linfocitos CD8+ de memoria
central en la enfermedad que sugieren que estas células pueden desempefar un papel en el
desarrollo de la misma (258). Ademas, estudios de respuesta a otros farmacos, entre ellos
fingolimod, han asociado la deplecidn de linfocitos T de memoria central en sangre periférica

con la mejoria clinica derivada de su uso (259).

En cuanto al compartimento B, no observamos variaciones en el porcentaje total de linfocitos B

ni en el de plasmablastos en respuesta a dimetilfumarato, pero si en la subpoblacién de
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memoria, que disminuia de nuevo especificamente en el grupo de respondedores éptimos. La
bajada de linfocitos B y particularmente de los de memoria, también se ha objetivado en
distintos trabajos sobre los cambios inducidos por dimetilfumarato en la EM (253,260,261).
Estudios posteriores han encontrado que esta disminucion se da tanto si existe o no cambio de
isotipo (261-263). También se ha descrito un aumento de linfocitos B naive (260—-262). Existen
diversos datos que apoyan la implicacién de los linfocitos B de memoria en la patologia, como
son su aumento en las formas pedidtricas y adultas (107,264), su asociacién con el proceso
neurodegenerativo (265) y su deteccion en lesiones postmortem (266). Ademas, se ha descrito
que durante un brote se produce una disminucion en periferia y una consecuente acumulacion
en el SNC (264). Por otro lado, la asociacion entre la disminucion de linfocitos B de memoriay la
respuesta al tratamiento se ha descrito previamente con otros farmacos inmunomoduladores
(267-269), lo que apoya que es un buena diana. Ademas estudios con otros farmacos
modificadores de otras enfermedades de base autoinmune también han relacionado la bajada
de células B de memoria con los buenos respondedores (270). Estos datos apoyan nuestros
resultados sobre el posible uso del descenso de esta poblacién para identificar respondedores
Optimos a dimetilfumarato. Ademas, indican que este fadrmaco podria tener un papel importante
sobre la respuesta B alterada en la EM, sin los posibles efectos secundarios derivados de eliminar

a todos los linfocitos B.

En nuestro estudio, las subpoblaciones B y T reguladoras identificadas con marcadores de
superficie no se vieron modificadas por el fdarmaco en ninguno de los grupos. En este aspecto
hay controversia ya que los estudios en los que utilizan los marcadores generales para valorar
las poblaciones reguladoras de células T no encuentran variaciones inducidas por el fdrmaco
(257). Sin embargo, al estudiar diferentes subtipos de fenotipo regulador como las células
Helios- FoxP3+, si se ha observado un aumento de las mismas tras el tratamiento (252). Ademas,
se ha observado mediante estudios de apoptosis in vitro que el fdrmaco tenia una mayor

afinidad sobre las células efectoras que sobre las reguladoras (256). En cuanto a las B
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reguladoras, estudios in vitro han evidenciado un aumento de las mismas en cultivos celulares a
los que se afiade dimetilfumarato (271) pero esto no se confirma al mirar el efecto del farmaco

en pacientes con EM (261,262).

Al investigar los cambios en la produccién de citocinas intracelulares por parte de linfocitos Ty
B, observamos una disminucidn clara de la produccién de IFN-gamma por los linfocitos T CD4+
y CD8+, asi como de la produccién de TNF-alfa por los linfocitos T CD8+. Estas variaciones post-
tratamiento que se observan en el grupo total se debian de nuevo a los resultados del grupo
NEDA, no evidenciandose cambios en los pacientes ODA. Ademas, exclusivamente en el grupo
de respondedores dptimos, observamos una disminuciéon de la produccion de TNF-alfa
intracelular por parte de los linfocitos B. La disminucion de la secrecién de citocinas
proinflamatorias en linfocitos Ty B en pacientes tratados con dimetilfumarato se ha confirmado
en distintos trabajos realizados sobre el mecanismo de accidn de este farmaco, si bien hay
algunas diferencias sobre las poblaciones productoras que disminuyen entre los distintos
estudios probablemente debidas a la diferencia en los protocolos de estimulacidon de cada
grupo, al nimero de pacientes estudiados y a los distintos resultados que se objetivan entre
pacientes respondedores y no respondedores (252,256,257,261,262). Esto es importante ya que
los linfocitos productores de citocinas juegan un papel fundamental en el mantenimiento de la
inflamacién en la EM (272,273) y nuestros datos indican que su disminucion es clave para
obtener una respuesta completa al tratamiento en estos pacientes. Dentro de los linfocitos B,
se ha descrito que las células de memoria son la principal subpoblacidn productora de citocinas
proinflamatorias como TNF-alfa y linfotoxina (109). Por tanto, la disminuciéon de las células B de
memoria en nuestra cohorte estd en concordancia con la disminucién de las células B
productoras de TNF-alfa. Esto se ha observado en respuesta a otros tratamientos en la EM como
la mitoxantrona donde hay una disminucion de los linfocitos B de memoria in vivo y de la

produccidn de citocinas proinflamatorias in vitro (109).
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Los cambios en el perfil proinflamatorio producidos por dimetilfumarato son similares a los de

farmacos inductores como el alemtuzumab (274).

Dentro de las células NK, confirmamos que no habia variaciones en su porcentaje total durante
el tratamiento con dimetilfumarato. Sin embargo, encontramos una disminucién significativa en
el porcentaje de NKT y un aumento de CD56 bright. Las células CD56 bright se caracterizan por
el predominio de la funcién secretora frente a la citolitica, siendo capaces de producir tanto
citocinas proinflamatorias como antiinflamatorias segun el contexto (275,276). En EM se ha
propuesto que desempefian un papel regulador, y se ha descrito que un aumento en estas
células NK se asocia con una buena respuesta a diferentes tratamientos como daclizumab, IFN-
beta, alemtuzumab o fingolimod (116,208,277,278). Estos datos en las subpoblaciones NK
reguladoras han sido confirmados en un estudio publicado en el mismo afio (279). En nuestra
cohorte, no sélo observamos un aumento de las células CD56 bright, sino también una
correlacidn negativa de éstas con varias células productoras de citocinas proinflamatorias. Esta
regulacién al alza podria ser la responsable de la inhibicién de las subpoblaciones efectoras
relevantes en la patogénesis durante el tratamiento y podria otorgar a las células NK CD56 bright

la posibilidad de suplir las funciones deficitarias de los linfocitos T reguladores en la EM (98).

Recientemente se ha publicado un estudio muy amplio con datos de subpoblaciones de los
pacientes incluidos en el ensayo clinico prospectivo PROCLAIM (280). En un total de 163
pacientes han observado una disminucidon de las subpoblaciones de memoria central y de
memoria efectora de los linfocitos TCD4+ y CD8+ y un aumento de los linfocitos naive a los 6
meses. La proporcion de células reguladoras se mantuvo estable en los primeros 6 meses de
tratamiento en este estudio. También observaron un aumento de los linfocitos B naive y de las
células NK bright, asi como una disminucion de los linfocitos B con y sin cambio de isotipo. Los
datos sobre producciéon de citocinas no fueron concluyentes, posiblemente por estar asociados

a la respuesta al farmaco y observarse principalmente en pacientes en NEDA. De esta forma se
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hace evidente que el estudio conjunto de marcadores inmunoldgicos y respuesta clinica es
importante para dilucidar el mecanismo de accidn de los farmacos inmunomoduladores en la

EM.

En resumen, nuestros datos muestran que dimetilfumarato es muy efectivo induciendo un
cambio en la relacion entre subpoblaciones reguladoras y efectoras circulantes, favoreciendo
una respuesta reguladora que se asocia con una mejora del curso del paciente. Debido a la
heterogeneidad de la enfermedad, una discriminacion fina y temprana entre respondedores
Optimos o subdptimos a este tratamiento es crucial. Nuestros datos sugieren que la regulacién
a la baja de linfocitos T de memoria central y B de memoria, asi como el aumento de células NK
CD56 bright podrian ser buenos candidatos para la identificacién temprana de respondedores
Optimos a dimetilfumarato, por los resultados altamente significativos del estudio, asi como por
la relativa facilidad técnica del mismo. En la tabla 1 se resumen los principales hallazgos

encontrados en nuestro trabajo en comparacién con otros estudios.
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Tabla 1. Estudios sobre el efecto de dimetilfumarato sobre las subpoblaciones linfoides

. EFECTOS
ESTUDIO DISENO SUBPOBLACIONES LT SUBPOBLACIONES LB OTROS
Gross y cols. 15P 4 MC, ME
(2015) Inicio/6M 4 IFN-y2, GM-CSF?, TNF-o2

T Treg (Helios-)
Lundy y cols. 13 P Jtotales, memoria
(2016) Inicio/4-6M/>12M T CD24"e" cD38Me"
Longbrake y cols. 17 P sin tratamiento T naive 1 NK cD56¢m
(2015) 41 P tratados >6M 4 MC, ME
Ghadiri y cols. 13 P T naive
(2017) Inicio/6M 4 MC, ME, IFN-y!
Liy cols. 13P { totales, memoria
(2017) Inicio/3M 1 GM-CSF, TNF-, IL-6
T naive
Smith y cols. 18P . .
(2017 z 2018) Inicio/6M ¥ memoria T NK CDS6™e"
! GM-CSF, TNF-a, IL-6
Wu y cols. 18 P sin tratamiento { totales
(2017) 20 P tratados 4-6M T naive
18 P tratados 18-26M 4 MC, ME, IFN-y!, IL-17*
Longbrake y cols. 50 P sin tratamiento d IFN=y', TNF-a!, GM-CSF? 1 memoria
(2018) 66 P tratados T haive
Hoglund y cols. 10 P tratados con DMF J memoria
(2018) 18 P sin/otros tratamientos 4 HLA-DR
Medina y cols. 64_ P *-r:acl\lljesi ME ¥ memoria v NKT, TNK CD56br.ight
(2017) Inicio/6M L CD8s D NEDA: 4 memoria NEDA: T NK CD56°""
NEDA/ODA NEDA: { TNF-a.

NEDA: 4 MC, IFN-y!, TNF-o’®

DMFF, dimetilfumarato; M, meses; MC, memoria central; ME memoria efectora; NEDA, no evident disease activity;, ODA, ongoing disease activity; P,

pacientes; TD, terminalmente diferenciados. Produccion de citocinas por linfocitos T CD4+ y CD8+(1), por CD4+ (2) y por CD8+ (3).
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5.2. Estudio con teriflunomida en pacientes con EMRR

Teriflunomida, metabolito de la molécula leflunomida, es un inhibidor de la enzima DHODH que
frena el curso de la EM reduciendo la proliferacién de linfocitos (180). Esta molécula impide la
sintesis de novo de pirimidinas necesaria para mantener un estado proliferativo elevado. Aparte
de la inhibicién de la proliferacion linfocitaria (182), estudios realizados in vitro con la molécula
leflunomida han descrito su efecto sobre la via del NF-kB (281), sobre el ciclo celular (181) y la
formacién de la sinapsis inmunoldgica (184,282). Por otro lado, en el modelo animal de la
enfermedad se ha visto su capacidad de modular la funciéon efectora de linfocitos
independientemente de la inhibicién enzimatica (186), asi como un aumento de las células

reguladoras (283,284).

Del mismo modo que con leflunomida, la mayoria de los estudios disponibles con la molécula
teriflunomida se han realizado in vitro o utilizando modelos animales de la enfermedad. Se ha
descrito una disminucion de la infiltracidn de linfocitos T, linfocitos B y monocitos en la médula
de ratones enfermos (285), asi como una disminucion de la desmielinizacion (286). Ademas en
un estudio realizado sobre tejido linfoide asociado a intestino en ratones se vio que disminuian
las células presentadoras de antigeno y aumentaban las células T reguladoras CD39+, y que
ademds estas Ultimas tenian un efecto protector de EAE sobre ratones (287). In vitro se ha
descrito que teriflunomida disminuye la proliferacidn de linfocitos T, asi como la liberacion de
citocinas en los monocitos en células de individuos sanos (185). Recientemente, se ha
demostrado otro mecanismo de accidn para este fadrmaco que consiste en la inhibicién de la
fosforilacién oxidativa y la glicolisis, reduciéndose aun mas la proliferacién de clones de

linfocitos T activos en la EM (288).

Sobre el efecto en poblaciones linfoides circulantes se dispone de menos datos. Usando como
objeto de estudio una pequeiia cohorte de pacientes se vio una disminucién del niumero total

de células B reguladoras y de memoria a los 12 meses de tratamiento (289). El objeto de nuestro

96



Discusion

estudio fue ampliar el conocimiento existente sobre el mecanismo de accién inmunolégico de
este farmaco. Recogimos muestras de sangre periférica de 55 pacientes tratados con
teriflunomida durante al menos 6 meses. Ademas, conseguimos datos clinicos y radiolégicos de
evolucidn a un afno en 32 de estos pacientes e investigamos las diferencias existentes entre
respondedores dptimos y subdptimos durante el tratamiento, utilizando el NEDA 3 como criterio

de respuesta al igual que en el estudio de dimetilfumarato (Anexo A).

Exploramos el efecto del farmaco, comparando las muestras a inicio y 6 meses de tratamiento.
Primero estudiamos los cambios inducidos en el nimero de linfocitos totales. Nuestros datos
fueron similares a los de los ensayos clinicos TEMSO, TOWER y TENERE que incluian un total de
1895 pacientes (290). Al analizar el grupo completo observaron una disminuciéon del nimero
total de linfocitos hasta la semana 24, momento en el cual el recuento se estabilizd. En ese
momento la linfopenia grado 1 y 2 era extremadamente infrecuente y no se detectaron
pacientes con grado 3 6 4 (290). En nuestra cohorte, los pacientes mostraron una discreta
disminucién del niamero total de linfocitos tras seis meses de tratamiento, si bien ninguno

desarrolld linfopenia inducida por el farmaco durante el seguimiento.

Dentro del grupo de subpoblaciones efectoras y de memoria, observamos que el tratamiento
con teriflunomida inducia una disminucion en el porcentaje y nimero de linfocitos T CD4+
terminalmente diferenciados y de plasmablastos en el grupo total de pacientes de nuestra
cohorte. Estas variaciones se mantenian al clasificar a los pacientes en respondedores dptimos
y subdptimos, aunque la disminuciéon de linfocitos CD4+ terminalmente diferenciados era mas
patente en el primer grupo. Ademas, observamos una disminucion de los linfocitos T totales y
CD8+ terminalmente diferenciados exclusivamente en el grupo NEDA. Los linfocitos T
terminalmente diferenciados son células que tiene como destino los tejidos donde van a
desarrollar sus funciones efectoras, entre las que destaca la secrecion de citocinas (291). Su

disminucién podria ser un punto importante en la mejoria de los pacientes ya que son las células
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gue van a migrar a los tejidos inflamados. Los plasmablastos, por su parte, son un subtipo de
células B secretoras de anticuerpos altamente diferenciadas que se encuentran elevados en
sangre periférica de pacientes con EM desde las primeras fases de la enfermedad, cuya cantidad
ademads correlaciona con la gravedad de la misma (292). La disminucion en ambas poblaciones
efectoras puede contribuir al beneficio que este farmaco aporta a los pacientes y esta en
consonancia con la disminucién de la infiltraciéon Ty B del SNC en estudios con el modelo animal
de EAE (285). Ademas la disminucidn del marcador de activacién CD69, cuya expresidon aumenta
tras la activacion linfocitaria (293), pone de manifiesto el efecto de teriflunomida sobre la
activacion T. Nuestros datos confirman in vivo y sin estimulacidn, los hallazgos que Li y cols.

obtuvieron in vitro, estimulando CMSP de individuos sanos tratados con el farmaco (185).

No encontramos cambios en la produccién intracelular de citocinas proinflamatorias. Como
hemos visto, el mayor efecto de este farmaco se produce en la subpoblaciéon de linfocitos
terminalmente diferenciados que, aunque su principal funcion es la secrecién de citocinas,
representan un bajo porcentaje del total de los linfocitos T CD4+ (entorno a un 10%). Esta baja
proporcién podria ser la responsable de que no podamos apreciar las variaciones en dichas

citocinas por citometria de flujo.

Cuando estudiamos las poblaciones inmunomoduladoras, observamos un aumento en el
porcentaje de linfocitos CD8+ y monocitos productores de IL-10 después de 6 meses de
tratamiento en el grupo completo. Nuestros resultados se corresponden con los encontrados in
vitro con leflunomida en los que se observa un aumento de la produccidn de IL-10 por parte de
linfocitos T (186). Ademas, encontramos una correlacién positiva entre los valores de linfocitos
T CD8+ IL-10+ y los linfocitos CD19+ IL-10+, lo que sugiere que este farmaco podria inducir una
respuesta tolerogénica. Esta regulacién al alza de las células con perfil inmunomodulador es
importante en el contexto de esta enfermedad, en la que se ha descrito que este tipo de

respuesta esta alterada (98). En el modelo animal de artritis y en la EAE se ha visto un aumento
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de linfocitos T reguladores en bazo (284) y en mucosa intestinal (287) tras el tratamiento con
leflunomida. En ratones con dermatitis alérgica de contacto, enfermedad en la que se produce
una activacion T y secrecidon de citocinas, se ha visto que leflunomida induce una mejoria de la
misma a través de la induccién de una respuesta tolerogénica en la que los principales
protagonistas son los linfocitos T CD8+, en los que se ha visto un aumento de los niveles de ARN

mensajero de IL-10 (283).

Siguiendo con las poblaciones inmunomoduladoras, observamos un aumento de monocitos PD-
L1+ inducido por el farmaco. Ademas, cuando clasificamos a los pacientes en funcion de su
actividad clinica, observamos que sdlo en el grupo de respondedores éptimos se mantiene este
aumento. PD-L1 es el ligando de PD-1, un receptor de superficie que tiene un papel importante
en la regulacion a la baja del sistema inmune, induciendo la autotolerancia y suprimiendo la
actividad inflamatoria T (294). La interaccién PD-1 y PD-L1 induce la inhibicién de la
proliferacidn, produccidn de citocinas y actividad citolitica (295). La deficiencia de PD-1 en
animales desarrolla diversas enfermedades autoinmunes (296,297) y su bloqueo aumenta la
gravedad de la EAE (298,299). PD-1/PD-L1 representa un punto de control de la respuesta
inmune y su regulacién alta en monocitos puede ser importante para la modulacion de la
respuesta anormal del sistema inmune durante la enfermedad. En nuestra serie, la
sobreexpresion de PD-L1 podria contribuir a la disminucién de terminalmente diferenciados ya
que al incubar CMSP de pacientes con un anticuerpo neutralizante anti-PD-L1, observamos un
aumento de la proliferacion de estas células. Aunque en los estudios de proliferacion de Liy cols.
observan que teriflunomida actua sobre este proceso de forma dependiente de la inhibicién de
DHODH ya que se restaura la actividad tras la adicion de uridina, nuestro estudio vislumbra otra

posibilidad de inhibicién de la proliferacion independiente de esta enzima (185).

También se ha descrito la importancia de la molécula PD-L1 en otras poblaciones diferentes a

los monocitos y en otras enfermedades autoinmunes (300). La proporcién de células B CD19+

99



Discusion

PD-L1+ es inferior en pacientes de artritis reumatoide no tratados que en controles sanos, y
ademads se ven incrementadas en los respondedores dptimos (300). Parece que la capacidad
supresora de esta molécula esta disminuida en esta enfermedad y su aumento provoca una
mejoria clinica. En este estudio también encuentran una relaciéon entre el bloqueo de PD-L1 y el

aumento de la proliferacion de linfocitos T CD8+ y CD4+ in vitro con células de controles sanos.

Por ultimo, observamos un aumento de las células NK CD56 bright en el grupo de respondedores
Optimos a los 6 meses del tratamiento. Como se comentd anteriormente, estas células
desempefan una funcidén inmunomoduladora y, junto con el aumento de monocitos PD-L1,
podrian suplir la funcién reguladora deficiente que existe en la enfermedad. Ademas, ambos

biomarcadores podrian ser indicadores de la respuesta dptima al tratamiento.

Por tanto, teriflunomida induce un cambio en la respuesta inmune anémala que tiene lugar en
la EM. Nuestro estudio ha contribuido a dilucidar el efecto del farmaco sobre el sistema
inmunitario. Segun nuestros datos, una de las dianas mas claras de teriflunomida serian los
linfocitos terminalmente diferenciados y células reguladoras de la respuesta inmune innata. Asi
mismo, hemos encontrado biomarcadores potenciales de respuesta al tratamiento, siendo el
aumento de células NK CD56 bright el mas prometedor. En la tabla 2 se resumen los principales

hallazgos encontrados en nuestro trabajo en relacion con los de Gandoglia y cols.
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Tabla 2. Estudios sobre el efecto de teriflunomida sobre las subpoblaciones linfoides.

ESTUDIO  DISENO EFECTOS
SUBPOBLACIONES LT  SUBPOBLACIONES LB OTROS
Gandoslia { totales
y cols ; op | efectoras! 4 memoria®
. . . 12
(2017) Inicio/12M J maduras

J reguladoras

Medin 55P ¥ CD4+TD J plasmablastos T NK CD56"e"
edinay  oob 1 cD4+ cD69+ P _ 1 CD14+ IL-10+
cols. Inicio/6M 1 DS+ IL-10+ NEDA: 4 memoria A CD14+ PD-L1+

(2019) NEDA/ODA NEDA: 4 TNF-a.

NEDA: { CD8+ TD NEDA: T NK CD56""e"

M, meses; NEDA, no evident disease activity; ODA, ongoing disease activity; P, pacientes TD,
terminalmente diferenciados. Se observa una tendencia, pero los cambios no son
estadisticamente significativos (1).

Aunando los datos obtenidos en los estudios con dimetilfumarato y teriflunomida, ambos
farmacos provocan una disminucion de diferentes células efectoras y el aumento de otras
reguladoras, lo cual encaja con los conocimientos de que se dispone sobre la EM, en la que hay
un desbalance entre respuestas efectoras y reguladoras. Por tanto, un aumento de las

respuestas reguladoras podria estar contribuyendo a la mejoria del curso de la enfermedad.

Los estudios de respuesta al tratamiento como el nuestro también arrojan informacién sobre
los mecanismos que subyacen a la patologia. En este sentido la citometria de flujo ha
demostrado ser una herramienta de gran utilidad. La utilizaciéon de protocolos de marcaje y de
establecimiento de pardmetros técnicos de los equipos permite una alta reproducibilidad en sus
resultados (219,301). Ademads, la implementacién en un futuro cercano de sistemas
automatizados que permitan una medicidn “clénica” de subpoblaciones en distintos
instrumentos se presentan como herramientas muy prometedoras para predecir la respuesta a

tratamiento en la EM.
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1. El tratamiento con dimetilfumarato induce un aumento de los linfocitos T naive y de
células NK CD56 bright, asi como una disminucién de los linfocitos T CD4+ y CD8+ de
memoria efectora, de los linfocitos T CD8+ terminalmente diferenciados y de los linfocitos
B de memoria, en el grupo total de pacientes.

2. Lacomparacion entre respondedores dptimos y subdptimos mostré que el aumento de
las células NK CD56 bright y de los linfocitos B de memoria se restringe al grupo de
respondedores dptimos, que ademds mostré una disminucion de células T CD4+ y CD8+ de
memoria central que no se vio en el grupo total de pacientes.

3. El tratamiento con dimetilfumarato también produce una disminucién de linfocitos T
CD4+ productores de IFN-gamma y de linfocitos T CD8+ productores de IFN-gamma, TNF-
alfa y GM-CSF en el grupo total de pacientes.

4. La disminucién de la produccién de citocinas proinflamatorias por linfocitos T se
restringe al grupo de respondedores dptimos al tratamiento con dimetilfumarato. Estos
pacientes también mostraron una reduccidn de células B productoras de TNF-alfa que no se
observd en el grupo total de pacientes.

5. La bajada de la proporcién de linfocitos T CD8+ productores de citocinas
proinflamatorias correlaciona inversamente con el aumento de células NK CD56 bright en
los pacientes tratados con dimetilfumarato.

6. El tratamiento con teriflunomida indujo una disminucién de linfocitos T CD4+
terminalmente diferenciados y de plasmablastos, asi como un aumento de linfocitos T CD8+
y monocitos productores de IL-10 y de monocitos que expresan PD-L1+. También inhibid la
expresidon de marcadores de activacion en linfocitos T CD4+.

7. No hubo diferencias significativas en las variables mencionadas anteriormente entre

respondedores éptimos y subdptimos al tratamiento con teriflunomida.
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8. El aumento de monocitos PD-L1+ se correlaciond inversamente con la bajada de las
subpoblaciones de linfocitos T de memoria y efectoras a los 6 meses de tratamiento con
teriflunomida. Ademads, el bloqueo de PD-L1 estimuld la proliferacién de linfocitos T
terminalmente diferenciados in vitro.

9. Los pacientes que mostraron una respuesta éptima a teriflunomida se caracterizaron
por una reduccién significativa de linfocitos T CD8+ terminalmente diferenciados y un
aumento de células NK CD56 bright a los seis meses de tratamiento.

10. La respuesta a dimetilfumarato y teriflunomida se asocié con una reprogramacion de la
respuesta inmunitaria, con aumento de células reguladoras y una disminucion de células
efectoras. Este cambio se detecta de una forma mds completa en los respondedores
Optimos.

11. La monitorizacién de las subpoblaciones asociadas con la respuesta 6ptima podria

utilizarse como biomarcador temprano de respuesta 6ptima.
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Anexo A

ANEXO A. Busqueda de biomarcadores de respuesta al tratamiento con teriflunomida.

Antecedentes: Teriflunomida es un tratamiento modificador de la enfermedad aprobado para
la EM que inhibe a la DHODH, implicada en la sintesis de novo de pirimidinas. Nuestro trabajo
sobre su efecto en diferentes subpoblaciones leucocitarias ha contribuido a dilucidar su
mecanismo de accion. Para completar este trabajo, quisimos estudiar si los cambios en estas

subpoblaciones se asociaban a la respuesta al tratamiento.

Pacientes: Se incluyeron 32 pacientes con EMRR que iniciaban tratamiento con teriflunomida.

Métodos: Se aislaron CMSP antes de iniciar tratamiento y 6 meses después, mediante
separacion en gradiente de densidad y se criopreservaron hasta su utilizacién. Se estudiaron
subpoblaciones leucocitarias efectoras, de memoria y reguladoras por citometria de flujo. Los

ensayos se hicieron en paralelo en las muestras basales y a los 6 meses de tratamiento.

Transcurrido un afio de tratamiento, los pacientes se clasificaron en NEDA y ODA atendiendo a
su actividad clinica y en resonancia. En el grupo NEDA se incluyeron aquellos con ausencia de
brotes, de progresién en la escala EDSS y de actividad en resonancia magnética en ese periodo
de tiempo. Por el contrario, los pacientes con al menos un brote o aumento de al menos un
punto en el indice de EDSS o bien con nuevas lesiones en T2 o captantes de gadolinio, se

incluyeron en el grupo ODA.

Las diferencias en las distintas subpoblaciones leucocitarias entre el estado basal y los 6 meses
de tratamiento en los dos grupos de pacientes se analizaron mediante el test de Wilcoxon para
datos apareados. En este caso no aplicamos la correccién de Bonferroni debido al bajo nimero
de pacientes incluidos en el estudio, que fue considerado como un piloto a validar en una

cohorte mas amplia de pacientes.
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Resultados: Tras un afio de tratamiento con teriflunomida, 19 pacientes cumplian caracteristicas
de NEDA y 13 de ODA. Las principales caracteristicas clinicas y demograficas se muestran en la
tabla 3. Sélo se observaron diferencias significativas entre los grupos en la edad al inicio del
tratamiento y en el sexo, habiendo mas hombres y siendo mas jovenes los pacientes no

respondedores a un ano.

Tabla 3. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes.

NEDA (n=19) ODA (n=13) p
Sexo (hombre/mujer) 4/15 8/5 0.03
Edad al inicio (afios) 46,75 41,07 0.02
Mdn (25%-75% RIC) (39,77-54,25) (33,25-45,36)
Duracion de la enfermedad 130,7 8373

(meses) NS

Mdn (25%-75% RIC) (53,63-214,9)  (52,57-127,7)

EDSS a inicio 2.0 1,5
NS
Mdn (25%-75% RIC) (1.5-3.5) (1.2-3.0)
Brotes en los dos afios previos al
- . 1 1.0
inicio del tratamiento. NS
(0.0-1.0) (0.0-2.0)

Mdn (25%-75% RIC)

EDSS, Expanded Disability Scale; Mdn, mediana; NEDA, no evident disease activity; ODA,
ongoing disease activity; RIC, rango intercuartil.

Los resultados obtenidos en las diferentes subpoblaciones leucocitarias efectoras, de memoria
e inmunomoduladoras estudiadas en los dos grupos de pacientes se muestran en las tablas 4 y
5. Al clasificar a los pacientes en funcién de su evolucidn clinica, observamos que los cambios en
las subpoblaciones de linfocitos T CD4+ terminalmente diferenciados y plasmablastos se
mantenia en ambos grupos, aunque esta disminucién era mas marcada en los linfocitos

terminalmente diferenciados de los respondedores dptimos que en los respondedores
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subdptimos. Ademas, observamos cambios restringidos al grupo de los respondedores éptimos
como son una disminucidn significativa de los linfocitos T CD8+ totales y terminalmente
diferenciados, asi como un aumento significativo de las células NK CD56 bright y de los
monocitos CD14+ PD-L1+. Si bien en el caso de esta uUltima subpoblacidn se observa un aumento

en los respondedores subdéptimos que casi alcanza la significacion estadistica.

Tabla 4. Cambios inducidos por teriflunomide en subpoblaciones efectoras y de memoria.

NEDA (n=19) ODA (n=13)

Inicio 6 meses Inicio 6 meses

Subpoblaciones  (MzEE) (MZEE) (MZEE) (MZEE)
CD4+T 37,46+1,98 36,65%2,54 NS 39,62+3,01 37,26%3,59 NS
CD4+N 20,34+1,69 19,35+2,01 NS 21,25+2,42 19,35+2,69 NS
CD4+CM 8,49+0,74 9,08+0,84 NS 10,36+1,03 10,10+1,26 NS
CD4+EM 6,51+0,59 6,52+0,61 NS 6,0+0,69 6,35+1,07 NS
CD4+TD 2,10+0,27 1,72+0,23 0,007 1,93+0,34 1,45+0,29 0,034
CD8+T 13,64+1,17 11,90+1,35 0,008 12,48+1,15 13,22+1,83 NS
CD8+N 5,17+0,66 4,75+0,71 NS 5,42+0,89 4,79+0,80 NS
CD8+CM 0,55+0,09 0,53%0,10 NS 0,56+0,09 0,60+0,08 NS
CD8+EM 2,47+0,21 2,34+0,35 NS 2,58+0,43 3,37+0,77 NS
CD8+TD 5,44+0,89 4,263%+0,72 0,022 3,91+0,68 4,46+1,08 NS
NKT 3,49+0,55 3,19+0,67 NS 3,56+1,06 4,07+1,04 NS
NK 10,57+1,30 9,79+9,79 NS 11,82+1,95 12,31+2,19 NS
CD19+T 10,21+1,34 9,61+0,95 NS 10,48+1,50 11,75+2,68 NS
Bmem 2,9840,32 2,47+0,28 NS 2,21+0,31 2,78+0,65 NS
PB 0,11+0,01 0,06%0,01 0,009 0,13+0,02 0,05%0,01 0,002
CD14+ 20,33+1,97 24,74+2,85 NS 18,41+2,86 19,58+1,77 NS

Bmem, células B de memoria; M+EE, media + error estandar; MC, memoria central; ME,
memoria efectora; N, naive; NEDA, no evident disease activity; NK, células Natural killer; NKT,
células natural killer T; TD, terminalmente diferenciadas; PB, plasmablastos; T, totales; TD,
terminalmente diferenciados; ODA, ongoing disease activity.
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Tabla 5. Cambios inducidos por teriflunomida en subpoblaciones inmunomoduladoras.

NEDA (n=19) ODA (n=13)
Inicio 6 meses Inicio 6 meses
Subpoblaciones  (M<+EE) (MZEE) : (MZEE) (M<EE)
Treg 1,31+0,11 1,19+0,12 NS 1,55+0,18 1,35+0,19 NS
Breg 0,09+0,02 0,08+0,01 NS 0,09+0,02 0,11+0,03 NS

CD56""ieht 1,12+0,16 1,49%+0,25 0,035 0,81+0,23 0,93%0,10 NS

CD4+ IL-10+ 0,17+0,02 0,19+0,05 NS 0,22+0,08 0,15%0,03 NS

CD8+ IL-10+ 0,14+0,01 0,17+0,03 NS 0,15+0,05 0,17+0,03 NS

CD19+IL-10+  0,09+0,02 0,10+0,03 NS 0,08+0,01 0,06+0,01 NS

CcDh1i4+PD-L1  0,28+0,07 0,75%+0,24 0,038 0,19+0,03 0,75%0,25 0,052

Breg, Células B reguladoras; M+EE, media + error estandar; NEDA, no evident disease activity;
ODA, ongoing disease activity; Treg, Células T reguladoras.

Finalmente, estudiamos el efecto del farmaco sobre la produccién de citocinas
proinflamatorias en los dos grupos de pacientes y no observamos variaciones significativas en

ninguna de ellas (tabla 6).

Conclusiones: Los cambios observados se limitan a algunas subpoblaciones reguladoras y
efectoras tal y como se vio en el grupo total. La disminucidn de los linfocitos T CD8+ totales y
terminalmente diferenciados parece restringirse al grupo NEDA, asi como el aumento de las
células NK CD56 bright. Ademas, los linfocitos CD8+ terminalmente diferenciados parten de
valores mas elevados al inicio del tratamiento y quiza en el futuro pudieran establecerse como
biomarcadores antes de empezar la terapia. Futuros estudios demostraran su utilidad para

predecir la respuesta al tratamiento.
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Tabla 6. Cambios inducidos por teriflunomida en la produccion de citocinas.

NEDA (n=19) ODA (n=13)
Inicio 6 meses Inicio 6 meses
P
Subpoblaciones (M=EE) (M<EE) (MZEE) (M<EE)

CD4+ IFN-y+ 2,91+0,40 2,94+0,35 NS 3,75+0,58 3,30%0,49 NS

CD4+ TNF-o+  20,05+2,34 21,95+1,99 NS 27,71+2,25 22,42+2,84 NS

CD4+ IL-17+ 0,16+£0,04 0,25%0,06 NS 0,19+0,03 0,26%0,05 NS

CD4+ GM-CSF+  1,79+0,18 2,12+0,22 NS 2,61+0,21 2,61+0,44 NS

CD8+ IFN-y+ 2,57+0,37 2,79%0,38 NS 3,26%0,59 3,16+0,64 NS

CD8+ TNF-a+ 4,17+0,52 4,73%0,49 NS 5,73+1,08 5,16+1,06 NS

CD8+ IL-17+ 0,09+0,05 0,06+0,02 NS 0,06+0,01 0,14+0,09 NS

CD8+ GM-CSF+  0,60+0,06 0,59+0,07 NS 1,11+0,27 1,22+0,30 NS

CD19+ GM-CSF+ 0,38+0,06 0,38+0,05 NS 0,38+0,08 0,32+0,04 NS

CD19+ TNF-a+  3,36+0,67 3,08+0,43 NS 3,59+0,52 3,49+0,60 NS

M=EE, media * error estdndar; NEDA, no evident disease activity; ODA, ongoing disease
activity.
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ANEXO B. Patente obtenida como resultado del estudio de dimetilfumarato

Method for monitoring and predicting the efficacy of treatment in a multiple sclerosis patient.

PATENTE INTERNACIONAL 17 382 331.1.
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