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RESUMEN

Introduccion

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad cronica del sistema
nervioso central (SNC) que se caracteriza por presentar desmielinizacion,
inflamacion y dafio axonal.

El Interferén beta (IFN-beta) fue el primer farmaco inmunomodulador usado en
el tratamiento de la esclerosis multiple remitente-recidivante (EMRR). Es un
farmaco seguro y eficaz, capaz de disminuir la actividad de la enfermedad. Sin
embargo, la respuesta a este tratamiento no es uniforme en todos los pacientes
de EM. Por ello, dado el gran abanico de opciones terapéuticas que existen en
la actualidad, la busqueda de biomarcadores que permitan identificar de
manera precoz a los pacientes con alta probabilidad de mostrar una respuesta
optima al interferbn beta es de gran relevancia para poder realizar una
medicina personalizada en la EM. Hasta ahora son los marcadores clinicos y
radiolégicos los que mas se utilizan para establecer la eficacia de las distintas
opciones terapéuticas. Sin embargo, esto implica un cierto deterioro para los

pacientes no respondedores que puede repetirse con distintas terapias.

Objetivos

El primer objetivo del estudio fue identificar antes del inicio del
tratamiento, biomarcadores biolégicos que predigan la respuesta a IFN-beta.
En segundo lugar comparamos los niveles de todos los posibles marcadores
incluidos en el estudio con los de los controles sanos.
Nuestro ultimo objetivo fue analizar los cambios que el tratamiento podria

inducir en todos los factores estudiados.
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RESUMEN

Materiales y métodos

Estudiamos 119 pacientes con EMRR y 30 controles sanos. Los
pacientes fueron seguidos durante dos afos y clasificados segun su respuesta
al tratamiento. Se consideraron como respondedores a aquellos que no
presentaron nuevos brotes, nuevas lesiones en resonancia magnética nuclear
(RMN) o progresion de la discapacidad medida mediante la escala EDSS
durante el seguimiento. Como “no respondedores” se consideraron a aquellos
que mostraron alguna de estas manifestaciones de la enfermedad a lo largo del
estudio. Obtuvimos muestras de los pacientes al inicio y a los seis meses de
tratamiento. Al ano de tratamiento estudiamos la presencia de anticuerpos
neutralizantes anti-IFN-beta y excluimos a los pacientes con anticuerpos
positivos del estudio ya que estos disminuyen la biodisponibilidad del farmaco y
pueden mediar “per se” una respuesta subdptima independiente de los
biomarcadores biolégicos prospectivos. Realizamos de forma prospectiva el
estudio de diferentes subpoblaciones celulares T, B y NK mediante citometria
de flujo (FACSCanto II). Evaluamos diferentes respuestas inmunologicas
mediante marcajes intracelulares con FoxP3 y IL-10 (células reguladoras),
TNF-alfa, IFN-gamma y IL-17 (respuesta inflamatoria) y perforina (respuesta
citotoxica). Estudiamos también moléculas solubles relacionadas con la EM
tales como citoquinas, vitaminas y Activina A en suero. A continuacién
estudiamos a los 6 meses de tratamiento si algunas de las moléculas y las
poblaciones celulares estudiadas se asociaban con la respuesta 6ptima a IFN

beta.
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RESUMEN

Resultados

Al inicio del tratamiento no encontramos relaciéon entre los valores
séricos de distintas citoquinas en suero y la respuesta al tratamiento,
posiblemente porque al secretarse de manera paracrina puede ser dificil que
en el suero se reflejen las variaciones de las mismas. Las vitaminas
liposolubles tampoco fueron buenos biomarcadores de respuesta al tratamiento
con IFN-beta. Sin embargo, hemos confirmado que la vitamina D se encuentra
disminuida en el suero de pacientes respecto a controles sanos y hemos
descrito que este fendbmeno se produce tanto en épocas de baja como de alta
exposicidén solar y que existe una correlacion inversa entre la disminucion de
vitamina D y el aumento de células T CD4+ productoras de IFN-gamma en
pacientes de EM. Del mismo modo se encontr6 que la vitamina E esta
disminuida en los pacientes de EM respecto de los controles sanos, lo cual
podria explicarse por un elevado consumo de la misma ya que dicha vitamina
se encarga de la eliminacion de radicales libres, los cuales contribuyen al
proceso de desmielinizacion.

La activina A, el ultimo biomarcador soluble analizado, tampoco se
asocia con la respuesta al tratamiento, pero, contrariamente a lo que ocurre
con las vitaminas, se encuentra aumentada en los pacientes con EM respecto a
los controles. Esto puede explicarse por su papel en la diferenciacién de
macrofagos pro-inflamatorios, que parecen jugar un papel importante en el
mantenimiento de la inflamacion en la EM.

En el estudio de las subpoblaciones celulares encontramos dos
marcadores predictivos de respuesta a tratamiento con IFN-beta. Un porcentaje

elevado de linfocitos de B CD5+ inferior al 3%, un porcentaje elevado de
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linfocitos T CD8+Perforina+ y niveles disminuidos de células T reguladoras
predicen una respuesta Optima al tratamiento con IFN-beta, siendo los dos
primeros marcadores los que alcanzan unos niveles mayores de significacion.
El estudio de validacién en una cohorte de pacientes del Hospital Vall d"Hebrén
confirmd el hallazgo obtenido sobre los linfocitos T CD8+Perforina+ y puso de
manifiesto que la determinacion de los linfocitos B CD5+ deben llevarse a cabo
en sangre fresca no siendo util su determinaciéon en células congeladas. Al
comparar estos biomarcadores con controles se observd que los linfocitos B
CD5+ estaban disminuidos y los linfocitos T CD8+Perforina+ estaban
aumentados en los controles respecto a los pacientes de EM.

Por ultimo se estudiaron de forma prospectiva las mismas células y
moléculas estudiadas antes del tratamiento a los seis meses del inicio del
mismo. Observamos un incremento en el grupo de respondedores Optimos de
tres subpoblaciones celulares con accion reguladora: las células T
CD4+CD25highFoxP3+ (Treg), las células B productoras de IL-10 (Breg) y las

células NK CD56bright.

Conclusiones

Los resultados de nuestro trabajo mostraron que alrededor de un tercio
de los pacientes tratados con interferén beta permanecié libre de actividad de
la enfermedad durante los dos afos de duracion del estudio. Confirmé la
necesidad de monitorizar la presencia de anticuerpos neutralizantes anti-IFN-
beta en los estudios de biomarcadores ya que un 9% de los pacientes tratados
desarroll6 anticuerpos neutralizantes anti IFN-beta. La presencia de estos

anticuerpos se asocid en todos los casos con una respuesta suboptima al
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tratamiento. Al estudiar las moléculas solubles no se ha encontrado correlaciéon
entre los niveles de citoquinas séricas o los niveles de vitaminas liposolubles
con la respuesta a IFN beta en la EM. Los niveles disminuidos de vitamina D
presentes en pacientes con EM se producen tanto en meses de alta como de
baja radiacion solar, lo que sugiere un consumo elevado de esta vitamina en
esta patologia. Existe una correlacion inversa entre los niveles de vitamina D y
el porcentaje de linfocitos T CD4+ productores de IFN-gamma en sangre en la
EM. Esto sugiere que esta vitamina puede contribuir a frenar la respuesta
inflamatoria en esta enfermedad. La activina A, molécula que favorece un
fenotipo pro-inflamatorio en los macréfagos, se encuentra aumentada en los
pacientes de EM. Esto podria indicar un papel para esta molécula en la
activacién de la inmunidad innata en la EM. En el estudio de subpoblaciones
celulares hemos identificado que un porcentaje bajo de linfocitos B CD5+ y un
porcentaje elevado de linfocitos T CD8+Perforina+ presentes antes del inicio
del tratamiento se asocian con una respuesta 6ptima al IFN beta. A los 6
meses hemos observado que la respuesta optima al IFN-beta se asocia con un
incremento los niveles de células T, B y NK reguladores en sangre. Estos datos
parecen indicar que el éxito de esta terapia puede estar mediado por el
incremento de células reguladoras.

Estos estudios contribuyen a identificar a los respondedores 6ptimos a
IFN-beta y aportan nuevos datos sobre el mecanismo de accion de dicho

farmaco en la EM.
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Introduction

Multiple sclerosis (MS) is a chronic disease of the central nervous system
(CNS) characterized by presenting with demyelination, axonal damage and
inflammation.
Interferon beta (IFN-beta) was the first immunomodulatory drug used in the
treatment of relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS). It is a safe and
effective treatment able to diminish the activity of the disease. However, the
response to this treatment is not uniform in all MS patients. Therefore, given the
wide range of therapeutic options existing actually in MS, the search for
biomarkers that allow the early identification of patients with high probability of
showing an optimal response to beta interferon is of great importance to
perform a personalized medicine in MS. Actually, the most used markers to
establish treatment efficacy are clinical and radiological data. However, this
implies certain deterioration for non-responder patients, which may occur with

different therapies.

Objective

The first objective of the study was to identify, before treatment initiation,
biomarkers that predict patient response to IFN-beta.

Secondly we compared the levels of the different molecules and cell subsets
included in the study with healthy controls.

Our ultimate goal was to analyse the changes induced by treatment in all the

factors studied.
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Materials and methods

We studied 119 patients with relapsing-remitting MS and 30 healthy
controls. Patients were followed up for two years and classified according to
their response to treatment. Responders were defined as those who did not
develop new relapses, new lesions on magnetic resonance imaging (MRI) or
progression of disability measured by the EDSS score during follow up. As
"non-responders" we considered those patients who showed any of these
manifestations of the disease during the study. Patient samples were obtained
at baseline and after six months of treatment. After a year of treatment, we
studied the presence of neutralizing anti-IFN-beta antibodies and excluded
patients positive for these antibodies from the subsequent studies since they
decrease the bioavailability of the drug and may mediate "per se" an suboptimal
response independent of prospective biological biomarkers. We studied
prospectively different T, B and NK cell subsets by flow cytometry (FACSCanto
II). We evaluate different immune responses by intracellular marking with FoxP3
and IL-10 (regulatory cells), TNF-alpha, IFN-gamma and IL-17 (inflammatory
response) and perforin (cytotoxic response). WE also studied serum levels of
soluble molecules that have been related to MS like cytokines, vitamins and
Activin A. We also studied changes induced in the different factors included in
the study after six months of treatment and evaluated if any of them were

associated with an optimal response to IFN beta.

Results
At baseline we found no relationship between serum cytokine levels and

response to treatment, possibly because they are secreted in a paracrine way
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not well reflected in serum. Fat-soluble vitamins are also not good biomarkers of
response to treatment with IFN-beta either. However, we confirmed that vitamin
D is decreased in the serum of MS patients compared to healthy controls and
observed that this phenomenon occurs in times of low and high sun exposure.
Additionally we found an inverse correlation between serum vitamin D levels
and the percentages of CD4 + T cells producing IFN-gamma in MS patients.
Similarly we found that the serum vitamin E levels are decreased in MS patients
compared to healthy controls, which could be explained by a high consumption
since this vitamin is responsible for the elimination of free radicals which may
contribute to the demyelination in MS.

Activin A, which contributes to activate inflammation by innate immune
response was also not associated with response to IFN beta treatment, but we
showed that it was increased in serum of MS patients compared with controls.
This can be explained by their role in differentiation of pro-inflammatory
macrophages which seem to play an important role in maintaining inflammation
in MS.

The study of cell subpopulations revealed two predictive markers of response to
treatment with IFN-beta. A percentage of CD5 + B lymphocytes was lower than
3%, high percentages of CD8+, perforin+ T lymphocytes and decreased levels
of regulatory T cells predict optimal response to treatment with IFN-beta, with
the first two markers reaching higher levels of significance. A validation study in
a cohort of patients from the Vall d'Hebron Hospital confirmed our results with
CD8+, perforin+ T lymphocytes and indicated that the determination of CD5+ B
cells should be carried out in fresh blood not being used this assay in frozen

cells. When compared these biomarkers in MS and controls we observed that
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CD5 + B cells were decreased and CD8+, perforin+ T cells were increased in
controls with respect to MS patients.

Finally, we studied the variations of different cells and molecules included in the
study induced after six months of IFN beta treatment. An optimal response to
interferon beta associated with an increase of three regulatory subsets:
CD4+,25highFoxP3+ T cells (Treg) T, B cells producing IL-10 (Breg) and

CD56bright NK cells.

Conclusions

Our results showed that about one third of patients treated with interferon
beta remained free of disease activity over the two years of the study. We
confirmed the need of monitoring the presence of neutralizing anti-IFN-beta in
biomarker studies as 9% of treated patients developed neutralizing antibodies
to IFN-beta, which were associated in all cases with a suboptimal response to
treatment. We did not find correlation between serum levels of cytokines or of
fat-soluble vitamins with the response to IFN beta in MS. Decreased levels of
vitamin D present in MS patients occurred both in months of high and low solar
radiation. This suggests a high consumption of this vitamin in the disease.
There was an inverse correlation between serum vitamin D levels and the
percentage of peripheral blood CD4+ T cells producing IFN-gamma in MS. This
suggests that vitamin D may help to counteract the inflammatory response in
the disease. Activin A, a molecule that favours a pro-inflammatory phenotype in
macrophages, was increased in MS patients. This could indicate a role for this
molecule in the activation of innate immunity in MS. When studying diffrent

immune cell subpopulations we identified that a low percentage of CD5+ B cells
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and a high percentage of CD8+perforint T lymphocytes before treatment
initiation associated with an optimal response to IFN beta. After 6 months of
treatment, we observed increased levels of T, B and NK regulatory cells in
optimal responders to IFN beta. These data suggest that response to this
therapy may be mediated by an increase in regulatory cells.

These studies help to identify MS patients with high probability of showing an
optimal response to IFN-beta and provide new data on the mechanism of action

of this drug in MS.
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La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria crénica del
sistema nervioso central, es una de las causas mas comunes de discapacidad
neurolégica en adultos jovenes.’

En la actualidad la EM sigue siguiendo una enfermedad de etiologia
desconocida cuyo inicio se postula que se produce como consecuencia de la
interaccidn entre factores genéticos y ambientales.

Se estima que mas de 2 millones de personas tienen EM en el mundo.
Su prevalencia es mayor en mujeres que en hombres con un ratio de 3:1." La
prevalencia de la enfermedad ha aumentado a lo largo de los afios.?, siendo
este aumento mayor en mujeres que en hombres.>*

Tipicamente la EM se presenta en la tercera o cuarta década de la vida
siendo la prevalencia en edad pediatrica baja.’ Se caracteriza por la aparicion
de lesiones focales de desmielinizacion.® Los patrones de desmielinizacion son
diferentes entre subgrupos de pacientes, lo que sugiere que la enfermedad es
heterogénea’ ®. Esta heterogeneidad se manifiesta en la presentacion clinica y
radiolégica, las caracteristicas anatomopatolégicas y la respuesta a
tratamiento.

Dependiendo de la localizacion de las placas de desmielinizacion, los
pacientes van a presentar diferentes manifestaciones clinicas entre las que se
incluyen debilidad en uno o mas miembros, déficits sensoriales, ataxia,
alteraciones visuales etc. Estos sintomas se manifiestan normalmente en forma
de brotes y solo en ocasiones tienen una evolucion progresiva desde el inicio
de la patologia. Ademas de la desmielinizacion se puede producir dafio axonal,

tanto en las placas de desmielinizacion como en las zonas de sustancia blanca
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aparentemente normal. Se acepta que el dafo axonal origina la discapacidad a

largo plazo.°

1.1-ASPECTOS HISTORICOS
La descripcion de las primeras lesiones anatomopatoldgicas fue llevada

89,10

a cabo por dos meédicos europeos, Robert Carswell en 183 y Jean

Cruveilhier en 1841'". Sin embargo, la identificacién de la enfermedad como tal

la realizé Jean Martin Charcot'?

en 1868 estableciendo la primera descripcion
clinica y anatdomica detallada de la enfermedad.

En cuanto a la etiologia, la primera relacién de la EM con una posible
causa infecciosa data de 1884 cuando Pierre Marie observd que el
empeoramiento de los pacientes ocurria después de sufrir periodos de
infeccion o fiebre™.

La consideracién de la EM como una enfermedad autoinmune fue
introducida por Thomas Rivers tras demostrar que la encefalitis autoinmune
experimental (EAE), el modelo animal de la EM, podia ser producida por una
respuesta autoinmune frente a componentes autélogos del SNC.™

Otro hecho relevante es la primera puncién lumbar que se realizé en
1891 por el médico aleman Quincke. Esto permitié el inicio del estudio del
liquido cefalorraquideo (LCR)."

La primera prueba del papel del sistema inmune en esta patologia se
obtuvo en 1942 cuando Elvin Kabat determin6 un aumento de
inmunoglobulinas en el LCR de pacientes con EM.®

Desde el punto de vista clinico, merece la pena destacar que la primera

escala para definir el estado de discapacidad fisica de los pacientes, la
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Disability Status Scale (DDS) fue desarrollada por Kurtzke en 1955."" con una
versiéon ampliada en 1983, Expanded Disability Status Scale,'® que es la que se
utiliza actualmente para evaluar el grado de discapacidad en la EM.

Los primeros criterios diagndsticos de la enfermedad, basados sobre
todo en datos clinicos, fueron publicados por Schumacher en 1965."° Desde
entonces el diagndstico se basa en la demostracion de diseminacion de las
lesiones en tiempo y espacio. En 1983, Poser publicaba unos nuevos criterios
que incluian pruebas paraclinicas en el diagndstico de /a EM.?°. Estos criterios
diagndsticos fueron mejorados por McDonald en 2001, incluyendo los nuevos
datos de resonancia magnética nuclear?'. La version revisada de estos criterios

(2010) es la que esta vigente en la actualidad.?

1.2-EPIDEMIOLOGIA

La prevalencia de la EM varia considerablemente en distintas zonas
geograficas, siendo la enfermedad desmielinizante mas frecuente en las zonas
templadas.?® Las areas de mayor prevalencia son: Europa del Norte,
Norteamérica y el sur de Australia®*. Sin embargo existen algunas excepciones,
como el caso de Sicilia (200/100.00 habitantes) que presenta una prevalencia
mayor que la de la zona geografica circundante.?

La prevalencia de la esclerosis multiple estda aumentando en los ultimos
afos, principalmente en mujeres, sin que se conozca aun la causa de este
fendmeno.?

En Espafia los primeros estudios epidemioldgicos situaron la prevalencia
en 50-60 casos por cada 100.000 habitantes. Sin embargo diferentes estudios

publicados recientemente muestran que también estd aumentando en nuestro
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pais siendo en la actualidad de entre 100 y 120 casos por cada 100.000
habitantes.?”2®

Se ha demostrado en estudios de poblaciones que la migracién durante
la infancia desde regiones de alto riesgo hacia regiones de bajo riesgo se
asocia con una reduccién de la susceptibilidad a sufrir la enfermedad vy
viceversa. Esto no sucede con la migracién en edad adulta. ***? Todo ello

sugiere un posible papel de un agente ambiental en la etiopatogenia que

actuaria en edades tempranas.

1.3-ETIOPATOGENIA
Las causas exactas que desencadenan la EM no se conocen en la
actualidad. Sin embargo se acepta que su inicio se produce por una interaccion

entre factores ambientales y factores genéticos.

1.3.1- Factores genéticos

La implicacion de factores genéticos en la susceptibilidad a EM se apoya
fundamentalmente en dos hechos.

El primero es la existencia de un mayor riesgo de padecer EM entre los
familiares de los paciente.**** En estudios familiares se ha observado que los
hermanos de un solo progenitor tienen la mitad de riesgo de desarrollar EM que
los hermanos de ambos progenitores y los hermanos adoptados no tienen
mayor riesgo que la poblacién general.®

El segundo son los datos sobre concordancia entre gemelos
monocigoticos que no dejan lugar a dudas sobre la existencia de un fuerte

componente familiar en la EM. La concordancia entre gemelos monocigoticos
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es del 30% frente al 5% en gemelos dicigéticos y otros hermanos.*** El riesgo
absoluto es menor al 5% en individuos con un pariente en primer grado; sin
embargo; este ya es de 20 a 40 veces mas alto que en la poblacién general.*
Sin embargo, aun entre gemelos monocigéticos, la concordancia dista mucho
de ser completa por lo que se deduce que los factores genéticos no pueden ser
los unicos responsables del desencadenamiento de la enfermedad.

Se han llevado a cabo grandes esfuerzos para encontrar los genes de
susceptibilidad a padecer EM. Mas de 20 regiones gendmicas se han asociado
con un aumento de la susceptibilidad a la enfermedad*®** Sin embargo, es
dentro de la region perteneciente al complejo mayor de histocompatibilidad
humano (HLA) localizado en el cromosoma 6 donde se ha establecido un
asociacion mas fuerte. Un Genome-Wide Association Study (GWAS)
colaborativo donde se incluyeron 9772 muestras recogidas por 23 grupos
diferentes en 15 paises distintos confirmd la asociacion entre  HLA-
DRB1*15:01%*® y la EM.*® En este mismo estudio se encontré asociacion con
HLA-DRB1*13:03, DRB1*03:01 y A*02:01.4°

Ademas de los genes localizados en la region HLA se observa que hay
multiples genes, principalmente relacionados con la respuesta inmunitaria, que
se asocian de forma débil con la susceptibilidad a la EM. Entre ellos se

encuentran dos variantes genéticas de los receptores de IL-2%9°" y [L-7 49523

654,55 256,57

una variante del CD , una variante de la tirosina quinasa y los genes
del receptor de TNF-alfa®**®, CD58, CD40 y METTL1.>*®". También se ha
observado asociacion de la enfermedad con una variante del gen CYP27B1

que codifica una enzima que participa en el metabolismo de la vitamina D.%?
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Estos estudios genéticos ponen de manifiesto que la EM no esta
determinada por un unico gen sino que su aparicion y desarrollo se produce por

la interaccion de multiples genes.

1.3.2- Factores epigenéticos

La epigenética estudia los mecanismos moleculares a través de los
cuales las sefales ambientales se traducen en cambios en la expresion génica.
Algunos de estos mecanismos incluyen la metilacién del ADN, modificaciones
post-transduccionales de las histonas del nucleosoma y el efecto del ARN no
codificante.

La epigenética podria contribuir a explicar la susceptibilidad a la
enfermedad. En esta linea, distintas evidencias sugieren que los micro ARN
(miARN), pequefias moléculas de ARN no codificante que regulan la expresion
del ARNm, podrian jugar un papel importante en la EM. Estas moléculas son
esenciales para el correcto funcionamiento y desarrollo celular, y su
desregulacion puede romper la homeostasis celular y contribuir al desarrollo de
enfermedades autoinmunes.® Los resultados de varios estudios coinciden en
que la desregulacion de los mIARN en la EM favorece un estado

d.54%7. Entre los

proinflamatorio y promueve la progresion de la enfermeda
miRNA que se han asociado con EM estan miR-155%, miR-326%, miR-165°%,
miR-18b, miR-493 y miR-599.%°

Otro mecanismo epigenético, la metilacién del ADN podria también jugar
un papel en la EM. Asi, se han encontrado distintos patrones de metilacion en

los promotores de una serie de genes cuando se comparan pacientes con EM y

controles sanos’®. Ademas, en varios de estos genes, el estado de metilacién
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del promotor permite discriminar entre pacientes en remisién y en brote’®. Otro
estudio observé una hipermetilacién del ADN en células T CD8+ en pacientes
con EM. Estos datos sugieren que estos procesos pueden jugar un papel en la
patogenia de la enfermedad.”

Otro mecanismo epigenético que podria jugar un papel en la EM es la
modificacion post-transduccional de las histonas de los nucleosomas que
podrian tener un papel diferente segun el tipo celular. Se han visto altos
niveles de acetilacion de histonas en precursores de oligodendrocitos que se
relacionan con la represién de genes que codifican proteinas de la mielina.”*"

Asi mismo, se han observado altos niveles de desacetilacion de histonas en la

sustancia blanca con apariencia normal de pacientes con EM.”

1.3.3- Factores ambientales

En la EM distintos estudios han mostrado que hay factores ambientales
que aumentan el riesgo de padecer la enfermedad en individuos genéticamente
predispuestos’’®.

Entre los factores ambientales mas estudiados estan distintos agentes
infecciosos y principalmente, los herpesvirus’’. De todos ellos las pruebas mas
consistentes de una relacion con la EM se han encontrado con el virus de
Epstein-Barr.  Asi, existe un riesgo mayor de EM en individuos que
previamente habian padecido mononucleosis infecciosa.’®’® Ademas, se han
asociado los periodos de enfermedad activa de la EM con periodos de

reactivacion de la infeccién por EBV.8%8

Por otra parte, los titulos de
anticuerpos anti-EBV se encuentran elevados en los pacientes con EM,

observandose que el 100% de los pacientes con EM presentan anticuerpos
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anti-EBV frente al 90% de los individuos sanos.?® También se ha visto la
presencia de titulos elevados de anticuerpos IgG frente a EBNA-1 (antigeno
nuclear de Epstein-Barr) tanto en suero como en el LCR de los pacientes con
EM®?34 asi como la presencia de bandas oligoclonales de IgG frente a EBNA-
1%,

Otro herpesvirus que se ha relacionado con la EM es el herpesvirus 6
(HHV-6). Se han encontrado ADN y proteinas de este virus en tanto en
oligodendrocitos como en astrocitos, linfocitos y microglia en las placas de EM
8 Ademas, existen niveles aumentados de anticuerpos anti HHV-6 y ADN del
virus en el suero de pacientes con EM. %7, Por otro parte, se ha detectado la
produccion intratecal de IgG frente a HHV-6 en alrededor de una quinta parte
de los pacientes de EM®®° y se ha visto que la proteina principal de la
capsida (MCP) es el antigeno reconocido mayoritariamente por estos
anticuerpos en la EM.%

Las vitaminas son otro de los factores ambientes que mas se han
asociado con la EM en los ultimos afios.

La vitamina D es un heterolipido insaponificable del grupo de los
esteroides. Se puede obtener de dos maneras: Por la transformaciéon del 7-
dehidrocolesterol cuando los rayos UV tienen contacto con la piel o
directamente de la dieta, aunque esta es la forma minoritaria de obtencion. La
vitamina D no es biolégicamente activa. Para activarse debe ser sometida a
dos hidroxilaciones: la primera en el higado formando 25-hidroxicolecalciferol
(calcidiol) y la segunda en el rifidon formando 1,25-dihidroxicolecalciferol

también llamada calcitriol (forma activa)®’.
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La produccion de vitamina D requiere la presencia de luz solar. Por tanto
su sintesis esta limitada por varios factores como el uso de cremas solares, la

localizacion geografica (distancia al ecuador), las variaciones estacionales®%*

y la pigmentacion de la piel®

Fue este hecho lo que la relacioné en un
primer momento con la EM, debido a que la prevalencia de esta enfermedad no
tiene una distribucion uniforme a lo largo del planeta, observandose una menor
prevalencia en las zonas de mayor incidencia de los rayos solares. Debido a
ello, se establecié la hipdtesis de que los déficit de vitamina D podrian estar
implicados en la patogenia de la EM.?". Esto se vio corroborado en un estudio
realizado en pacientes americanos de raza blanca, donde se observd una
correlacion inversa entre los niveles séricos 25-hidroxivitamina D y el riesgo de
EM % Ademas, se ha correlacionado el déficit de vitamina D con la presencia

de linfocitos T reactivos frente a la mielina.'% 0!

. También se ha visto que los
niveles de esta vitamina son mas bajos en pacientes en brote que en aquellos
en remision.?®'%2 Asi mismo, se ha correlacionado la concentracién en suero
de 25(0OH) vitamina D con un mayor incremento de la discapacidad y algunos
estudios muestran una correlacion inversa entre los niveles de 25(0OH) vitamina
D en suero y actividad en resonancia magnética, la tasa de brotes y la
discapacidad medida con la escala EDSS. 07 103104 103105106 101103 gp
pacientes tratados con INF-3 se ha visto un aumento de los niveles de vitamina
D si bien estos resultados no han sido validados.'"’

La vitamina E o a-tocoferol es una vitamina liposoluble cuyas funciones
biolégicas estan determinadas por su capacidad como agente antioxidante

eliminando del organismos las especies reactivas del oxigeno y nitrégeno.

Diversas enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer, Parkinson,
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esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Huntington y esclerosis multiple
se han asociado con el estrés oxidativo.'® En la EM se ha descrito que las
especies reactivas del oxigeno y nitrégeno parecen jugar un papel fundamental
en la induccion y la persistencia de la desmielinizacion.' La concentracién de
estas sustancias puede aumentar en condiciones inflamatorias produciendo
una saturacion de los mecanismos anti-oxidantes dentro de las lesiones. Este
estrés oxidativo puede dafar los lipidos, proteinas y acidos nucleicos pudiendo
conducir a la muerte celular. Los oligodendrocitos, células encargadas de la
mielinizacion, son especialmente sensibles in vitro a este estrés, por lo tanto in
vivo éste podria conducir a la muerte selectiva de los oligodendrocitos y por
tanto a la desmielinizacion.”'®. Se ha demostrado que la vitamina E reduce la
desmielinizacion y favorece la remielinizacion tanto en pacientes como en
modelos animales de la enfermedad.””'"3. Sin embargo, el suplemento con
vitamina E no reduce el riesgo de padecer EM.">""* Diversos estudios han
mostrado niveles mas bajos de vitamina E en pacientes de EM que en
individuos sanos.''®"'®. E| descenso en los niveles de vitamina E se asocia
sobre todo con los brotes, los niveles se elevan cuando los pacientes estan en
remision, indistintamente de si estan tratados o no con INF-B.""

La vitamina A o retinol es una vitamina liposoluble cuyos efectos mas
conocidos se asocian con la vista, la piel y las mucosas. Sin embargo, el acido
trans-retinoico, su principal metabolito activo, tiene funciones importantes en la

respuesta inmunoldgica'?%1%2

y en el sistema nervioso central ya que
contribuye a la plasticidad y regeneracion del mismo.'**'?*. Esto le hace un
posible candidato a jugar un papel en la EM. La accién del acido retinoico en el

control de la respuesta inmune y en la regeneracién y reparacion del sistema
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nervioso central han llevado a un interés creciente en el potencial rol del acido
retinoico en la EM.'®. Recientes estudios han demostrado que niveles
suboptimos de vitamina A se asocian con un mayor riesgo de padecer esta
enfermedad y que existe una correlacion inversa entre niveles de retinol en
suero y lesiones en resonancia magnética nuclear.'®

Respecto al papel inmunomodulador del acido retinoico, se ha
encontrado que el 9-cis-acido retinoico induce una polarizacion de la respuesta
inmune hacia una via Th2 con la secrecidbn mayoritaria de citoquinas
caracteristicas de esta via tales como la IL-4, IL-5, IL-13'%"'% y que inhibe la
produccién de citoquinas pro-inflamatorias como INF-y, IL-1B y IL-12.127:129.130
También se ha visto que el all-trans acido retinoico, metabolito predominante

en la mayoria de tejidos, disminuye los niveles de INF-y'*'"%

y aumenta los
niveles de linfocitos T reguladores™' y que las lineas celulares T especificas
frente a MBP generadas en presencia de all-trans acido retinoico tienen un
fenotipo Th2.'*. Ademas se ha observado que los niveles bajos de vitamina A
producen un desequilibrio con una excesiva sintesis de citoquinas de la
respuesta Th1 e insuficiente desarrollo de la via Th2."** Sin embargo estos
datos no han sido confirmados en estudios posteriores.

Otro de los factores ambientales relacionado con la EM es el tabaco.
Durante los ultimos afios distintos estudios sugieren que existe un aumento del
riesgo de EM asociado al tabaco. Esta asociacion también se ha descrito en
otras enfermedades autoinmunes, como el lupus eritematoso sistémico, la
artritis reumatoide, la enfermedad de Graves o la cirrosis biliar primaria.’*

En la EM se ha visto que el consumo de cigarrillos aumenta el riesgo de

d136

desarrollar la enfermeda con una odd ratio que oscila entre 1.2-1.5, siendo

49



INTRODUCCION

mayor el riesgo para los hombres y observandose un efecto dosis dependiente
que se mantiene mas de 5 afios después de haber dejado de fumar.'¥" " E|
tabaco es un factor de riesgo de aparicion precoz de un segundo brote.°
Ademas, se ha demostrado que fumar aumenta el riesgo de progresién de la
enfermedad. Se ha observado un empeoramiento mas rapido de la
discapacidad en aquellos pacientes que fuman, en comparacion con los no
fumadores, siendo este fendomeno mas acusado en los que empezaron a fumar
a edades tempranas (<15 afios)."*" Del mismo modo, el tabaco se ha asociado
con un incremento en el numero de lesiones observadas en RMN en los
pacientes fumadores comparado con los no fumadores.'#?

La obesidad también se ha relacionado con el riesgo de desarrollar EM.
Se ha observado un incremento del riesgo en personas con mayor indice de
masa corporal tanto en la nifiez, la adolescencia y edad adulta.'**'*°
Por ultimo, un estudio reciente relaciona la ingesta de sal como posible factor
ambiental que contribuye a la patogenia de la EM. En dicho estudio se asocia
la ingesta de sodio con incremento en la actividad clinica y radiolégica de la
enfermedad.’®

En el futuro el estudio integrado de los factores genéticos y ambientales
y su relacion con la respuesta inmunitaria andmala y el curso clinico de los

pacientes, posiblemente nos ayudaran a conocer mejor los mecanismos de

esta enfermedad.
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1.4- FORMAS CLINICAS

La esclerosis multiple presenta heterogeneidad en su presentacion
clinica y evolucion. Se pueden diferenciar dos formas clinicas principalmente
segun los ultimos criterios de clasificacion:
- Remitente-recidivante (RR): Con ella debutan alrededor del 85% de los
pacientes y se caracteriza por episodios de empeoramiento agudo conocidos
con el nombre de brotes, seguidos por periodos de recuperacion completa o
parcial de los sintomas. Los primeros sintomas aparecen mas frecuentemente
entre los 20 y los 40 afnos y es mas frecuente en mujeres que en hombres,
como la mayoria de las enfermedades autoinmunes.'*"1%®
- Progresiva: En este grupo se incluyen actualmente las formas anteriormente
conocidas como primariamente progresivas y secundariamente progresivas. La
EM progresiva suele comenzar en la cuarta o quinta década de la vida y
presenta una relacion entre hombres y mujeres de 1:1 *° Se caracteriza por
presentar un empeoramiento gradual de los sintomas con o sin periodos de
remision y se subdivide en activa o no activa a su vez dependiendo de si los
pacientes presentan o no actividad clinica (Brotes) o en resonancia (Nuevas

lesiones en T2 o lesiones captantes de gadolinio)'*

1.5- DIAGNOSTICO

No existe un test especifico para el diagnéstico de la EM. Sin embargo,
se han desarrollado una serie de pruebas paraclinicas que contribuyen a
realizar un diagndstico precoz de la enfermedad. Estas pruebas son el estudio
inmunoldgico del LCR, la valoracion de las imagenes obtenidas por RMN vy el

analisis de los potenciales evocados.
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Un panel internacional de expertos ha establecido unos criterios que
combinan el uso de estas pruebas con la evaluacion clinica y que ayudan al
diagndstico de esta patologia. Estos criterios se actualizan peridédicamente,
siendo los vigentes en la actualidad los criterios de McDonald de 2001
revisados en 2010%"%

Estos criterios diagndsticos incluyen evaluaciones clinicas y paraclinicas,
siendo necesario demostrar la diseminacién espacial y temporal de las lesiones
y la exclusion® de otras enfermedades que pueden confundirse con la EM

como el sindrome de Sjogren, el lupus eritematoso sistémico, la sarcoidosis, la

vasculitis y la enfermedad de Lyme entre otros."’

1.5.1- Resonancia magnética

La sensibilidad de la resonancia magnética (RM) en la deteccion de las
lesiones es de alrededor del 95%. Sin embargo su eficacia esta limitada por su
inespecificidad debido a que a veces no distingue entre lesiones por isquemia,
edema, inflamacién o desmielinizacion. A pesar de ello, las imagenes de RM
permiten evaluar la actividad de la enfermedad, su evolucion clinica y la
respuesta a tratamiento ademas de ser un buen indicador de la diseminacion
en espacio y tiempo de las lesiones, fundamental para el diagnéstico segun los
criterios McDonald. %2153 |a diseminacion espacial se puede demostrar por la
presencia de una o mas lesiones en T2 en al menos dos de los cuatro lugares
considerados caracteristicos de la EM (yuxtacortical, periventricular,
infratentorial y medular) y la diseminacion temporal por la presencia de una

nueva lesion en T2 y/o una lesion captante de gadolinio en comparacion con
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una RMN previa o por la presencia simultanea en una RMN de lesiones

captantes gadolinio y no captantes.?

1.5.2- Potenciales evocados

Los potenciales evocados se utilizan para evaluar la conductividad de los
impulsos eléctricos en el SNC tras la estimulacién de un érgano sensitivo o
sensorial periférico. Estas sefales se bloquean o se retardan cuando circulan a
través de fibras desmielinizadas, de manera que los potenciales evocados
recogidos en esta zona pueden encontrarse atenuados, ausentes o retrasados.
% Los potenciales evocados tampoco son especificos, pero su utilidad se

debe a que permite la deteccion y determinacion de las lesiones en el SNC que

no se manifiestan clinicamente.

1.5.3- Estudio de LCR

El hallazgo fundamental en el LCR de los pacientes con EM es la
deteccion de sintesis intratecal de IgG que se presenta en el 96% de los
pacientes. La sintesis de I1gG dentro del SNC se puede estudiar por métodos
cualitativos o semicuantitativos. Estos ultimos se basan en la determinacién de
una serie de indices. Los mas utilizados en la practica clinica son el de
Reiber'®® y el de Tibbling o de IgG'™®. Todos ellos tienen en cuenta la funcién
de la barrera hematoencefalica al introducir en su formula el cociente de
albumina LCR/suero que debe ser menor de 0.007 en individuos sanos. La
albumina es una proteina que se sintetiza exclusivamente en el higado y que
sirve como indicador de la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE). Si

aumenta la IgG del LCR por difusion desde la sangre, también lo haria la
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albumina permaneciendo el cociente dentro de unos limites normales. Si en
cambio, se produce una sintesis de IgG dentro del SNC tendremos niveles
aumentados de IgG en LCR pero no de albumina de manera que se produce
un aumento del indice estudiado.

Los métodos cualitativos son los mas sensibles y se basan en la
deteccion de bandas oligoclonales (BOC) de IgG en muestras pareadas de
LCR y suero. Mas del 95% de los pacientes con EM presentan BOC de 1gG
restringidas al LCR."™ Sin embargo, al igual que el resto de pruebas
complementarias la presencia de bandas no es patognomoénica de la
enfermedad, aunque es rara en otras patologias inflamatorias, excluyendo las
infecciones.

Otra inmunoglobulina que se ha estudiado en la EM es la IgM. Al igual
que sucede con la sintesis de IgG, los métodos para la determinacion de la
sintesis intratecal de IgM pueden ser cuantitativos o cualitativos. Los primeros
no son muy utiles ya que los indices existentes o presentan una sensibilidad
baja como el indice de Reiber o muchos falsos positivos como sucede con el
indice de IgM™®'%° Los métodos cualitativos, por el contrario, poseen una
mayor sensibilidad y especificidad lo que les convierte en el mejor método para
investigar sintesis intratecal de IgM."®®. Utilizando esta técnica hemos
determinado que alrededor del 40% de los pacientes de EM-RR presentan
bandas oligoclonales (BOC) de IgM en el LCR y su presencia constituye un

marcador de mal prondstico en la enfermedad."®""**
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1.6- FISIOPATOLOGIA

La EM se considera una enfermedad de origen autoinmune
desencadenada por linfocitos T CD4+ autorreactivos que reconocen antigenos
de la mielina auin no identificados.*?

Las primeras etapas de la enfermedad estan dominadas por la aparicion
de lesiones inflamatorias localizadas en la sustancia blanca (placas)
caracterizadas por presentar desmielinizacion, inflamacion y un grado variable
de pérdida axonal.

Los linfocitos T autorreactivos se activan fuera del SNC, activan a otras
células del sistema inmunitario (Linfocitos T CD8+, linfocitos B), atraviesan la
barrera hematoencefalica, y se reactivan por células presentadoras de antigeno
locales lo que desencadena una respuesta inmune que conduce a la liberacion
de citoquinas proinflamatorias tales como INF-y y TNF-a. Estas citoquinas
activan las células de la microglia y los astrocitos e inducen el reclutamiento de
otras células del sistema inmune tales como linfocitos T, linfocitos B vy
monocitos hacia el SNC promoviendo la expresion de moléculas de adhesion
en el endotelio vascular y moléculas de MHC de clase Il en la microglia y en el
endotelio vascular.'®® Este proceso inflamatorio conduciria al dafio tisular.'®. Al
mismo tiempo, se producen procesos de remielinizacion que reparan en cierto
grado el mismo. El dano axonal por inflamacién aparece en las lesiones
desmielinizantes activas principalmente en los primeros estadios de la
enfermedad.’®’

Como consecuencia del dano tisular se liberan en la EM nuevos

antigenos que producen lo que se conoce como diseminacion de epitopos,
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mediante este mecanismo las células T de los pacientes amplian el nimero de
dianas en el SNC."®

La corteza cerebral puede encontrarse también afectada desde los
primeros estadios de la enfermedad. Esto se manifiesta por la presencia de
inflamacion, desmielinizacién y neurodegeneracién cortical que puede inducir

dafio neuronal y como consecuencia atrofia cortical.'®

1.6.1- Principales antigenos que se han implicado en la EM

Entre los primeros antigenos estudiados en relacién con la EM se
encuentran la proteina basica de la mielina (MBP), la 2’-3’-fosfodisterasa de
nucledtidos ciclicos 3’ (CNP), la glicoproteina asociada a la mielina (MAG), la
proteina proteolipidica (PLP), la proteina de la mielina del oligodendrocito

170171 " si bien no se ha podido

(MOG) y algunas proteinas del oligodendrocito.
relacionar ninguna de ellas con la causa o curso de la enfermedad. Nuevos
estudios realizados con arrays de proteinas han encontrado anticuerpos frente
a algunos antigenos, como algunas proteinas de choque térmico, que parecen
asociarse mas claramente con la EMRR, diferenciando entre distintos tipos de
la enfermedad."*'"3,

En un intento de encontrar anticuerpos asociados con las primeras
etapas de la enfermedad, se han estudiado los antigenos relevantes en la EM
pediatrica y se han encontrado asociacién con proteinas axogliares.'* Futuros
estudios demostraran la relevancia de estos trabajos.

También se ha descrito que la sintesis intratecal de anticuerpos IgM
frente a lipidos se asocia con formas altamente inflamatorias de la EM, incluso

en los pacientes progresivos.'®"17>17°
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Se han detectado también anticuerpos frente a los neurofilamentos que
pueden contribuir al dafio axonal.'”".

Por otra parte, estudios recientes han identificado autoanticuerpos
dirigidos contra el canal de potasio Kir4.1 en pacientes con EM y se ha
sugerido que estos anticuerpos pueden provocar un dafio directo en los
astrocitos.'”® Sin embargo, estos hallazgos no se han podido confirmar.

Se han detectado también anticuerpos que bloquean la accién de lipidos

enddgenos antiinflamatorios, potenciando el avance de la enfermedad.'”®

1.7- PRINCIPALES POBLACIONES CELULARES QUE SE HAN ASOCIADO
CON LA EM

1.7.1- Linfocitos T

Linfocitos T CD4+: Estas células han sido el centro de la investigacion
inmunoldgica en EM durante mucho tiempo. Tras la observacion de que la
transferencia adoptiva de células T CD4+ que reconocen antigenos de la
mielina era suficiente para inducir EAE (encefalomielitis autoinmune
experimental) en ratones'®, se las considerd como las principales células
mediadoras de dicha patologia'®''®. Sin embargo, la presencia de linfocitos T
CD4+ es escasa en las lesiones desmielinizantes, lo cual sugiere que existen
otras células que juegan un papel mas importante en esta patologia.183

Los linfocitos T autorreactivos forman parte del repertorio normal de células T.
La frecuencia de estos linfocitos T en sangre periférica es similar en pacientes

184,185

con EM y en individuos sanos , esto demuestra que la solo presencia de

estos linfocitos T autorreactivos no es suficiente para poner en marcha la
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respuesta autoinmune. Se ha hipotetizado que estos linfocitos T podrian
presentar un perfil mas inflamatorio en la EM'®.

Dependiendo del tipo de activacion los linfocitos CD4+ pueden
diferenciarse a fenotipos proinflamatorios (Th1, Th17), fenotipos se asocian
preferentemente con respuestas de anticuerpos (Th2) o reguladores (Treg). En
la EM juegan un papel las células Th1, Th17 y las células T reguladoras. Las
células Th1, Th17 estdan aumentadas en los brotes y se han encontrado tanto
en las lesiones, como en la sangre periférica de los pacientes. Estas células
podrian contribuir a la respuesta inflamatoria que se genera en la enfermedad
aumentando la expresion de moléculas de adhesion en el endotelio vascular e
activando a otras células del sistema inmunitario. '®",'®® La IL-17 se ha
asociado con numerosas patologias autoinmunes e inflamatorias como la
artritis reumatoide, psoriasis, enfermedad de Crohn, lupus eritematosos
sistémico, asma, enfermedad de Behcet y sindrome de hiper Ig-E."®*' Esta
citoquina juega un papel crucial en el desarrollo de la EAE."' Las células T
memoria producen IL-17 y IL-22 en las uniones estrechas celulares de la
barrera hematoencefalica y permiten la migracion de las células Th17 al
interior del sistema nervioso central causando dafio neuronal.#%'%

Otra citoquina proinflamatoria que parece jugar un papel en la EM es el

GM-CSF. Se ha visto que esta citoquina es importante para inducir la EAE."%*

y
que esta aumentada en las lesiones y en los linfocitos T de sangre periférica de
los pacientes de EM."®

Las células T reguladoras previenen o suprimen la autoinmunidad en

condiciones normales'®® y son deficitarias en nimero o en funcionalidad en

varias enfermedades autoinmunes incluida la EM'7'%_ Las células T CD4+
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reguladoras (Treg) mas estudiadas en la EM se caracterizan por la expresion
del factor de trascripcion FoxP3'97198,

En 2004 aparecio6 publicado el primer trabajo que reportaba un potencial
defecto funcional en las Treg en la EM-RR'®. Diversos estudios han
confirmado estos hallazgos.?°%?". E| déficit de Treg también juega un papel en
la actividad de la enfermedad, ya que se ha observado que estas células
disminuyen durante los brotes de EM.?®’. Por Ultimo, datos preliminares
sugieren que la terapia inmunomoduladora con INF-B mejora la frecuencia y la
capacidad supresora de las células T reguladoras en la EM.?® La IL-10 es
secretada por linfocitos reguladores y por tanto se encuentra disminuida en la
EM.'%2%4 Tras el tratamiento con INF-beta las sintesis de esta citoquinas
aumenta tanto en linfocitos T con en linfocitos B.203:205-209
Linfocitos T CD8+: En los ultimos afios distintos trabajos han demostrado que
los linfocitos T CD8+ citotoxicos también tienen una importante implicacion en
la EM. Estas células pueden llevan a cabo la lisis de sus células diana
mediante tres mecanismos: liberacion de granulos de perforina y granzima,
apoptosis a través de la via Fas/FasL y apoptosis mediada por TNFa vy
moléculas relacionadas. Posiblemente, el hallazgo mas importante sobre su
papel en la EM, proviene de los estudios patoldégicos que demuestran que los
linfocitos T CD8+ son la poblacion que predomina en los infiltrados
inflamatorios de las lesiones.'®?'"° Su presencia se correlaciona con el dafio
axonal en las lesiones desmielinizantes®''?">. Ademas los linfocitos T CD8, a
diferencia de los linfocitos T CD4, se localizan tanto en las lesiones
perivasculares del SNC como en el parénquima.?™ La presencia de citoquinas

Th1 como el TNF-alfa y el INF-gamma en el SNC y la sobreexpresion de
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moléculas MHC | en axones y neuronas de las lesiones activas facilita la
actuacion de los linfocitos T CD8+ en la EM.?'*#'* Otro hecho que apoya la
implicacién de los linfocitos T CD8+ en la EM es que se han identificado
expansion clonal de linfocitos T CD8+ en el SNC, LCR y sangre de pacientes
con EM y que algunos de estos clones persisten durante mas de 5 afios?'®.
Finalmente, las células T CD8+ producen también grandes cantidades de TNFa
que altera directamente la estructura y funcionalidad de la membrana

1,2"" interfiriendo con la funcionalidad de las neuronas e induciendo su

neurona
apoptosis.?'® Asi mismo, las células T CD8+ citotoxicas pueden mediar también
la lisis de los oligodendrocitos impidiendo la remielinizacién®'*?%'. Por otro lado,
se ha descrito que una subpoblacién de células T CD8+ podria exhibir también
propiedades reguladoras en la EM, eliminando «células T CD4+

autorreactivas®?2. 2%,

1.7.2- Linfocitos B y anticuerpos

La sintesis intratecal de inmunoglobulinas y la presencia de bandas
oligoclonales (BOC) IgG en el LCR de mas del 95% de los pacientes
diagnosticados de EM fue el primer hallazgo que puso de manifiesto la
importancia de la respuesta inmune humoral en estos pacientes.'®??*. Mas
adelante se demostré que la presencia de bandas oligoclonales de IgM
predicen una progresion mas rapida de la EM y un fenotipo altamente
inflamatorio de la enfermedad.’'7°2%° | 5 presencia de estas BOC de IgM
especificas frente a lipidos (BOCML+) se ha asociado con mayor probabilidad
de sufrir un segundo brote mas temprano, tener mas brotes, una progresion de

la discapacidad medida mediante la escala EDSS y una conversion a
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esclerosis multiple secundariamente progresiva mas rapida.’®3#26:227,

Recientemente, se ha visto una correlacion entre la presencia de BOCML+ y un
incremento temprano en la carga lesional y la atrofia cerebral.?® La progresion
de la discapacidad es mas lenta en pacientes con BOC negativos?*2%°

El estudio anatomopatoldgico de las lesiones han confirmado el papel de
los anticuerpos en la fisiopatologia de la EM. Se han encontrado cuatro
patrones fundamentales de desmielinizacion definidos en relacion a la
extension y localizacién de las placas de desmielinizacion, la perdida de la
proteina basica de mielina, el patron de destruccion de los oligodendrocitos, y
la activacion del completo. Los patrones | y IlI, que son los predominantes,
muestran desmielinizaciéon mediada por células T y macrofagos. El patron |l se
diferencia por los depdsitos de anticuerpos y complemento. Esto pone de
manifiesto la implicacibn de los anticuerpos en la EM. La presencia de

" Los

anticuerpos en las lesiones fue confirmada en estudios posteriores.?
patrones Il y IV, son minoritarios.”®

La evidencia mas directa del papel perjudicial de los linfocitos B en la EM
proviene de los resultados positivos observados con el uso de rituximab que
muestran que la deplecién de células B disminuye las lesiones inflamatorias en
el cerebro y los brotes.?* Estudios posteriores han comprobado la implicacién
de los linfocitos B en la patogenia de la EM. %323
Los linfocitos B se encuentran en las lesiones tanto agudas como

235,236

cronicas, siendo mas abundantes en las ultimas.?*” Dichas células se han

localizado también en las meninges de pacientes con EM secundariamente

8

progresiva23 en forma de foliculos linfoides ectopicos con una organizacion

similar a los centros germinales de los nodulos linfoides. En ellos se pueden
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encontrar ademas de células B en diferentes estadios proliferativos, células T y
células dendriticas. Algunos autores creen que estos foliculos ectopicos
podrian representar los nichos donde tendria lugar la expansiéon y maduracién
intratecal de las células B en la EM.?**?*_ Se ha demostrado la formacién de
estos foliculos linfoides ectdpicos en otras enfermedades cronicas autoinmunes

con una respuesta humoral intensa como miastenia gravis, sindrome de

Sjogren, tiroiditis autoinmune y artritis reumatoide.4%2%,

Las células B estan aumentadas en el LCR de los pacientes con EM en

comparaciéon con otras patologias neurolégicas no inflamatorias®** aunque

existe una gran variabilidad entre los pacientes con EM en el porcentaje de las

mismas.?** Se ha postulado que un ratio células B / monocitos aumentado en

LCR se asocia con una rapida progresion de la enfermedad.?**.

La mayoria de las células B presentes en el LCR tienen un fenotipo de

246,247

célula memoria y pero también se encuentran plasmablastos y células

plasmaticas. En los primeros trabajos se postulé®*’ que las células plasmaticas

serian las encargadas de la sintesis intratecal de IgG pero trabajos posteriores

apuntan a los plasmablastos como responsables de la mayoria de la secrecién

intratecal de 1gG.2#6:248.249

La contribucion de las células B en la EM se ha atribuido principalmente

a su capacidad para producir anticuerpos pero ademas, estan implicadas en la

0

patogenia de la EM como células presentadoras de antigeno,®° células

productoras de citoquinas®’' o células reguladoras.?%+%°
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1.7.3- Linfocitos B CD5+

Otra poblacion que también juega un “papel importante en la EM es la de
las células B CD5+. Esta poblacion presenta diversas particularidades que la
diferencian de los linfocitos B convencionales. Desde el punto de vista
fenotipico, lo mas destacado es la expresién del antigeno de superficie CD5.%°
Otras caracteristicas especificas de estas células son: que no requieren la
cooperacion de los linfocitos T para producir anticuerpos; no experimentan
generalmente reordenamiento de los genes de las inmunoglobulinas con lo que
los anticuerpos producidos por estas células no sufren cambio de isotipo ni
maduracién de la afinidad; y no se genera memoria inmunoldégica tras el primer
contacto con el antigeno. Por tanto estas células por regla general secretan
anticuerpos de tipo IgM.

Aunque estas células B CD5+ representan una subpoblacién minoritaria
dentro del repertorio de linfocitos B de individuos sanos, son importantes por
ser las principales células productoras de los anticuerpos naturales.?®*. A través
de su receptor BCR son capaces de reconocer un repertorio de antigenos muy
conservados, generalmente de naturaleza no proteica, presentes en diferentes
patdgenos. De ahi que jueguen un papel importante como primera linea de
defensa frente a diversos microorganismos como bacterias o virus. Su numero
se ha encontrado elevado en enfermedades infecciosas como la meningitis
aséptica, VIH y hepatitis C.2*>%*" Producen también anticuerpos que reconocen
una variedad de antigenos propios, algunos de los cuales se encuentran en el
SNC.?®® En la EM estos linfocitos han sido correlacionados con la sintesis

M163,244

intratecal de Ig y con la actividad de la enfermedad.?*® Asi mismo, se ha

asociado un porcentaje alto de linfocitos B CD5+ en sangre periférica con un
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incremento del riesgo de una conversion temprana a EM en pacientes con

sindrome neuroldgico aislado.?*°

1.7.4- Células Natural Killer

Las células NK son células pertenecientes a la inmunidad innata que
nos defienden frente a infecciones viricas y eliminan células tumorales.?®'2%2,
Son células pertenecientes a la inmunidad innata que expresan multitud de
receptores activadores e inhibidores. La citotoxicidad de estas células esta
determinada por un balance entre las sefiales mediadas por los mismos.?®® La
citdlisis de las células diana se produce por una variedad de mecanismos
efectores que incluyen la liberacion de granulos que contienen perforina y
granzima y la expresion de receptores de muerte de la superfamilia del TNF.
(Fas y FasL). El mecanismo preferentemente utilizado por las células NK para
llevar acabo su funcién efectora es la desgranularizacion.?®*. Las células NK
humanas se dividen en dos subpoblaciones en funcién de la intensidad con la
que expresan en la membrana las moléculas CD56 y CD16, la subpoblacién
CD56Y™CD16* y CD56°"9™CD16". Aproximadamente el 90% de las células NK
en sangre periférica son CD56°™CD16", las cuales producen citoquinas v lisis
de las células diana ya que expresan grandes cantidades de perforina y
granzima B.*®. En contraste, la subpoblacién CD56"""CD16 se expresa
preferentemente en los érganos linfoides secundarios, puede expresar un gran
numero de citoquinas diferentes como INF-y, TNF-a, GM-CF, IL-10 y expresan
bajos niveles de perforina y granzima B.?®°. Diversos estudios han identificado
que las células NK experimentan una disminucion relativa en el LCR de

pacientes con EM.?®%?%°_ Dicha disminucion, se debe a un aumento de linfocitos
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T mas que a una reduccién absoluta en el nimero de células NK ?° y se
observa sobre todo antes de la aparicion de brotes en EM y nuevas lesiones en

la resonancia magnética. *°**""

El balance entre células NK reguladoras vy
efectoras parece estar aumentado en la EM.?’° Basandose en datos obtenidos
en el modelo animal, la EAE, se ha sugerido que estas células reguladoras
podrian inhibir la funcion de las células T antigeno-especificas en la
EM.?67:272273 Ademds, se ha observado una correlacion entre la expansion de
las células NK CD56""" tras el tratamiento con IFN-beta y una disminucion en

el nimero de lesiones captantes de gadolinio en resonancia magnética.?®”2"

1.7.5- Microglia, macréfagos inflamatorios y activina A

La funcion de las células de la microglia, los macrofagos residentes en el
SNC, es la eliminacion de desechos celulares y la eliminacién de patdégenos.
En la EM, la microglia activada se localiza junto a los macrofagos que migran
de la periferia en las zonas de dafio axonal de las lesiones.?’>?’®. Este
fendbmeno se detecta desde estadios tempranos de la enfermedad. Dichas
células se activan por citocinas producidas por las células T y, también, por
productos de la degradacion de mielina.’’’ La activacion contribuye a la
diseminacion de epitopos ya que aumenta la expresion de moléculas MHC de

clase Il y de las moléculas coestimuladoras CD86, CD80 y CD40,%"®

y
contribuye a la presentacion de antigenos del SNC los linfocitos T promoviendo
la propagacion la diferenciacion de células patogénicas Th1 y Th17. Ademas
estas células estan implicadas en la desmielinizacion y fagocitosis de la mielina

degradada y secretan moléculas con actividad neurotéxica directa, como el

TNF-a que induce apoptosis en neuronas y la IL-18 que también tiene
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actividad neurotdxica e induce la produccion de 6xido nitrico que junto a otras
especies reactivas de oxigeno causan dafio neuronal.?”2%

La activina A es un dimero compuesto por dos subunidades beta
idénticas 0 muy similares. Su principal funcién es aumentar la biosintesis y
secrecion de la hormona foliculo estimulante (FSH), y participar en la
regulacion del ciclo menstrual. Ademas, se han encontrado muchas otras
funciones para esta proteina. En la respuesta inmune actua sobre los
macrofagos. Estos pueden diferenciarse hacia dos fenotipos, el fenotipo M1
(proinflamatorio) y el fenotipo M2 (antiinflamatorio), dependiendo del
microambiente en el que se encuentren. Esta molécula se libera por los
macrofagos M1 y bloquea la expresién de ciertos marcadores especificos de
macréfagos M2 disminuyendo la liberacién de 1L-10.%

La contribucién de la activina A en la polarizacion de los macrofagos
hacia un fenotipo M1 se evidencié al bloquear dicha molécula con un
anticuerpo monoclonal anti-activina A que hizo que se redujeran los
macréfagos M1 y se potenciara la diferenciacion a M2 y la expresion de
marcadores caracteristicos de esta poblacion de macréfagos anti-inflamatorios
como FRpB.?®

Estudios previos demuestran que la expresion de activina A es alta en
patologias inflamatorias tales como artritis reumatoide, la enfermedad
inflamatoria intestinal y la esclerosis sistémica.?®%283
Estudios realizados en EAE observan que el balance entre macrofagos

M1 y M2 influye en la progresion de la enfermedad.?®*2%°

y que en las fases
iniciales de la enfermedad predomina un fenotipo M1 proinflamatorio mientras

que en las fases mas evolucionadas predomina un fenotipo M2
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antiinflamatorio.?®* Asi mismo, la polarizacion a un fenotipo M1 podria estar
implicada en la aparicion de brotes.?® Sin embargo esto no ha sido demostrado
en la EM. Se ha visto que la poblacion mayoritaria en las lesiones activas
podria presentar un estatus intermedio entre ambos fenotipos (M1 y M2)?°, o
un predominio de microglia M2%%". La microglia M2 conduce a la diferenciacion
de los oligodendrocitos durante el proceso de remielinizacion del sistema
nervioso central.?®® El cambio de M1 a M2 ocurre en la microglia y en los

macrofagos periféricos al comienzo de la fase de remielinizacion.

1.8- TRATAMIENTO

Durante la mayor parte del siglo XX el tratamiento de los pacientes de
EM estaba dirigido al control de los sintomas asociados a la enfermedad, es
decir se limitaba al uso de corticoides durante los brotes. En la segunda mitad
del siglo se produjo un interés creciente por la busqueda de terapias
inmunomoduladoras e inmunosupresoras. Los estudios clinicos con agentes
inmunosupresores empezaron en los afios 70 y continuaron en los afos 90.
Fue durante esta década cuando se desarrollaron los nuevos tratamientos con
agentes inmunomoduladores como los interferones y el acetato de glatiramero.
Ademas, en los ultimos afios han surgido diversas terapias efectivas para el
tratamiento de la EM, como natalizumab que impiden la entrada de leucocitos
al SNC?° o las nuevas terapias orales como fingolimod que impide la salida de
linfocitos activados de los ganglios linfaticos,?®° dimetilfumarato que disminuye
el estrés oxidativo,?®' teriflunomida que inhibe la sintesis de novo del ADN*? y

b293

el nuevo anticuerpo monoclonal Alemtuzuma que provoca la deplecion y
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posterior repoblacién de linfocitos B y T induciendo una reprogramacion de la
inmunidad adaptativa.

Los IFNs son una familia de citoquinas que poseen propiedades
antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras. Su actividad antiviral fue lo
que le llevd a estudiarlo como posible agente terapéutico en la EM. Sin
embargo, mas tarde fueron sus propiedades inmunomoduladoras las que le

confirieron utilidad en el tratamiento de esta patologia.?**

1.8.1- Descubrimiento del interferéon

En 1957 fue descubierta una glicoproteina secretada por las células
infectadas por un virus que interferia en la infecciéon simultanea con otro virus
por ello se le denomind interferdn.?®® En este mismo trabajo se demostré que el
interferodn no actuaba directamente sobre el virus, sino que inducia a las células
infectadas a producir otras proteinas que inhibian la replicacion viral.

En la actualidad hay descritas mas de 20 glicoproteinas (Interferones)
que comparten la capacidad de interferir con la infeccién viral, todas ellas han

sido incluidas como miembros de la superfamilia de las citoquinas.?*®

1.8.2- Clasificacion de los interferones
. . : - 296-298
Segun el analisis de las secuencias de los genes de los interferones y
de su estructura molecular se pueden clasificar en dos grupos:
- Tipo I: Se incluyen cuadro variedades: alfa, beta, omega y tau. Siendo
las mas importantes las alfa y beta. Todos ellos son monoméricos. Los

IFN-tipo | se sintetizan por células infectadas por virus y se unen a

receptores de las células no infectadas vecinas y activan las vias de
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transduccion de senales de Jak-STAT, que inducen la expresion de
genes cuyos productos interfieren con la replicacion virica. Se unen
también a receptores sobre las células infectadas e inducen la expresion
de genes cuyos productos aumentan la susceptibilidad de la célula a la
muerte mediada por linfocitos T citotoxicos.

- Tipo Il: Se incluye una sola variedad, el INF-gamma. Es dimérico. El INF-
gamma es la principal citoquina activadora de los macrofagos y tiene
funciones fundamentales en la inmunidad innata y la inmunidad celular
adaptativa frente a los microorganismos intracelulares. Se le llama
también IFN inmunitario. Aunque tiene una cierta actividad anti-virica, no
es una citocina antivirica potente, y actua principalmente como activador

de las células efectoras del sistema inmunitario.

1.8.3- El interferén como tratamiento en la esclerosis multiple
Los primeros ensayos clinicos fueron llevados a cabo por investigadores
californianos a finales de los afos 70, probaron el INF-a natural administrado

por via subcutanea.’®.

Al mismo tiempo investigadores de Nueva York
empezaron a estudiar el uso del IFN-B natural por via intratecal.’® La
administracién del INF-B intratecal demostrd eficacia en la reduccién de la
frecuencia de los brotes, sin embargo se terminé abandonando su uso por su

elevada toxicidad. Por el contrario, en 1986 se observo que el IFN-gamma

empeoraba la enfermedad.*"’
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1.8.4- El interferén-beta 1b

El IFN-beta 1-b (Betaferon®) se aprobd como tratamiento de la EM por
la Agencia del Medicamento estadounidense en 1993 marcando un punto de
inflexién en el tratamiento de esta patologia. Se administraban 8 MUI cada 48
horas de forma subcutanea. El IFN-beta 1b es un producto recombinante, no
glicosilado, derivado de E. coli que difiere del IFN-B natural por la sustitucion de
un unico aminoacido. Tras un ensayo clinico multicéntrico de dos anos de
duracion, doble ciego, placebo-control en 372 pacientes con EMRR se vio que
la administracion de 8 MUI de IFN-beta 1-b cada 48 horas por via subcutanea
disminuia la frecuencia anual de brotes en un 32%. En este estudio también se
demostré que el farmaco reducia muy significativamente la carga lesional en
RM. Sin embargo, el medicamento no mostré reduccion significativa de la
progresion de la enfermedad.?%

En noviembre de 1998%% se publicd un estudio con Betaferon®, para las
formas secundariamente progresivas. Se demostré una moderada disminucién
de la discapacidad medida por la escala EDSS, retrasando 9-12 meses la
progresion en 1 punto en el EDSS.

La experiencia a largo plazo con el INF-beta nos habla de su seguridad y

su eficacia reduciendo la tasa de brotes en un 30%,302304-307,

1.8.5- El interferén-beta 1a
El IFN-beta-1a es un producto recombinante, glicosilado, producido en
mamiferos, que ha sido también aprobado para el tratamiento de la EMRR. Se

comercializan tres preparaciones diferentes de INF-beta-1a: Rebif® (22 ug o 44
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Mg tres veces a la semana por via subcutanea) y Avonex® (30 ug una vez a la
semana por via intramuscular).

8394 aleatorizado a dos

En un estudio publicado en Noviembre de 199
afos, multinacional, con 560 pacientes de EMRR, se mostr6 que el IFN-beta-1a
(22 pg o 44 g tres veces a la semana por via subcutanea) redujo la tasa de
brotes en un 27% y en un 33% a los dos afios. Ambas dosis prolongaron el
tiempo entre el primer y el segundo brote y el numero de pacientes libres de
brote fue mayor en ambos grupos que en el control. También fue menor la
acumulaciéon de discapacidad en los dos grupos de tratamiento que en el
placebo; sin embargo, en aquellos pacientes con un EDSS basal superior a 3,5
sélo se vio un beneficio significativo con la dosis alta.

También fue menor la carga lesional en ambos grupos de tratamiento en
comparacién con el grupo placebo; pero el beneficio fue ligeramente superior
con la dosis mas alta.

En un estudio aleatoreizado, doble ciego, placebo-control, sobre 301
pacientes de EMRR, se demostré que AVONEX® disminuia la acumulacion de
discapacidad medida por la EDSS escala en un 37%, tras 104 semanas.

También redujo la tasa de brotes en un 32% y el numero y el volumen de

lesiones captantes de gadolinio®®®

1.8.6- Mecanismos de accion de IFN-beta

Los mecanismos de accion del INF-beta en la EM no han sido
establecidos de manera concluyente. Existen diversos estudios que dicen que
realiza multiples actividades biologicas que llevan a que se establezca un

medio anti-inflamatorio tanto sistémico como en el SNC.
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El empleo inicial del INF-beta como tratamiento en la EM se debid a su
actividad antiviral ya que se creia que la enfermedad podia estar causada por
una infeccion viral persistente o latente del SNC. Se ha visto que en
aproximadamente la mitad de los pacientes de EM, los linfocitos de sangre
periférica producen cantidades reducidas de IFN en respuesta a los estimulos
virales, por lo que la administracion exégena de IFN podria reemplazar la
produccion defectuosa de los linfocitos o estimular a estos a producir
cantidades normales de IFN.%%9%1°

Noronha y col. descubrieron que el IFN-beta inhibia la proliferacion de
células Ty reducia la produccién de IFN-gamma®'°. El IFN-beta podria afectar
a la presentacion de antigenos indirectamente a través de la inhibicién de la
expresion de MHC-Il, del IFN-gamma o produciendo un decremento en la
expresion de moléculas accesorias que actuan como sefiales coestimuladoras
(B7/CD28, CD40/CD40L).3""312

También se ha postulado que esta molécula podria modificar el balance
de linfocitos Th1/Th2 modificando la actividad de la enfermedad. Aunque sin
resultados demasiado concluyentes, algunos estudios sugieren que el IFN-beta
podria polarizar la respuesta inmunitaria en la EM hacia un fenotipo Th2.313314

La infiltracion de células T a través de la BHE hacia el interior del SNC
es considerado un evento muy importante en la patogénesis de la EM. Esta
transmigracion de leucocitos a través del endotelio vascular es un proceso
secuencial y que consta de multiples etapas.®'® Estudios realizados a este
respecto sugieren que el IFN-beta 1b disminuye la entrada de células T al nivel

de la BHE alterando la expresion o la funcién de las moléculas de adhesion. Se

ha observado que la concentracion sérica de la molécula de adhesién vascular

72



INTRODUCCION

1 (sVCAM) se encuentra incrementada durante el tratamiento con IFN beta en
pacientes con EMRR, y este aumento se correlacioné con disminucion de la
carga lesional. Los investigadores propusieron que el aumento sVCAM podria
bloquear la adhesion de leucocitos al endotelio vascular del cerebro mediante
la unién competitiva con el receptor de integrina VLA-4.3"°

El IFN-beta también podria disminuir la migracién leucocitaria a través

del BHE mediante la inhibicion de la produccion de metaloproteasas de matriz

extracelular.®"’

1.8.7- Efectos secundarios de la terapia con interferén-beta

Los efectos secundarios mas importantes de la terapia con IFN-beta son
los sintomas pseudogripales (fiebre, estornudos, mialgia, malestar y sudor) que
se dan sobre todo durante los seis primeros meses de tratamiento y las
reacciones cutaneas locales post-inyeccion (eritema, inflamacién, dolor y, en

ocasiones, necrosis de la piel).?**

Estos efectos secundarios son leves y
controlables en la mayoria de los casos mediante tratamiento sintomatico
concomitante (ibuprofeno para los sintomas pseudogripales y la aplicacion de
hielo o corticosteroides tépicos para las reacciones locales).

Otro de los efectos secundarios asociado al tratamiento con IFN-beta es
la depresion. En los distintos ensayos pivotales realizados con IFN-beta se han
observado mas sintomas depresivos e intentos de suicidio en los pacientes que
recibieron el farmaco que en los que recibieron placebo; y estos sintomas

fueron mas frecuentes en aquellos pacientes que recibieron las dosis mas

altas.3%?
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La aparicion de leucopenias, anemias leves, anomalias en la funcion del
higado y trombocitopenia son frecuentes con el uso prolongado del IFN-beta,

pero normalmente no requieren discontinuacién del tratamiento.>*

1.8.8- Anticuerpos neutralizantes frente a interferén-beta

Uno de los problemas asociados a la terapia con IFN-beta es el
desarrollo de anticuerpos neutralizantes (NAbs) frente al farmaco. Durante la
terapia con IFN-beta un porcentaje de pacientes desarrolla NAbs, los cuales se
asocian con una disminucién en la eficacia del tratamiento ya que interfieren en
la union de la molécula de IFN a su receptor en la superficie celular. Segun los
ensayos pivotales, la incidencia de los NAbs varia entre un 5 y un 42%>",
dependiendo de diversos factores®'®. La inmunogenicidad de las diferentes
formulaciones de IFN puede depender de la estructura primaria de la proteina,
las modificaciones post-transcripcionales, la formulacion del farmaco, la ruta de
administracion, la frecuencia y la dosis.®°. La estructura de la proteina puede
influir en el grado de respuesta inmune, ya que la variacion en la secuencia de
aminoacidos con relacion a la secuencia natural potenciara la inmunogenicidad.
La glicosilacion del IFN-beta puede influir en la solubilidad de la proteina, por lo
que la eliminacién de las cadenas laterales de azucares por las glicopeptidasas
desencadena la formacion de agregados que incrementarian la
inmunogenicidad relativa de la proteina. La pureza de la formulacion es un
elemento critico a la hora de reducir el potencial para una respuesta inmune.®?'
La ruta de administracién también puede influir en la severidad de la respuesta

inmunoldgica. Actualmente existen dos formulaciones disponibles de IFN-beta-

1a: a través de inyeccion intramuscular o subcutanea. Se ha visto que la
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incidencia de los NAbs es menor en aquellos pacientes que reciben la formula
intramuscular.'®. La dosis también afecta a la inmunogenicidad, a mayor dosis
mayor incidencia de NAbs. Se ha identificado que los pacientes que reciben el
Rebif® 44 presentan 16% de incidencia de NAbs frente al 5% de los pacientes
que reciben Rebif® 22.%%, Lo mismo sucedié en un ensayo dosis respuesta de
IFN-beta 1-a IM: la dosis mas alta (60 pg/semana) se asocié con una mayor
incidencia de NAbs que la dosis mas baja (30 pg/semana)®?

A lo largo de los afios, se han llevado a cabo diferentes analisis para
determinar el impacto de los NAbs frente a IFN-beta sobre la progresion de la
enfermedad, los brotes y las lesiones cerebrales.®. En los andlisis
longitudinales, los datos clinicos se comparaban de manera individual en los
pacientes durante los periodos en los que presentaban NAbs y los que eran
negativos a NAbs. En el ensayo en fase Il con IFN-beta 1b a dosis baja (1,6
MIU SC en dias alternos) los pacientes experimentaban un incremento en la
tasa de brotes del 65% durante los periodos en los que eran positivos a NAbs
(p=0,02).%?* El impacto negativo de los NAbs sobre la tasa de brotes empezaba
a ser aparente a partir de los 6-12 meses.**®. Sin embargo, en un estudio
longitudinal sobre la terapia con IFN-beta en pacientes con EMSP, no se vio
impacto alguno del status de NAbs sobre la progresion en la enfermedad
medida con la escala EDSS.?%3%_ |os analisis de periodos con altos o bajos
titulos de NAbs sugirieron que la tasa se incrementa cuando se incrementan los
titulos. Cuando se compardé a los pacientes NAbs positivos con los NAbs
negativos, se observd que la actividad de la enfermedad vista por RMN era
mayor en los pacientes NAbs positivos, que mostraron un mayor incremento en

el nimero de lesiones que los NAbs negativos (p=0.03).>® En otro estudio
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longitudinal sobre la inmunogenicidad relativa de las tres preparaciones que
existen en el mercado de IFN-beta y el impacto del estatus de NAbs sobre la
tasa de brotes se indicdé que los pacientes que eran NAbs negativos
presentaban un tiempo significativamente mas largo que los NAbs positivos
hasta la aparicion del primer brote (p=0,009). Sin embargo, el tiempo hasta
alcanzar una progresion confirmada de un punto o mas en la escala EDSS,
mantenido durante al menos 6 meses, no difiri6 entre los Nabs positivos y los
Nabs negativos.®'®

En el ensayo pivotal en fase Ill del IFN-beta 1b°? | los pacientes NAbs
positivos tuvieron unas tasa de brotes significativamente mas altas durante el
2°y 3% (p<0,01), siendo las tasa de brote equivalente a la de los pacientes que
recibieron placebo.’*®. En la extensién del ensayo pivotal en fase Il con IFN-
beta 1a (Rebif®) los NAbs también causaron una clara reduccion de la eficacia
del tratamiento sobre los brotes.**’.En el ensayo INCOMIN, un estudio
randomizado, abierto para comparar el IFN-beta 1b (Betaferon®) con el 12 IM
(Avonex®), se encontré que la frecuencia de Nabs era mayor en los pacientes
que tuvieron algun brote que en los que no.>?. Esto ya fue demostrado en los
estudios pivotales de IFN-beta 1b, los cuales mostraron mas lesiones en los
pacientes NAbs positivos comparados con los NAbs negativos durante el

02329 En el estudio PRISMS se encontré una

segundo y el tercer afo.

tendencia a lo largo de los dos primeros afios hacia una mayor actividad en RM
: o 304 - x . 327 :

en los pacientes NAbs positivos™" En el estudio a 4 anos,”™" los pacientes

NAbs positivos tuvieron casi 5 veces mas incremento en el numero de lesiones

en T2 que los NAbs negativos (p<0,001).
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La forma mas habitual de medir los NAbs es mediante su efecto en la
bioactividad del IFN sobre lineas celulares respondedoras mediante el ensayo
de efecto citopatico (CPE). Este ensayo es el método que recomienda la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS)**.

1.9- BIOMARCADORES DE RESPUESTA A TRATAMIENTO

Un biomarcador se puede definir como una caracteristica que se mide y
se evalua objetivamente como un indicador de procesos bioldgicos normales,
procesos patologicos o respuestas a una intervencion terapéutica. En EM los
biomarcadores se pueden clasificar en 4 grupos: predictivos, diagnosticos, de
actividad de la enfermedad o de respuesta a tratamiento. Los biomarcadores
de respuesta a tratamiento se miden en pacientes que estan recibiendo un
tratamiento en EM para evaluar si la respuesta al tratamiento falla con el fin de
poder establecer una terapia individualizada.**' Disponer de biomarcadores de
respuesta a tratamiento antes de iniciar la terapia seria beneficioso para la
identificacion de pacientes con alto riesgo de fracaso del tratamiento.

En el tratamiento con IFN-beta se han descrito biomarcadores clinicos
de respuesta 6ptima como la no aparicion de nuevas lesiones en resonancia
magnética nuclear (MRN) durante el primer afno de tratamiento, el no aumento
en al menos un punto en la escala EDSS, la no apariciéon de brotes clinicos
durante el tratamiento o la combinacion de algunos de ellos.>*?**. Asi mismo,
se han descrito biomarcadores biolégicos de respuesta a tratamiento con, tales
como las células CD56""" que se elevan tras el tratamiento en pacientes con

una respuesta éptima a IFN-beta.®*°
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Bajos niveles de IL17F en suero se han asociado con una buena

336

respuesta al tratamiento con IFN-beta,”™” sin embargo estos resultados no se

han podido validar en estudios posteriores.>*"3%°

Otro de los biomarcadores predictores de respuesta a esta terapia es la
presencia de anticuerpos neutralizantes anti-IFN-beta (NAbs), lo que produciria
una pérdida de la actividad biolégica del IFN-beta. 34°.34'

Se han descrito también mdultiples marcadores genéticos®**?> como la
expresion temprana de TRAIL en pacientes con buena respuesta a IFN-beta.>*
Finalmente se ha descrito que la presencia de BOC de IgM lipido especificas

se asocia con una respuesta subdptima a este farmaco.®**
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Los principales objetivos de este estudio fueron:

1. Estudio prospectivo de distintas moléculas y células que nos permitan
identificar los pacientes de EM con alta probabilidad de mostrar una

respuesta optima al interferén beta antes del inicio del mismo.

2. Validacion de los biomarcadores encontrados en una cohorte

independiente.

3. Estudio de los factores estudiados en individuos sanos. Comparacion

con los pacientes de EM.

4. Evaluacién de los cambios experimentados en las moléculas y células
estudiadas a los seis meses de tratamiento con el fin de poder identificar
distintos factores que se asocian con una respuesta 6ptima al IFN-beta y
contribuir a dilucidar algunos de los mecanismos que contribuyen a la

fisiopatologia de la EM.
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MATERIALES Y METODOS

3.1. PACIENTES Y MATERIALES
3.1.1- Pacientes

Se incluyeron 119 pacientes con esclerosis multiple remitente recidivante
(EM-RR) diagnosticados siguiendo los criterios de McDonald' estudiados en el
Servicio de Neurologia del Hospital Ramén y Cajal. Los pacientes fueron
incluidos en el estudio de forma consecutiva. Ninguno de ellos habia recibido
tratamiento con farmacos inmunosupresores, inmunomoduladores ni
corticoides en los seis meses precedentes a la extraccion de la primera
muestra de sangre periférica. Los pacientes fueron seguidos durante dos anos.
En todos ellos se monitorizé la aparicion de nuevos brotes, la progresiéon de la
discapacidad medida por la escala EDSS y por ultimo el nimero de nuevas
lesiones para ello se hizo una RM previa al inicio del tratamiento y otra al afo.

En el estudio se incluy6 también un grupo de 30 controles sanos. Todos

ellos donaron sangre de forma voluntaria para este trabajo

3.1.2- Muestras bioldgicas

Este estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Ramén y
Cajal. Las muestras se obtuvieron para monitorizar la evolucion de los
pacientes. Para su utilizacion en este trabajo se obtuvo siempre el
consentimiento informado de cada paciente.

Las muestras de suero fueron alicuotadas y almacenadas a -80°C. Para
el estudio de subpoblaciones celulares de sangre periférica se recogieron 10 ml
de sangre de cada paciente en tubos de heparina de litio. Parte de los marcajes
celulares se analizaron en muestras de sangre fresca. Las células restantes se

alicuotaron y congelaron con DMSO al 10% en medio completo y se guardaron
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en nitrodgeno liquido hasta su utilizacion. Se obtuvieron muestras de suero y

sangre periférica al inicio y a los 6 meses de tratamiento.

3.1.3. Anticuerpos monoclonales utilizados para el estudio de poblaciones
linfocitarias en sangre.
Los Anticuerpos monoclonales (AcMo) utilizados para el estudio de

poblaciones linfocitarias en sangre periférica se detallan en la tabla 1.

Tabla 1: Descripcion de los AcMo utilizados en la deteccion de poblaciones

linfocitarias.

Especificidad Fluorocromo conjugado Procedencia

CD4 FITC Beckman Coulter
CD8 FITC Becton Dickinson
CD16 FITC Becton Dickinson
CD19 FITC Becton Dickinson
CD27 FITC Becton Dickinson
CD38 FITC Becton Dickinson
Perforina FITC Becton Dickinson
IFN-gamma FITC Becton Dickinson
CD25 PE Becton Dickinson
DR PE Becton Dickinson
CD69 PE Becton Dickinson
CD80 PE Becton Dickinson
CD154 PE Becton Dickinson
IL-10 PE Becton Dickinson
CD3 PE Becton Dickinson
CD8 PerCP Becton Dickinson
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CD45 PerCP-Cy5.5 Becton Dickinson
TNF-alfa PerCP-Cy5.5 Becton Dickinson
CD16 PE-Cy5 Becton Dickinson
CD19 PE-Cy5 Becton Dickinson
CD56 PE-Cy5 Becton Dickinson
CcD8 PE-Cy7 Becton Dickinson
CD19 PE-Cy7 Becton Dickinson
CD4 APC Becton Dickinson
CD5 APC Becton Dickinson
CD19 APC Becton Dickinson
CD45 APC Becton Dickinson
IL-17 APC R&D systems

FoxP3 Alexa Fluor 647 Becton Dickinson
CD3 APC-H7 Becton Dickinson
CD45 APC-H7 Becton Dickinson

3.1.4- Materiales usados para la estimulacion celular utilizadas en el

estudio intracelular de citoquinas.

Phorbol myristic acetate (PMA) (Sigma Aldrich Quimica SA, Estados)
- lonomicina (Sigma Aldrich Quimica AS, Estados)
- Brefeldina A (Becton Dickinson, Estados)
- Monensina (Becton Dickinson, Estados)
- ODN 2006: Oligonucledtico CpG ligando del receptor tipo toll TLR9
humano (InvivoGen)

- Medio RPMI (GIBCO)
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- Glutamina (Biowhittaker)
- Gentamicina (Braun)

- Suero de ternera fetal (Biowhittaker)

3.1.5- Materiales usados para la cuantificacion de niveles de citoquinas en

suero

- Human Th1/Th2/Th9/Th17/Th22. 13 plex Kit (eBioscience)
- ELISA IL-1B/IL-1F2 (R&D Systems)

- Citometro FACSCanto Il (Becton Dickinson)

3.1.6- Materiales usados para la cuantificacion de niveles de vitaminas en

suero

- Kit de HPLC para la determinacién de vitamina A y E (Chromsystems)
- Kit de inmunoensayo para la determinacion de la 25-OH vitamina D

- Agilent Technologies 1120 Compact LC

3.1.7- Materiales usados para la cuantificacion de activina A en suero

- ELISA Activina A (R&D Systems)

3.2. DISENO DEL ESTUDIO

3.2.1- Definicion del estudio

Estudio prospectivo donde se incluyeron de manera consecutiva todos

los pacientes susceptibles de tratamiento con interferén beta en el Hospital
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Universitario Ramoén y Cajal de Madrid durante los anos 2010 y 2011 que

aceptaron participar en este estudio e iniciaron dicho tratamiento.

3.2.2- Duracion del estudio

Dos afios de inclusion y dos afos de seguimiento

3.2.3- Criterios para definir una respuesta 6ptima a Interferén beta

Los pacientes fueron clasificados de acuerdo con su clinica y su
actividad en RM después de 2 anos de tratamiento. Se considerd respuesta
optima (NEDA 3) la ausencia de brotes, progresion o actividad en RM. Se
considero respuesta subodptima el que los pacientes tuvieran al menos un brote
durante los dos anos de tratamiento, o un aumento mantenido de al menos un
punto en la escala EDSS o la presencia de lesiones nuevas en T2 o lesiones
captantes de gadolinio en los estudios de RM realizados al afio de tratamiento,
o varios de los mismos

Se definid como respondedores a los pacientes con respuesta optima y

como no respondedores a los que presentaron una respuesta suboptima.

3.3.4- Protocolo de RM

A todos los pacientes se le hizo una RMN antes del inicio del tratamiento
con IFN-beta y 12 meses después.

El estudio de RM anual se retrasé 30 dias en los pacientes que habian
sido tratados con esteroides durante una recaida para evitar cualquier

influencia de los esteroides.
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El estudio fue realizado con una Magnetom Vision Plus 1.5 T

superconductive magnet.

3.3.5- Seguimiento clinico del paciente

Los pacientes realizaron visitas semestrales, con evaluaciones
adicionales en caso de brotes.

Un brote se defini6 como la aparicion de un nuevo sintoma neuroldgico
que perdura durante al menos 24h precedido de al menos tres meses de
estabilidad, y al que le sigue un periodo de estabilidad clinica o de mejoria de al
menos 30 dias.

La progresion de la discapacidad fue definida como un incremento
mantenido en la escala EDSS de al menos un punto durante al menos 6 meses

y confirmado al final del periodo de seguimiento.

INCLUSION

SEGUIMIENTO

B 1 T i
0 meses & meses 12 meses 24 meses

|1
= ) ==

Tratamiento INF-R

Figura 1: Cronograma del estudio.
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3.3. METODOS
3.3.1. Deteccion de anticuerpos neutralizantes anti-IFNf

Para la deteccion de anticuerpos neutralizantes anti-IFN3 se envié una
muestra de suero de los pacientes al ano de tratamiento con IFN-beta a la
unidad de esclerosis multiple del Hospital Clinico San Carlos, centro de
referencia para la deteccion de dichos anticuerpos. Se realizé la deteccion
mediante ensayo colorimétrico de efecto citopatico (CPE)
Este ensayo se hace a lo largo de 4 dias partiendo de un cultivo de células de

la linea A549.

1°" Dia: Preparacion de las placas de células

Se parte de un frasco de células confluentes. Se lava con suero fisiologico. Se
tripsinizan durante 1 minuto a 37° C y se diluyen en 14 ml de medio DMEM al
10% de FBS. Se toman 3 ml de esta suspension y se afiaden 7 ml de medio
DMEM al 10% de FBS. Con una pipeta multicanal se afnaden 100 pl de la
suspension celular a cada pocillo de una placa de 96. Se incuba 24 ha 37°Cy

5% de CO..

2’ Dia: Preparacion de las placas de neutralizacion
Se inactivan las muestras de suero a 56° C durante 30 minutos.
- Titulacion del farmaco:
En cada placa, es necesario titular el IFN-beta 1b, para asegurarse de que se
va a utilizar la concentracion correcta en el ensayo (10 U/ml), para lo cual se

usan las primeras dos columnas de cada placa. Se comienza con el IFN sin
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diluir (20 U/ml) y se hacen diluciones sucesivas 1:2 hasta 1:128 en medio
DMEM al 2% de FBS. El volumen final de cada pocillo debe ser de 120 pl.

- Viabilidad maxima de las células (SC) y actividad maxima del virus

(SV):

Para este efecto se destinan las dos ultimas columnas de cada placa, donde se
deben colocar 120 pl de medio.

- Deteccion de NAbs en muestras en muestras de suero:
Se utilizan las 8 columnas interiores, dos para cada paciente. En los primeros
pocillos se aplica una dilucion 1:10 del suero del paciente en medio DMEM al
2% de FBS y se hacen diluciones seriadas a la mitad hasta 1:1280 en la ultima
fila, quedando en cada pocillo un volumen de 60 ul. Posteriormente, se afiade a
las columnas impares 60 ul de medio DMEM al 2% de FBS, para analizar la

presencia de interferon enddgeno vy, a las pares 60 pl de IFN-beta 1b 20 U/ml.

Tras preparar la placa, se incuba durante una hora a 37° C y 5% de CO; para
peRMtir que, en caso de existir NAbs, se unan al interferébn y lo inactiven.
Luego se transfieren 100 pl de cada pocillo de esta placa a la placa de células

preparada el dia anterior.

3°" Dia: Infeccion con virus

Se observan las células al microscopio para comprobar que estan confluentes.
En la campana de flujo se descarta el medio de las placas y se afiade a cada
pocillo, excepto a aquellos donde se va a analizar la viabilidad maxima de las

células (SC), 100 ul de una dilucién del virus 1:200-1:500 en medio DMEM al
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0% de FBS. La dilucién apropiada del virus fue determinada previamente a su
utilizacién en el ensayo.

En los pocillos SC se afiaden 100 pyl de medio DMEM al 0% de FBS.

4’ Dia: Lectura de placas

Se descarta el medio de las placas y se afiade a cada pocillo 50 pl de cristal
violeta, dejandolo actuar 10 minutos. Se descarta el cristal violeta y se lava la
placa bajo el grifo. Se deja secar bien y se le afade a cada pocillo 100 ul de
acido aceético. Inmediatamente se procede a la lectura de la placa en un

espectrofotometro a 620 nm.

Analisis de resultados
Con los valores de los pocillos SC y SV se calcula el valor de absorbancia que
corresponderia al 50% de muerte celular, que es el porcentaje de células que
debe proteger una concentracion de IFN de 10 U/ml. En las columnas de
titulacion del interferdn, este valor de absorbancia del 50% debe encontrarse
entre las diluciones 1:16 y 1:32. Se calcula el valor del titulo de interferén
exactamente mediante la tendencia y debe de ser aproximadamente 20.
En las columnas de suero de los pacientes existen tres posibilidades:
- Si todos los pocillos tienen una absorbancia por encima del 50%
significa que todas las células estan vivas y que el paciente no tiene
NAbs.
- Si todos los pocillos tienen una absorbancia por debajo del 50%
significa que todas las células estan muertas y que hay que hacer

mas diluciones para hallar el titulo exacto de NAbs.

93



MATERIALES Y METODOS

- Si es posible encontrar un valor del 50% para las diluciones testadas,
hay dos casos posibles: el 50% se encuentra en una dilucion inferior
a 1:20, en cuyo caso el test seria negativo; o el 50% se encuentra en
una dilucién superior a 1:20, en cuyo caso el test seria positivo y es
posible hallar el titulo. Para los casos de pacientes positivos, con
dilucion superior a 1:20, se calcula el segundo titulo Kawade, a

través de la férmula:

t=f (n-1)/9

- t es el segundo titulo Kawade (que es el valor que se reporta).
- f es la dilucién de suero

- n es el titulo de IFN encontrado en el test.

3.3.2- Deteccion de vitamina Ay E
La deteccidn de vitamina A y E en suero se realizé mediante HPLC de

Chromsystems siguiendo las indicaciones del fabricante.

3.3.3- Deteccion de vitamina D
La deteccién de vitamina D se llevd a cabo mediante el Kit D de Architect
system (Abbott) para la determinacion de 25-OH vitamina siguiendo las

indicaciones del fabricante.

3.3.4- Deteccion de Activina A en suero.
La deteccidon de activina A se llevé acabo mediante ELISA sandwich de

(R&D Systems) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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3.3.5- Deteccion de citoquinas solubles en suero

La deteccion de citoquinas en suero se realizé mediante citometria de
flujo con analisis multiples usando el Human Th1/Th2/Th9/Th17/Th12 13plex kit
flowcytomix (eBioscience)

El principio de este test consiste en la utilizacion de unas microesferas
de tamano conocido (A: 5 umy B: 4 um).

El conjunto de A consiste en 11 poblaciones de microesferas y el
conjunto de B consiste en 9, cada una de ellas tefiidas internamente con un
colorante con una intensidad de fluorescencia diferente.

Las microesferas son excitadas por el laser azul y emiten en el rojo
lejano (700 nm).

Los dos tamafios de hacen que sea posible distinguir 20 tipos diferentes
en un solo canal de fluorescencia.

Cada tipo esta unido a un anticuerpo de captura segun se detalla en la tabla 2.

Esto permite la cuantificacion simultdnea de un alto numero de
citoquinas con una sola alicuota de 50 pl de suero. En nuestro caso se
cuantificaron 13 citoquinas.

El conjunto de microesferas se incuba con los sueros o estandares
correspondientes, con anticuerpos frente a cada citoquina conjugados con
biotina y posteriormente con estreptavidina marcada con ficoeritrina. Tras
realizar los correspondientes lavados, las muestras se analizan en un citobmetro
FACS Canto Il (Becton Dickinson). En la figura 2 se muestra un ejemplo

representativo de los resultados.
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Tabla 2: microesferas utilizadas en el ensayo de flowcytomix

Anticuerpo especifico Poblacion de Clonalidad
microesferas
h IFN-y A4 monoclonal
hIL-1B B8 monoclonal
h IL-2 A6 monoclonal
h IL-4 B6 monoclonal
h IL-5 B7 monoclonal
h IL-6 A12 monoclonal
h IL-9 A10 monoclonal
h IL-10 A8 monoclonal
h IL-12 p70 A2 monoclonal
hIL-13 B4 monoclonal
hIL-17F A5 monoclonal
h IL-22 A11 monoclonal
h TNF-a B9 monoclonal
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Figura 2: En la figura 1A corresponde a una imagen de FSC-SS donde vemos las dos
poblaciones de bolitas a las cuales realizamos una region (R1 y R2). FL2
corresponderia al canal de emision de la ficoeritrina (PE) y FL4 al canal de emision de
las bolitas (rojo lejano). En la imagen 1B vemos las citoquinas correspondientes a las
poblaciones R1, en el primer plot cuando son negativas y en el segundo plot la imagen
que darian cuando son positivas. En la imagen 1C vemos las citoquinas
correspondientes a las poblaciones R2, en el primer plot cuando son negativas y en el

segundo plot la imagen que darian cuando son positivas.

3.3.6- Estudio de poblaciones celulares en sangre periférica

El estudio de las poblaciones celulares de los pacientes con EM y del
grupo control se llevo a cabo mediante citometria de flujo. Todas las muestras
fueron procesadas dentro de las 2 horas posteriores a la extraccion.

Se incubaron 50 pl de sangre total para los marcajes en superficie con el

panel de anticuerpos monoclonales detallados en la tabla 3.
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Tabla 3: Panel de marcaje de antigenos de membrana utilizado

FITC PE PerCP APC
Tubo 1 CD38 CD5 CD45 CD19
Tubo 2 CD4 CD25 CD8 CD45
Tubo 3 CD4 DR CD8 CD45

Tubo4 | CD19 CD80 CD45 CD5

Tubo 5 | CD19 CD86 CD45 CD5

Tubo6 | CD16 CD45 CD3 CD56

La incubacién de la sangre fue de 20-30 minutos a temperatura
ambiente y en oscuridad. Transcurrido este tiempo se afadieron a cada tubo
una solucion para lisar los hematies (FACLysing, Becton Dickinson).
Posteriormente los tubos se centrifugaron a 1400 r.po.m 10 minutos y se
descartaron los sobrenadantes. A continuacion se realizaron 2 lavados con
suero salino fisiolégico durante 7 minutos a 1400 r.p.m. Después de los
lavados, se decantaron los tubos y se resuspendieron los precipitados celulares
en 200 ul de suero salino fisioldgico para ser analizados en el citdmetro de
flujo. Todas las muestras se analizaron en un citometro de flujo FACSCanto II.
El analisis multiparamétrico se llevé a cabo con el programa FACSDiva

El numero absoluto de células analizadas fue en todos los casos de
30.000.

En un grafico biparamétrico que representaba granularidad (SSC) frente
a tamafo celular (FSC) los linfocitos totales se englobaban dentro de la

poblacién con una granularidad y un tamano celular intermedio-bajo (P2).
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3.3.7- Estudio de citoquinas intracitoplasmaticas, perforina y expresion de

FoxP3 por citometria de flujo.

3.3.7.1- Separacion de células mononucleares

Se realizdé la separaciéon de linfocitos mediante gradiente de densidad
con ficoll-hypaque utilizando 10 ml de sangre periférica heparinizada. Se realizé
una dilucién previa de la sangre en suero salino a 2. Se centrifugd 30 minutos
a 1800 rpm. Se recuperd el halo y posteriormente a la realizacién de los
lavados se resuspendié en un mililitro de medio completo y se contaron las

células en camara de Neubauer

3.3.7.2- Estudio de citoquinas intracitoplasmaticas: TNF-a, IFN-y, IL-17 e
IL-10.

Para el estudio de citoquinas intracitoplasmaticas se prepararon dos
tubos por muestras en los cuales se afiadieron 1x10° células/ml en medio
completo por tubo.

Tubo Sin estimular: Afiadimos 2 pl de Brefeldina (ug/pl) + 0.7 pl de Monensina
(2.9 mM)

Tubo Estimulado: Afiadimos 5 yl de PMA ( pg/100 pl) + 7.5 yl de inomicina (1
pg/10 ul) + 2 yl de Brefeldina( pg/ yl) + 0.7 yl de Monensina. (2.9 mM)
Incubamos en estufa a 37°C durante 4 horas. A continuacién cada tubo se
dividié en tres alicuotas iguales. Cada una se marcé uno de los paneles de
anticuerpos monoclonales para los antigenos de superficie detallados a

continuacion (Tabla 4, en cursiva).
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Tabla 4: Panel de marcaje de antigenos citoplasmaticos utilizado.

FITC PE PECy5/PerCP PECy7 APC  APC-H7
Tubo 1 | IFNy* DR CD19 CD8 IL-17* CD3
Tubo 2 | CD8 DR TNFa* CD19 CD4 CD3
Tubo 3 | CD8 IL-10*  CD56 CD19 CD4 CD3

Los anticuerpos marcados con * corresponden a los marcajes

intracitoplasmaticos

La incubacion de las células fue de 20-30 minutos a 4°C y en oscuridad.
Posteriormente se realizaron 2 lavados con suero salino fisiolégico durante 7
minutos a 1400 r.p.m. Después de los lavados, se decantaron los tubos y se
resuspendieron los precipitados celulares y se afadieron 200 ul de solucién
permeabilizadora (citofix) incubando durante 20 minutos a 4°C. Se llevé a cabo
un lavado con 2 ml de solucién de lavado (Perm-wash) diluido 1/10 durante 7
minutos a 1400 r.p.m. Realizamos el marcaje con los anticuerpos anti-
antigenos intracitoplasmaticos (Tabla 4*) e incubamos durante 30 minutos a
4°C en oscuridad. Trascurrido este tiempo procedimos a realizar un lavado con
2 ml de solucioén de lavado (Perm-wash) diluido 1/10 durante 7 minutos a 1400
r.p.m. Resuspendimos los precipitados celulares en 400 yl de perm-wash para
ser analizados en el citdmetro de flujo. Todas las muestras se analizaron en un
citometro de flujo FACSCanto Il. El andlisis multiparamétrico se llevé a cabo
con el programa FACSDiva. El numero absoluto de células analizadas fue
superior en todos los casos a 30.000.

En los siguientes graficos vemos imagenes de citometria sin estimular y

estimuladas de TNF-a, IFN-y, IL-17 e IL-10.
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Figura 3: Produccion de TNF-a sin estimular las células (1A) y posteriormente a su

estimulacién (1B), en los primeros plots sobre la celularidad total y en los segundos
sobre linfocito T CD4+.
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Figura 4: Produccion de INF-y sin estimular las células (1A) y posteriormente a su

estimulacién (1B), en los primeros plots sobre la celularidad total y en los segundos
plot sobre linfocito T CD3+.
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Figura 5: Produccion de IL-10 sin estimular las células (1A) y posteriormente a su
estimulacién (1B), en los primeros plots sobre la celularidad total y en los segundos
sobre linfocito T CD4+.
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Figura 6: Produccion de IL-17 sin estimular las células (1A) y posteriormente a su
estimulacién (1B), en los primeros plots sobre la celularidad total y en los segundos
sobre linfocito T CD3+.
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3.3.7.3- Estudio de produccion de IL-10 por los linfocitos B

La deteccion de IL-10 en los linfocitos B requirié de una estimulacion
especial con el oligonucleétido CpG; para ello se estimularon 1x10° células/ml
de medio completo con 10 pyl de ODN-CpG (3ug/10ul) durante 24 horas en
estufa a 37°C. Cuando faltaban 4 horas para cumplirse las 24 horas de
estimulacién se anadieron 5 pl de PMA (1 pg/100 pl) + 7.5 yl de ionomicina (1
Mg/10 ul) + 2 pl de Brefeldina (1pg/ul) + 0.7 yl de Monensina (2.9mM).
Preparamos también un tubo sin estimular con 1x10° células/ml de medio
completo el cual incubamos durantes 24h y a falta de 4 horas le afiadimos 2 i
de Brefeldina + 0.7 pyl de Monensina Trascurridas las 4 horas de incubacién
restantes se incubaron 1x10° células/100 ul de medio completo con el siguiente
panel de anticuerpos exceptuando la IL-10 que al ser un marcaje

intracitoplasmatico se afadira posteriormente. (Tabla 5)

Tabla 5: Panel de marcaje de antigenos citoplasmaticos utilizado.

| FITC PE PECy5/PerCP PECy7 APC  APC-H7

Tubo 1 | CD27 IL-10* CD3 CD19 CD5 CD45

*

Los anticuerpos marcados con
intracitoplasmaticos

corresponden a los marcajes

Se prosiguidé segun el mismo protocolo que se detalla en el apartado
3.3.7.2.
La imagen de produccion de IL-10 por los linfocitos B por células

estimuladas y sin estimular se observa en la figura 7
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Figura 7: Produccion de IL-10 por los linfocitos B sin estimular (1A) y tras la

estimulacién correspondiente (1B)

3.3.7.4- Estudio del factor de transcripcion FoxP3

Estudiamos la expresion de FoxP3 en linfocitos T CD4+, para ello
marcamos 1x10° células/100 pl con los anticuerpos monoclonales anti-
antigenos de superficie del siguiente panel de anticuerpos, exceptuando el

FoxP3 que al ser un marcaje intracitoplasmatico se afadira posteriormente

(Tabla 4).

Tabla 6: Panel de marcaje de antigenos citoplasmaticos utilizado.

| FITC PE PECy5/PerCP PECy7 APC  APC-H7

Tubo 1 |CD4 CD25 CcD8 CD19 FoxP3* CD45

Los anticuerpos marcados con * corresponden a los marcajes
intracitoplasmaticos
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Incubamos durante 20 minutos a 4°C en oscuridad. Tras este tiempo se
realiza un lavado con un ml Perm wash buffer factor de transcripcion 5x en
centrifuga refrigerada a 6-8 °C durante 6 minutos a 1400 r.p.m. Importante a
partir de este momento mantener los bufferes en hielo y las muestras siempre
refrigeradas. Tras el lavado decantamos el sobrenadante, resuspendemos el
precipitado celular y afiadimos 7.5 ml de buffer de permeabilizacion (Fix/Perm
buffer factor de transcripcion 4x).

Agitamos en vortex e incubamos a 4°C durante 45 minutos. Trascurrido
este tiempo se realiza un lavado con un ml de Perm wash buffer factor de
transcripcion 5x en centrifuga refrigerada a 6-8 °C durante 6 minutos a 1400
r.p.m. Volvemos a decantar el sobrenadante y a resuspender y afiadimos 2 ml
de Perm wash buffer factor de transcripcion 5x y centrifugamos en centrifuga
refrigerada a 6-8 °C durante 6 minutos a 1400 r.p.m. Decantamos el
sobrenadante, resuspendemos y afadimos 20 uyl de FoxP3-Alexa 647 + 80 ul
de Perm wash buffer factor de transcripcién 5x. Incubamos durante 45 minutos
a 4°C. Tras la incubacion realizamos 2 lavados con 2 ml de Perm wash buffer
factor de transcripcion 5x en centrifuga refrigerada a 6-8°C durante 6 minutos a
1400 r.p.m.

Por ultimo decantamos el sobrenadante resuspendemos el precipitado
celular y afadimos 300 pl de salino frio para su posterior analisis en el
citometro FACSCanto y el software FACSDiva. Siempre se adquirieron un

numero minimo de 30000 eventos.
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Figura 8: Linfocito T CD4+CD25+FoxP3+ de un paciente con esclerosis multiple.

3.3.7.5- Estudio de expresion de perforina por los linfocitos T citotéxicos
y las células NK.

En el estudio de expresién de perforina se marcaron 1x10° células/100 pl
con los anticuerpos monoclonales anti-antigeno de superficie detallados en la
tabla 5.

Tabla 7: Panel de marcaje de antigenos para el estudio de la expresion de
perforina.

| FITC PE PECy5/PerCP PECy7 APC  APC-H7

Tubo 1 | Perforina®* DR CD16 CD8 CD56 CD45

Los anticuerpos marcados con * corresponden a los marcajes
intracitoplasmaticos

La incubacion de las células fue de 20-30 minutos a 4°C y en oscuridad.
Posteriormente se realizaron 2 lavados con suero salino fisiologico durante 7
minutos a 1400 r.p.m. Después de los lavados, se decantaron los tubos y se

resuspendieron los precipitados celulares y se afadieron 200 ul de solucion
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permeabilizadora (citofix) incubando durante 20 minutos a 4°C. Se llevé a cabo
un lavado con 2 ml de solucién de lavado (Perm-wash) diluido 1/10 durante 7
minutos a 1400 r.p.m. Realizamos el marcaje con perforina e incubamos
durante 30 minutos a 4°C en oscuridad. Trascurrido este tiempo procedimos a
realizar un lavado con 2 ml de solucién de lavado (Perm-wash) diluido 1/10
durante 7 minutos a 1400 r.p.m. Resuspendimos los precipitados celulares en
400 pl de perm-wash para ser analizados en el citdmetro de flujo FACSCanto Il.
El analisis multiparamétrico se llevé a cabo con el programa FACSDiva. El
numero absoluto de células analizadas fue superior en todos los casos a
30.000.

En el siguiente grafico vemos una imagen de citometria de perforina.

(figura 9).
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Figura 9: Produccién de perforina por los linfocitos T citotéxicos y por las células NK

de un paciente con esclerosis multiple.

107



MATERIALES Y METODOS

3.3.8- Analisis estadistico

El analisis de los resultados se realizd mediante el paquete estadistico
GraphPad Prism 5.0. Las variables fueron expresadas como media  error
estandar de la media.

Los valores en distintos grupos de una misma variable se contrastaron
usando el test de la U de Mann-Whitney. Utilizamos el test exacto de Fisher
para la analizar datos clasificados de dos formas distintas.

Los estudios de correlacion se llevaron a cabo calculando el coeficiente

de correlacién de Spearman.
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4.1.- DATOS DEMOGRAFICOS

En el estudio se han incluido 119 pacientes con esclerosis multiple
remitente recidivante (EMRR) tratados con interferén beta y 30 controles sanos.
23 pacientes fueron tratados con Betaferén, 37 con Rebif 44 y 59 con Avonex.
Los pacientes se han seguido prospectivamente durante 2 afos desde el inicio
del tratamiento. Las caracteristicas demograficas de los pacientes y del grupo
control y las caracteristicas clinicas de los pacientes al inicio del tratamiento se
detallan en la tabla 8. No se observan diferencias significativas en edad y sexo

entre pacientes y controles.

Tabla 8: Caracteristicas clinicas y demograficas de los individuos que

participaron en el estudio

EMRR Controles p
n=119 n= 30
Sexo (F/M) 90/29 20/10 ns
Edad 36.9+1.04 33.411.77 ns
Tiempo de evolucién 5.7+0.97 -
EDSS inicio 1.5+ 0.09 -
EDSS inicio tratamiento 1.81£0.09 -
EDSS fin tratamiento 2.2+0.13 -
N° de Brotes previos 2.2+0.14 -
Tasa de brotes previa al tratamiento 1.4+£0.15 -
N° de Brotes en tratamiento 0.54+0.08 -
Tasa de Brotes en tratamiento 0.48+0.09 -

EMRR: esclerosis multiple remitente recidivante; F: femenino; M: masculino; ns: no

significativo
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4.2- ABANDONOS DE TRATAMIENTO
Cuatro pacientes abandonaron el estudio por cambio de domicilio.
Dieciséis pacientes abandonaron el tratamiento por diferentes motivos
no relacionados con la eficacia del tratamiento:
En cinco casos el abandono se debié a causas no relacionadas con el
farmaco:
- Cuatro por deseo de embarazo

- Uno por aparicién de otra patologia

En once casos el abandono se debid a causas relacionadas con el farmaco:

Dos no toleran las inyecciones

Tres por mala tolerancia al farmaco

Tres por depresion

Tres por otros efectos secundarios leves.

Veintidés pacientes fueron cambiados de tratamiento por su neurdlogo
antes de completar los dos afos de duracion del estudio por falta de eficacia
del farmaco. De estos pacientes 12 cambiaron a otra presentacion de interferén
beta, cuatro a natalizumab, cuatro a acetato de glatiramero y dos a fingolimod.
Todos ellos permanecieron en tratamiento con IFNB al menos durante un afio y
fueron incluidos en el estudio de biomarcadores como respondedores

suboptimos.
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4.3- ESTUDIO DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES ANTI-INTERFERON

BETA.

La presencia de anticuerpos neutralizantes anti-interferon beta (NAb) en

suero se analizo en todos los pacientes incluidos en el estudio. Se detectaron

dichos anticuerpos en nueve pacientes cuyas caracteristicas se muestran en la

tabla 9, todos ellos presentaron una respuesta subdptima al tratamiento. Este

numero representa el 9% de los pacientes estudiados.

Tabla 9: Caracteristicas demogréficas y clinicas de los nueve pacientes con

anticuerpos anti-IFNB.

Tto Sexo Edad |l Tevol EDSSI EDSS N° Nuevas
tto (anos) tto fin tto Brotes lesiones
entto en tto
P1 | Betaferon M 67.07 4.53 6.5 6.5 1 Si
P2 | Betaferon M 46.73 0.74 1 1.5 1 Si
P3 | Rebif M 51.16 2.97 3.5 55 1 Si
P4 | Betaferon M 44.02 3.4 1.5 6.5 1 Si
P5 | Betaferon M 31.4 0.98 1.5 2 2 Si
P6 | Betaferon F 44.07 0.38 2 3 2 Si
P7 | Betaferon F 41.03 0.22 0 1.5 1 Si
P8 | Betaferon M 60.08 18.18 1.5 1.5 0 Si
P9 | Rebif M 3448 283 1 2 1 Si

Tto: tratamiento;

anticuerpos; P: paciente; M: masculino; F: femenino.

inicio; T evol: tiempo de evolucion de la enfermedad; Ac:
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4.3.1- Presencia de anticuerpos en relaciéon con el tratamiento

De los nueve pacientes con anticuerpos neutralizantes anti interferon
beta siete recibian como tratamiento betaferén (77.8% de los pacientes con
NAb) y dos rebif44 (22.2% de los pacientes con NAb). El 30.4% de los
pacientes tratados con betaferén presentaba NAb frente al 5.4% de los
pacientes tratados con Rebif44. En ninguno de los pacientes tratados con
Avonex se detectd la presencia de estos anticuerpos. Se observaron
diferencias significativas en la presencia de NAb entre los pacientes tratados
con betaferén y rebif (p= 0.008) y entre los pacientes tratados con betaferén y
Avonex (p< 0.0001). No existian diferencias en la presencia de NAb en los

pacientes tratados con Rebif y Avonex. (Figura 10)

p<0.0001

ns [ Betaferon
60- BB Rebif
50+ Bl Avonex
40- p= 0.008

30+
204
10+

L1

Beta'feron Rebif Avonex

70+

Numero de pacientes

Figura 10: Pacientes que presentaban NAb tras el tratamiento con cada uno de los
tres farmacos. En cada grupo de tratamiento la primera barra representa a los
pacientes que no presentan NAb y la segunda barra los pacientes que si los

presentan.

Estos nueve pacientes fueron excluidos del estudio de biomarcadores

inmunologicos dado que la presencia de NAb bloquea la biodisponibilidad del
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farmaco y por tanto no se puede asegurar que su mala respuesta al tratamiento

con IFN-beta sea debida a la falta de eficacia del mismo.

4.4. VALORACION DE LA RESPUESTA AL TRATAMIENTO

Clasificamos a los pacientes en respondedores y No respondedores al
tratamiento segun se define en el apartado 3.2.3 de materiales y métodos.
Consideramos como respondedores a los pacientes que no presentaron
nuevas lesiones en resonancia magnética, brotes o progresion de la
discapacidad durante los dos afios de seguimiento. Treinta y cuatro pacientes
(37.8% de los pacientes) cumplieron estos criterios a lo largo del seguimiento
(Figura 2). Se consideraron como “no respondedores” a los pacientes que
presentaron nuevas lesiones en resonancia magnética, brotes o progresion de
la discapacidad durante el seguimiento. Cincuenta y seis pacientes (62.2% de

los pacientes) presentaron estas caracteristicas. (Figura 11)

n= 56

D No respondedores

. Respondedores

Figura 11: Clasificacion de pacientes atendiendo a su respuesta al tratamiento con

IFN-beta.
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Al analizar las caracteristicas clinicas y demograficas de ambos grupos
de pacientes no se vieron diferencias significativas en cuanto a sexo, edad
inicio del tratamiento, tiempo de evolucion, discapacidad segun la escala EDSS
al inicio de tratamiento ni numero de brotes previos al mismo (Tabla 10) Se
encontraron claras diferencias en las variables clinicas de ambos grupos

durante el tratamiento.

Tabla 10. Caracteristicas clinicas y demograficas de los pacientes No

respondedores y respondedores al tratamiento con IFNB.

No p
respondedores  Respondedores
n= 56 n= 34

Sexo (F/M) 41/15 29/5 ns
Edad inicio tratamiento 36.2+1.38 38+1.58 ns
Tiempo de evolucién 4.3+0.73 6.7£1.08 ns
EDSS inicio tratamiento 1.810.16 1.61£0.13 ns
N° de Brotes previos 2.2+0.21 2.5+£0.29 ns
EDSS fin tratamiento 2.5+0.22 1.61£0.13 0.005
N° de Brotes en tratamiento 0.9+0.13 0 <0.0001
Nuevas lesiones en RMN 37/18* 0/34 <0.0001
(T2) Si/No
Tipo de Interferon: 6/18/32 4/10/20 ns
Betaferon/Rebif/Avonex

NR: No respondedores; R: Respondedores; ns: no significativo, RMN: resonancia
magnética nuclear. *A uno de los pacientes no fue posible realizarle el seguimiento

mediante RMN debido a que tenia una protesis metalica.
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4.5. MONITORIZACION DE MARCADORES INMUNOLOGICOS

AL INICIO DEL TRATAMIENTO

4.5.1- FACTORES SOLUBLES

4.5.1.1. Estudio de citoquinas solubles en el suero de pacientes con EM
Estudiamos los niveles séricos de trece citoquinas implicadas en la
respuesta Th1, Th2, Th17 y Th22 en una muestra representativa de 41
pacientes. (28 no respondedores y 13 respondedores) al inicio del tratamiento.
Las citoquinas estudiadas fueron: IL-12, IL-1R, IFN-y, TNF-q, IL-6, IL-17, IL-22,
IL-13, IL-4, IL-2, IL-10 e IL-5. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla
11. No se observaron diferencias significativas entre respondedores y no
respondedores al tratamiento con IFN-beta en ninguna de las citoquinas

estudiadas.

Tabla 11: Niveles de citoquinas en suero de pacientes respondedores y .no

respondedores
NR R p
(n=28) (n=13)
IL-12 (pg/ml) 12.91 +7.53 9.23+7.9 0.8413
IFN-y (pg/ml) 12.81 + 3.98 8.31+ 3.8 0.8104
IL-17F (pg/ml) 30.56 + 10.85 44,12 +19.12 0.5204
IL-113 (pg/ml) 17.49 £ 6.59 5.29+ 3.58 0.2133
TNF-a (pg/ml) 23.21+6.73 20.76 £ 9.71 0.3826
IL-2 (pg/ml) 11.48 + 4.96 12.86 £ 7.14 0.5728
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IL-10 (pg/ml)
IL-22 (pg/ml)
IL-6 (pg/ml)
IL-13 (pg/ml)
IL-4 (pg/ml)

IL-5 (pg/ml)

14.29 + 4.22

396.5 + 82.36

7.65+2.13

14.08 + 5.58

39.29 £ 10.03

22.04 £8.3

13.54 +6.78

350.9 £ 92.33

8.82 £2.93

25.65+ 10.23

75.07 £ 32.76

45.27 + 18.56

0.6643

0.9882

0.2972

0.1999

0.6627

0.4024

NR: no respondedores. R: respondedores. IL: Interleucina. IFN-y: Interferén gamma.

TNF: Factor de necrosis tumoral. ns: no significativo.

4.5.1.2- Estudio de vitaminas en suero

Entre los factores ambientales relacionados con la patogenia de la EM

se encuentran la disminucién de los niveles de vitaminas, particularmente la

vitamina D, en suero. Por ello nos propusimos estudiar los niveles de vitamina

A, E y D en el suero de los pacientes incluidos en el estudio al inicio del

tratamiento como el fin de utilizarlo como posible biomarcador.

Estudiamos dichos niveles en 90 pacientes con EM y 30 controles.

Comparacion de niveles de vitaminas entre pacientes respondedores y No

respondedores.

Se compararon los niveles de las tres vitaminas estudiadas en el suero

de los pacientes respondedores y no respondedores.
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Figura 12: Comparacién de los niveles de vitamina D, A y E en los pacientes con EM.

R: Respondedor 6ptimo, NR: Respondedor subdptimo, ns: no significativo

No se observaron diferencias significativas en ninguna de las tres
vitaminas analizadas. (Figura 12).
Tampoco se observaron valores distintos en el suero de los pacientes a

los seis meses de tratamiento.

Comparacién de niveles de vitaminas entre pacientes y controles
A continuacion comparamos los niveles séricos de estas vitaminas en
pacientes y controles. Los resultados se muestran en la figura 4. No se

detectaron diferencias en los niveles de vitamina A entre pacientes y controles

119



RESULTADOS

(Fig 13A). Sin embargo se observo una clara disminucién en los niveles de
vitamina D en los pacientes con EM en relacion a los controles (p< 0.0001, Fig.
13C). También se observaron dichas diferencias, aunque menos acusadas, en

los niveles de vitamina E (p= 0.001). (Fig. 13B).

p < 0.0001
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Figura 13: Niveles de vitaminas A, E y D en pacientes con EM y controles.

Relacién de niveles de vitaminas D con las estaciones.

La luz solar influye en los niveles de vitamina D en suero, por ello
comparamos dichos niveles entre pacientes y controles en dos épocas del afios
(Invierno y Verano). Los sueros considerados de invierno fueron los extraidos
entre noviembre y mayo y los de verano los obtenidos entre junio y octubre.

Cuarenta y cinco pacientes se incluyeron en el grupo de esclerosis multiple de
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invierno y 36 pacientes en el grupo de esclerosis multiple de verano. Los

controles de invierno fueron 14 y los de verano 15.

p=0.003

p< 0.0001

Vitamina D (ng/ml)
e 3 3 8388 3

EM. Invierno C Invierno EM. Verano C Verano

Figura 14: Comparacion de niveles de vitamina D en pacientes y controles en

muestras de suero extraidas en los meses de invierno y verano.

En los resultados obtenidos se observa que los pacientes tienen un
menor nivel de vitamina D que los controles tanto en las muestras de invierno
como en las de verano, si bien las diferencias parecen ser mayores en las
muestras de verano. (Figura 14)

Cuando se compararon los niveles de vitamina D en invierno y verano
se observd un aumento en las muestras controles obtenidas en verano (p=

0.003). (Figura 14)

Relaciéon vitaminas fenotipo inflamatorio.
Estudiamos la posible existencia de una asociacion entre niveles bajos

de vitaminas y la presencia de un perfil inflamatorio en los pacientes; para ello
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estudiamos la correlacion entre la vitamina A, E y D y distintas subpoblaciones

celulares inmunoldgicas detalladas en la tabla 12.

Tabla 12: Estudio de la correlacion de subpoblaciones leucocitarias y niveles

de vitaminas A, Ey D

Subpoblaciones

celulares

Linfocitos B Células B CD19+
Células B CD19+CD5+
Células B CD19+CD5-
Células CD19+CD38+
Células CD19+CD80+
Células CD19+CD86+
Linfocitos T CD4+ Linfocitos T CD4+
Linfocitos T CD4+CD25hi
Linfocitos T
CD4+CD25hiFoxP3
Linfocitos T CD4+CD25i
Linfocitos T CD4+DR+
Linfocitos T CD4+TNF-a
Linfocitos T CD4+INF-y

Linfocitos T CD4+IL-17

Linfocitos T CD4+IL-10
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Linfocitos T CD8+ Linfocitos T CD8+
Linfocitos T CD8+Perf+
Linfocitos T CD8+DR+
Linfocitos T CD8+TNF-a
Linfocitos T CD8+INF-y
Linfocitos T CD8+IL-17
Linfocitos T CD8+IL-10
Células NK Células CD56dim
Células NK
(CD56+CD16+)
Células NKT (CD56+CD3

Células CD56bright

Se encontr6 una modesta correlacidon inversa entre los nivelesde
vitamina D en suero y el porcentaje de los linfocitos T CD4+ productores de

interferon gamma con una r = -0.3495 y p=0.042 (Figura 15) .

Al realizar este mismo estudio con la vitamina E se obtuvo correlacion
significativa entre los niveles séricos de esta vitamina y el porcentaje de

linfocitos CD19+CD86+ (r= 0.4374, p=0.016). (Figura 16).
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Figura 15: Correlacion entre niveles de vitamina D (ng/ml) y el porcentaje de

linfocitos CD4+ productores de interferon gamma.
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Figura 16: Correlacion entre niveles de vitamina E (ug/ml) y el porcentaje de linfocitos
B CD19+CD86+.
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4.5.1.3. Activina A

La activina A ese un mediador necesario para el establecimiento de una
respuesta M1 en macrc’>fagos.281 Al comparar los niveles de activina A entre los
dos grupos de pacientes tratados con IFN-beta (R y NR), no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos estudiados (figura 17). Sin embargo
se aprecio un aumento significativo de los niveles de activina A en el suero de

pacientes con EM respecto a controles sanos. (figura 18)

250- ns

Actina A (pg/ml)

No Respondedores Respondedores

Figura 17: Comparacion de los niveles de activina A en los pacientes con EM. R:

Respondedor 6ptimo, NR: Respondedor subdptimo, ns: no significativo
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Figura 18: Comparacion de los niveles de Activina A en el suero de pacientes con EM

y controles sanos. EM: esclerosis mutiple.
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4.5.2- SUBPOBLACIONES LEUCOCITARIAS

Estudiamos subpoblaciones celulares mediante citometria de flujo

utilizando para ello marcajes tanto superficiales como intracelulares.

El estudio de antigenos superficiales se realiz6 en todos los pacientes

incluidos en el estudio 34 pacientes respondedores 56 pacientes no

respondedores.

El estudio de los antigenos intracelulares se realiz6 en una muestra

representativa que incluyé a

respondedores.

20 pacientes respondedores y 20 no

Los resultados obtenidos se detallan en las siguientes paginas divididos

por tipos celulares:

4.5.2.1-Linfocitos B

Evaluamos las distintas respuestas inmunoldgicas en las que intervienen

los linfocitos utilizando los marcajes que se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13: Tipos de respuestas B evaluadas.

Funcionalidad de Ilas células B

Antigenos diferenciales

Respuesta T independiente
Respuesta T dependiente
Activacion

Presentacion antigénica
Respuesta inflamatoria

Respuesta reguladora

CD19+CD5+
CD19+CD5-
CD38
CD80, CD86
TNF-a

IL-10
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Los resultados obtenidos (Tabla 14) muestran que los pacientes no
respondedores al tratamiento con IFN-beta presentan niveles aumentados de
linfocitos B. Cuando analizamos las distintas subpoblaciones no encontramos
diferencias en las células presentadoras de antigeno (CD80+ y CD86+) ni en la
expresion de citoquinas intracelulares entre los dos grupos de pacientes. Sin
embargo dicho aumento se objetivd en las subpoblaciones CD19+38+,
CD19+CD5- y CD19+CD5+ (Figura 19), observandose las diferencias mas

claras se en esta ultima subpoblacion.

Tabla 14: Subpoblaciones celulares B en pacientes respondedores y no

respondedores.

Células B No respondedores Respondedores p
Células B CD19+ 11.26+0.61 7.7610.44 0.0003
Células B CD19+CD5+ 3.97+0.3 2.14+0.24 0.0002
Células B CD19+CD5- 7.310.42 5.6+0.31 0.013
Células CD19+CD38+ 1.4+0.26 0.86+0.18 0.02
Células CD19+CD80+ 3.8+0.65 3.05+0.41 ns
Células CD19+CD86+ 2.110.43 1.75+0.28 ns
Células CD19+TNF-a 2.78+0.76 2.91+0.64 ns
Células CD19+INF-y 0.13+0.04 0.4+0.2 ns
Células CD19+IL-17 0.12+0.04 0.07+0.01 ns
Células CD19+IL-10 0.2+0.04 0.1£0.02 ns

NR: No respondedores; R: Respondedores; ns: no significativo
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Figura 19: Comparacion de los porcentajes de linfocitos B CD19 (A), linfocitos B
CD19+CD38+ (B), linfocitos B CD19+CD5- (C) y linfocitos B CD19+CD5+ (D) entre el
grupo de pacientes “no respondedores” y “respondedores” al tratamiento con IFN-
beta.

A continuacion se muestran dos ejemplos significativos de la poblacion de
linfocitos B CDS5+ en pacientes no respondedores (Figura 20A) vy

respondedores (Figura 20B) a Interferon beta.
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Figura 20: /magen de citometria de flujo de la poblacion de células B CD19+CD5+ de
un paciente con EM del grupo de No respondedores (A) y de un paciente con EM del

grupo de Respondedores (B).

4.5.2.2- Linfocitos T CD4+

A continuacion estudiamos las distintas subpoblaciones de linfocitos T
cooperadores. Los resultados obtenidos al comparar el grupo de pacientes no
respondedores con el de respondedores se muestran en la tabla 15. No
encontramos diferencias en los porcentajes de linfocitos CD4+ totales, en
distintas subpoblaciones de linfocitos CD4+ activados (CD4+,CD25+ de
intensidad intermedia, CD4+,DR+), o en los linfocitos CD4+ secretores de TNF-
alfa, interferon gamma, interleuquina 17 o interleuquina 10. S6lo encontramos
diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos T reguladores
(CD4+CD25hiFoxP3+) que se encuentra aumentado en el grupo de pacientes
que van a mostrar una respuesta respuesta suboptima al tratamiento con IFN

Beta. (Figura 21).
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Tabla 15: Resultados obtenidos al comparar diferentes subpoblaciones

celulares T en ambos grupos de pacientes.

Linfocitos T NR R p
Linfocitos T CD4+ 47.77+0.91 47.15+0.91 ns
Linfocitos T CD4+CD25hi 2.920.15 2.41+0.16 0.033

Linfocitos T CD4+CD25hiFoxP3 1.63+0.18 0.89+0.16 0.013

Linfocitos T CD4+CD25i 17.79+0.89  16.2+1.26 ns
Linfocitos T CD4+DR+ 3.4+0.17 4.5+0.44 ns
Linfocitos T CD4+TNF-a 11.9+2.11 14.9+2.12 ns
Linfocitos T CD4+INF-y 7+2.41 5.9+1.16 ns
Linfocitos T CD4+IL-17 0.28+0.05 0.34+0.09 ns
Linfocitos T CD4+IL-10 0.98+0.86 0.17+0.03 ns

NR: No respondedores; R: Respondedores; ns: no significativo

A continuacion se muestran los resultados de los linfocitos T reguladores

en ambos grupos de pacientes.

p=0.013

N
]

% LT CD4+CD25hiFoxP3

(=]
L

No respondedores  Respondedores

Figura 21: Comparacion de porcentajes de linfocitos T reguladores entre el grupo de

pacientes no respondedores y respondedores al tratamiento con IFN-beta.
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4.5.2.3- Linfocitos T CD8+

Los linfocitos T CD8+ han sido relacionados con la patogenia de la EM
ya que podrian contribuir al dafio directo sobre la mielina debido a su accién
citotoxica. Nos propusimos por ello evaluar tanto los niveles de estos linfocitos
en la sangre de pacientes con esclerosis multiples como los niveles de
moléculas que participan en su accion citolitica como la perforina. Se estudid
del mismo modo su activacion y la produccién de citoquinas tipo Th1 y Th17.

(Tabla 16).

Tabla 16: Tipos de respuestas T CD8 evaluadas.

Funcionalidad de las células T Antigenos diferenciales
Produccién de citoquinas Th1 TNF-a, IFN-y
Produccion de citoquinas Th17 TNF-q, IL-17

Respuesta citotéxica perforina

Se observd que los linfocitos T CD8+ productores de perforina se
encontraban aumentados al inicio del tratamiento en los pacientes que van a
presentar una respuesta Optima al tratamiento con IFNB (Figura 22).

No se encontraron diferencias significativas entre pacientes
respondedores y no respondedores en el resto de subpoblaciones estudiadas.

(Tabla 17).
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Tabla 17: Resultados obtenidos al comparar subpoblaciones de linfocitos T

CD8+ en ambos grupos de pacientes.

Linfocitos T NR R p
Linfocitos T CD8+ 24.74+0.82 26.6310.9 ns
Linfocitos T CD8+Perf+ 2.89+0.51 6.57+1.23 0.004
Linfocitos T CD8+TNF-a 6.12+1.79 7.03+1.36 ns
Linfocitos T CD8+INF-y 5.76+1.53 5.74+1.10 ns
Linfocitos T CD8+IL-17 0.004+0.002 0.06+0.02 ns
Linfocitos T CD8+IL-10 0.02+0.01 0.01£0.009 ns

NR: No respondedores; R: Respondedores; ns: no significativo

% LTCD8+Perf+

p= 0.004

No Respondedores Respondedores

Figura 22: Comparacion de porcentajes de linfocitos CD8+Perf+ entre el grupo

de pacientes no respondedores y respondedores al tratamiento con IFN-beta.

132



RESULTADOS

(A) (B)

::IE m'z' c:.[: mD
[ [
= 2% = 12.2%
£ s
= =
= s
o o
: :
& ND L|J ND

— o —

1w 100 10t 10° 10° 100 10t 107
COB PE-Cy7-4 COB PE-Cy7-&

Figura 23: Imagen de citometria de flujo de la poblacion de células T CD8+Perf+ de
un paciente con EM del grupo de No respondedores (A) y de un paciente con EM del

grupo de Respondedores (B).

4.5.2.4- Células natural killer (NK)
Estudiamos las diferentes subpoblaciones de células NK y NKT en los
pacientes incluidos en el estudio al inicio del tratamiento con INF-beta mediante

citometria de flujo. (Tabla 18).

Tabla 18: Tipos de respuestas NK evaluadas.

Funcionalidad de las células T Antigenos diferenciales
Células NK efectoras CD56dim, CD16, Perforina
Células NK reguladoras CD56bright

Los resultados obtenidos muestran que no existen diferencias

significativas en ninguna subpoblacién de células NK entre los pacientes con
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una buena respuesta al tratamiento y los que tuvieron una mala respuesta al

tratamiento con IFNB. (Tabla 19)

Tabla 19: Resultados obtenidos al comparar subpoblaciones de células NK en ambos

grupos de pacientes.

Células NK NR R p

Células CD56dim 13.49+1.57 12.79+1.99 ns
Células NK 6.19+0.86 9.17+1.5 ns
Células NK Perf+ 5.09+0.87 8.77+1.49 ns
Células NKT 5.38+0.90 3.4710.65 ns
Células NKT Perf+ 3.75+0.94 2.95+0.58 ns
CD56bright 0.69+0.009 0.69+0.09 ns

NR: No respondedores; R: Respondedores; ns: no significativo

4.5.3- Comparacion con controles sanos

Analizamos los biomarcadores en los que se encontraron diferencias
significativas al comparar los pacientes respondedores y no respondedores en
un grupo control de 30 individuos sanos.

Los individuos sanos presentaban un porcentaje menor de linfocitos
CD19+CD5+ al compararlos con el grupo de respondedores (p= 0.007) y mas

aun al compararlo con los no respondedores (p< 0.0001). (Figura 24).
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Figura 24: Comparacion del porcentaje de linfocitos CD19+CD5+ entre ambos grupos

de pacientes con EM y controles sanos.

En el estudio de los linfocitos T CD8+ con expresiéon de intracelular de
perforina se detectdé un porcentaje significativamente mayor en los controles
sanos en comparacion con los pacientes no respondedores (p= 0.003). No
habiendo diferencias significativas entre los porcentajes de los respondedores
y el grupo control (Figura 25).

p= 0.003
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Figura 25: Comparaciéon del porcentaje de linfocitos CD8+Perforina+ entre

ambos grupos de pacientes con EM y controles sanos.
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No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos

T CD4+ reguladores entre controles y pacientes con esclerosis multiple. (Figura

26).
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Figura 26: Comparacion del porcentaje de linfocitos Treg entre ambos grupos

de pacientes con esclerosis multiple y controles sanos.

Los porcentajes de linfocitos CD19+CD5+ y linfocitos CD8+Perforina+

obtenidos en cada uno de los tres grupo estudiados se resume en la tabla 20.

Tabla 20: Linfocitos CD19+CD5+, CD8+Perf+, CD4+CD25hFoxP3+ en pacientes y

controles
No Respondedores Controles
respondedores
Linfocitos B CD19+CD5+ 3.940.3 2.240.25 1.410.19
Linfocitos T CD8+Perf+ 2.89+0.51 6.57+1.23 8.8+1.8
Linfocitos T CD4+CD25hFoxP3 | 1.18+0.18 0.89+0.14 1.23+0.11
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4.5.4- Marcadores de estratificacion de pacientes

A continuacion estudiamos si el porcentaje de linfocitos B CD19+CD5+
podria ser un buen biomarcador para predecir una respuesta Optima al
tratamiento con IFN-beta. Establecimos de forma empirica un punto de corte
de 3% para el porcentaje de estas células y estudiamos su capacidad para
predecir la respuesta al tratamiento. Dividimos para ello a los pacientes
atendiendo a si presentaban un fenotipo de respondedor éptimo (FRO;<3% de
linfocitos CD19+CD5+) o suboptimo (FRSO;>3% de linfocitos CD19+CD5+).
Observamos que el 63.04% de los pacientes con este fenotipo (FRO) habian
mostrado una respuesta optima al tratamiento con IFN beta. De los pacientes
con un fenotipo de respondedor suboptimo (FRSO) el 88.09% presentaron una
respuesta subdptima al farmaco (p<0.0001, Odd ratio 13.78, IC: 4.5-42.0, figura
27).

Esto demuestra que el porcentaje de linfocitos CD19+CD5+ en sangre
contribuye a estratificar a los pacientes de esclerosis multiple de acuerdo a sus
probabilidades de mostrar una respuesta 6ptima o subdptima al tratamiento con
IFN beta si bien este biomarcador identifica mejor a los pacientes con
respuesta subdptima que a aquellos que van a mostrar una respuesta optima al
farmaco.

Dado que las presentaciones de IFN beta que existen actualmente en el
mercado difieren en las dosis del farmaco, nos propusimos estudiar si estas
podrian influir en la capacidad de nuestro biomarcador de predecir la respuesta

al farmaco.
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Figura 27: Estudio de la probabilidad de mostrar una respuesta optima o suboptima a
IFN-beta en pacientes clasificados de acuerdo a los porcentajes de linficitos B CD5+
(<3%: fenotipo respondedor éptimo, FRO o >3%: fenotipo respondedor subdptimo,

FRSO).

4.5.5- Diferencias entre interferones de alta y baja dosis.

Los pacientes incluidos en el estudio estaban tratados con las tres
presentaciones de IFN beta que se comercializan en la actualidad: Betaferon,
Rebif 44, Avonex.

De los 90 pacientes a los que se le realiz6 el estudio de biomarcadores
inmunoldgicos, 10 estaban tratados con Betaferon, 27 con Rebif44 y 53
recibian Avonex. La dosis de farmaco administrada por tanto no fue la misma
para todos los pacientes. Los pacientes tratados con Rebif44 y Betaferdn
recibian una dosis de farmaco superior a los que estan tratados con Avonex.

Para ver si la dosis estaria afectando a la respuesta al tratamiento con
IFN beta hicimos una nueva clasificacion de los pacientes segun estuvieran

tratados con alta (Rebif 44 y Betaferon) o baja dosis (Avonex). Treinta y cuatro
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pacientes estaban tratados con alta dosis mientras que 53 fueron tratados con
dosis baja.

En el grupo de pacientes que presentaban un fenotipo de buen
respondedor, un 35.5 de los pacientes mostraron una respuesta subdptima al
tratamiento. De ellos un 28.9% habian sido tratados con alta dosis mientras
que sdlo el 6.6% habian recibido dosis altas de IFN beta. Esto podria indicar
que en aquellos pacientes con fenotipo de respondedor 6ptimo una dosis baja
de farmaco puede aumentar el riesgo de respuesta subodptima. Para confirmar
esto analizamos por separado la capacidad de nuestro biomarcador de predecir
la respuesta a IFN beta en pacientes que recibieron dosis alta y baja del
farmaco (Figura 28). La correlacion resulto mas ajustada en pacientes que
recibian dosis alta del farmaco (OR: 73.7, IC: 6.8-792.9, p<0.0001) que en
aquellos recibiendo dosis bajas (OR: 6.1, IC: 1.7-22.6, p=0.005).

Aunque estos datos deben confirmarse en series mayores de pacientes,
estos datos nos sugieren que en algunos de los pacientes con fenotipo de
respondedor 6ptimo que muestran una respuesta subdptima a IFN beta, esta

podria asociarse a la baja dosis del farmaco.
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Figura 28: Estudio de la probabilidad de mostrar una respuesta optima o suboptima a
IFN-beta en pacientes clasificados de acuerdo a los porcentajes de linficitos B CD5+
(<3%: fenotipo respondedor éptimo, FRO o >3%: fenotipo respondedor subdptimo,
FRSQ) y a la dosis de tratamiento recibida (Alta: Pacientes tratados con Betaferon o

Rebif 44; Baja: Pacientes tratados con Avonex).
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4.6- VALIDACION DE LOS BIOMARCADORES IDENTIFICADOS

Para realizar la validacién de los resultados obtenidos en una cohorte
independiente de pacientes, estudiamos de forma retrospectiva los linfocitos B
CD5+ y los linfocitos T CD8+perforina+ a partir de muestras congeladas de una
serie de 50 pacientes con EMRR que habian sido tratados con IFN beta
durante al menos 2 anos en la Unidad de Esclerosis Multiple del Hospital
Universitario Vall d’Hebron de Barcelona. En primer lugar, analizamos la
presencia de anticuerpos neutralizantes en muestras de suero obtenidas un
afno después del inicio del tratamiento. Tanto la presencia de NAbs como las
subpoblaciones celulares se estudiaron antes de conocer los datos clinicos de
los pacientes. Cuatro de los 50 pacientes (8%) mostraron NAbs en suero.
Todos ellos mostraron una respuesta subdptima al farmaco.

Trece de los 46 pacientes restantes mostraron una respuesta 6ptima al
farmaco. No encontramos diferencias significativas en el porcentaje de
linfocitos B CD5+ entre ellos y los pacientes con respuesta subdptima. Es mas,
tanto los pacientes respondedores como los no respondedores mostraron
porcentajes bajos de linfocitos B CD5+ semejantes a los que presentaban los

respondedores suboptimos en nuestro estudio (Figura 29).
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"o Respondedores VDI Respondedores VDH No Respondedores RC Respondedores RC

Figura 29: Comparacion de porcentajes de linfocitos CD19+CD5+ entre el
grupo de pacientes no respondedores y respondedores al tratamiento con IFN

beta en la cohorte del Hospital Vall d’hebrén y la del hospital Ramén y Cajal.

En primer lugar quisimos descartar que esto no se debiera a un
problema metodoldgico, ya que las muestras se habian procesado de distinta
forma en ambas cohortes (En sangre completa en el hospital Ramén y Cajal y
a partir de células mononucleares de sangre periférica separadas con Ficoll y
congeladas en la cohorte del hospital Vall d’Hebron). Buscamos en la
bibliografia y encontramos un estudio realizado en pacientes infectados con
VIH que mostraba que el proceso de separacion mediante gradiente de
densidad, la criopreservacion y posterior descongelacion resulta en una perdida

de las células B CD19+ pero no de | células T CD4+ ni CD8+.3%

Para estudiar si la criopreservacion podria estar induciendo también a la
perdida de linfocitos B en nuestra cohorte de validacion, estudiamos los
linfocitos B totales y la subpoblacién CD5+ en una nueva serie de 5 pacientes
del Hospital Ramén y Cajal de Madrid. En primer lugar se analizaron los
porcentajes de estas células en muestras de sangre completa y en segundo
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lugar en células mononucleares de sangre periférica procedentes de la misma
extraccion de sangre que se habian congelado y descongelado una semana

después para su analisis. Los resultados se muestran en la tabla 21.

Tabla 21: Estudio de los los porcentajes de células CD19+ y células
CD19+CD5+ en sangre total (ST) y células mononucleares de sangre

periférica (CMSP) en cinco paciente con EM.

% de Células CD19+ % de Células CD19+CD5+

ST CMSP ST CMSP
Paciente 1 6.7 5.6 21 1.2
Paciente 2 10.2 8.9 25 1.9
Paciente 3 10.6 6 3.9 1.3
Paciente 4 15.9 11.1 4.5 1.8
Paciente 5 9 6.8 3.9 1.8

ST: Sangre total; CMSP: Células mononucleares de sangre periférica congeladas y

descongeladas una semana después para su estudio.

Observamos que con la criopreservaciéon disminuyen los porcentajes de
los linfocitos B. Por tanto estos resultados no pudieron ser validados en una
cohorte retrospectiva quedando pendiente su validacién en una nueva cohorte
prospectiva de pacientes.

En segundo lugar estudiamos en la misma cohorte los porcentajes de
linfocitos T CD8+perforina+. Los resultados obtenidos en la cohorte de
validacion fueron similares a los obtenidos en la del hospital Ramén y Cajal.

(Figura 30).
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Figura 30: Estudio de los porcentajes de linfocitos CD8+Perf+ en pacientes no
respondedores y respondedores al tratamiento con IFNB en la cohorte de

validacion del Vall d’hebron (VDH) y la del Hospital Ramén y Cajal (RC).

Los resultados obtenidos muestran unos porcentajes similares en ambas
cohorte los que demuestra que niveles elevados de linfocitos CD8+Perforina+

en sangre se asocian con una respuesta 6ptima a interferon beta.

4.7- MONITORIZACION DE BIOMARCADORES INMUNOLOGICOS A LOS
SEIS MESES DE TRATAMIENTO.

Los mecanismos de accion del IFN-beta no son del todo conocidos en la
actualidad por ello estudiamos las poblaciones inmunoldgicas descritas en el
apartado 4.4.2 a los seis meses de tratamiento para determinar sobre que

mecanismos inmunoldgicos esta incidiendo el Interferon Beta.

4.7.1- Subpoblaciones celulares leucocitarias
4.71.1- Linfocitos T CD4+
Se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de linfocitos T

reguladores presentes en sangre a los 6 meses de tratamiento en el grupo
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de pacientes respondedores al farmaco. El porcentaje de linfocitos
CD4+CD25hiFoxP3+ aumenta en relacién a la muestra de sangre basal.
Estas diferencias no se hallaron en el grupo de pacientes no respondedores

(Figura 31y 32).

ns

p=0.013

% linfocitos CD4+CD25hiFoxP3+

Figura 31: Comparacion del porcentaje de linfocitos CD4+CD25hiFoxP3+ al
inicio y a los 6 meses de tratamiento en ambos grupos de pacientes.
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Figura 32: Ejemplos representativos de la poblacion celular CD4+CD25+FoxP3+ de
un paciente con EM del grupo de No respondedores al inicio del tratamiento (A) y a los
6 meses de tratamiento (B) y de un paciente con EM del grupo de Respondedores al

inicio del tratamiento (C) y a los 6 meses de tratamiento (D).

Los resultados del resto de subpoblaciones inmunoldgicas analizadas se
muestran en la tabla 23. Se observa también un aumento en el porcentaje de
linfocitos T CD4 totales (p= 0.052) y linfocitos T CD4+CD25hi (p= 0.0002) en el
grupo de pacientes con buena respuesta a los 6 meses de tratamiento. No se
han encontrado cambios a lo largo del tratamiento en las demas

subpoblaciones linfoide estudiadas.

Tabla 23: Comparacion de porcentajes linfocitos T al inicio y 6 meses de tratamiento

en los pacientes respondedores y no respondedores.

LT NR.I NR. 6m p R.1 R. 6m P

LT CD4+ 47.8+0.9 47.9+1.2 ns 47.2+0.91 51.6£1.06 ns

LT CD4+CD25hiFoxP3 | 1.6x0.2 1.8+0.3 ns 0.9+0.2 1.4+0.2 0.013

LT CD4+DR+ 3.4+0.2 4.4+0.3 0.01 4.5+0.4 4.9+0.4 ns
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LT CD4+TNF-a 11.9+2.1 17.9+1.7 ns 14.9+2.2 18.7+1.9 ns
LT CD4+INF-y 7+2.4 4.4+0.7 ns 5.9+1.2 7.1+1.67 ns
LT CD4+IL-17 0.28+0.1 0.26+0.04 ns 0.34£0.09 0.23+0.04 ns
LT CD4+IL-10 0.9+0.9 0.1£0.02 ns 0.2+0.03  0.2+0.01 ns

LT: Linfocitos T; NR: No respondedores; I: Inicio; 6m: 6 meses; R: Respondedores; ns:

no significativo.

4.7.1.2- Linfocitos T CD8+

Segun los resultados obtenidos (Tabla 23) el tratamiento con IFN beta
no estaria actuando a nivel de los linfocitos T CD8+ ya que a los 6 meses de
tratamiento no se observan cambios significativos en ninguna de la

subpoblaciones T CD8 estudiadas.

Tabla 23: Comparacion de porcentajes al inicio y 6 meses de tratamiento en

los dos grupos de pacientes estudiados para las diferentes subpoblaciones

linfocitarias.

LT NR. | NR. 6m p R.I R. 6m p

LT CD8+ 24.840.8 23.4+0.9 ns 26.6+0.9 25.241.3 ns
LT CD8+Perf+ | 2.89+0.5 2.840.6 ns 6.57+1.23 6.911.6 ns
LT CD8+TNF-a | 6.1£1.8 6.911.5 ns 7.03t1.4 7.5+1.4 ns
LT CD8+INF-y | 5.8%1.5 5.51£1.2 ns 57111 7+1.9 ns
LT CD8+IL-17 | 0.004+0.002 0.03+0.02 ns 0.06+0.02 0.0310.01 ns
LT CD8+IL-10 0.02+0.01 010 ns 0.01+£0.009 0.01£0.01 ns

LT: Linfocitos T; NR: No respondedores; I: Inicio; 6m: 6 meses; R: Respondedores; ns:

no significativo
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4.7.1.3- Linfocitos B

En el estudio de las subpoblaciones de linfocitos B se han detectado
cambios significativos en la subpoblacién de células B reguladores medidas por
la expresion de IL-10. En el grupo de pacientes respondedores se vio un
aumento de esta subpoblacion a los 6 meses de tratamiento que no se observé

en los pacientes del grupo de no respondedores. (p = 0.002) (Figura 33).

p= 0.002

0.6+ ns

0.5+

% Linfocitos CD19+IL10+

Figura 33: Comparacion del porcentaje de linfocitos CD19+IL-10+ al inicio y a los 6

meses de tratamiento en ambos grupos de pacientes.
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Figura 34: Ejemplos representativos de la poblacion celular CD19+IL10+ de un
paciente con EM del grupo de No respondedores al inicio del tratamiento (A) y a los 6
meses de tratamiento (B) y de un paciente con EM del grupo de Respondedores al
inicio del tratamiento (C) y a los 6 meses de tratamiento (D).

Los resultados obtenidos en el resto de subpoblaciones de linfocitos B

se muestran en la tabla 24.
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Tabla 24: Porcentajes de linfocitos B al inicio y tras 6 meses de tratamiento en

pacientes respondedores y no respondedores.

LT NR.I NR. 6m p R R. 6m p
LT CD19+ 113306 12.2¢0.7 ns 7.8t04  10.3x0.7 0.009
LT CD19+CD5+ 3.9¢0.3 4.6:0.4 ns 21302  2.9:0.3 0.007
LT CD19+CD5- 7.3:04 7.3205 ns 5.6+0.31  7.1:0.6 ns

LT CD19+CD38+ | 1.4+0.3 2.6+0.4 0.0005 0.9+0.2  1.7+0.2 <0.0001
LT CD19+CD80+ |3.8+0.6 2.7+0.8 ns 3.1:04 26104 ns

LT CD19+CD86+ |2.120.4 24207 ns 17403 24204 ns

LT CD19+TNF-a | 2.840.8 3.6:0.6 ns 2.9+0.6  2.4%0.3 ns

LT CD19+INF-y 0.1#0.04 0.8+t0.4 ns 0.4+0.2  0.240.1 ns

LT CD19+IL-17 0.1#0.04 0.1£0.04 ns 0.07+0.01 0.05:0.02  ns

LT CD19+IL-10 0.2¢0.04 0.2+0.05 ns 0.1£0.02  0.3+0.06 0.002

LT: Linfocitos T; NR: No respondedores; I: Inicio; 6m: 6 meses; R: Respondedores; ns:

no significativo

4.71.4-

Células NK

Se han estudiado tanto los porcentajes de diferentes subpoblaciones de

células NK y NKT efectoras como su funcionalidad medida por la expresion de

perforina a los 6 meses de tratamiento con IFN beta. Ademas se han medido

los porcentajes de células NK con funcion reguladora caracterizadas por la

expresion del antigeno de superficie CD56 con alta intensidad.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 26. Se observa una

moderada disminucion de células CD56 dim que se debe principalmente a las

células NK productoras de perforinas en los pacientes respondedores. También

se observa un aumento muy discreto de células NKT en el mismo grupo y
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sobre todo, un aumento en las células NK reguladoras (p= 0.0008) en el grupo

de pacientes con una respuesta Optima que no se observa en los no

respondedores (Figura 35).

Tabla 25: Comparacion de porcentajes al inicio y 6 meses de tratamiento en

los dos grupos de pacientes estudiados para las diferentes subpoblaciones

linfocitarias.
LT NR.I NR. 6m p R.I R. 6m p
Cels CD56 dim 13.5+1.6 9.1+1.4 ns 12.8+1.9 10.3+1.3 0.01
Cels NK 6.2+0.9 3.8£0.4 0.04 9.2+1.5 6.1£1.07 ns
Cels NK Perf+ 5.09+0.9 2.840.5 0.04 8.8+1.5 4.9+0.9 0.03
Cels NKT 5.4+0.9 3.8£0.4 ns 3.5+0.6 6.1£1.07 0.04
Cels NKT Perf+ 3.7£0.9 2.310.5 ns 2.9140.6 2.2+0.6 ns
Cels 56 bright 0.7£0.009 1+0.2 ns 0.71£0.09 1.37+0.14 0.0008

Cels: Células T; NR: No respondedores; I: Inicio; 6m: 6 meses; R: Respondedores; ns:

no significativo

1.754

% linfocitos CD56bright

p=0.0008
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Figura 35: Comparacion del porcentaje de células CD56bright al inicio y a los

6 meses de tratamiento en ambos grupos de pacientes.
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Figura 36: Ejemplo representativo de la poblacion celular CD56bright en un paciente

con EM del grupo de No respondedores al inicio (A) y a los 6 meses de tratamiento (B)

y de un paciente con EM del grupo de Respondedores al inicio (C) a los 6 meses de

tratamiento (D).

4.7.2- Comparacion con controles sanos

Los biomarcadores que habian presentado las diferencias mas claras

entre los pacientes respondedores y no respondedores se compararon con

controles sanos.
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Estudiamos las tres subpoblaciones de células reguladoras: los
linfocitos CD4+ 25highFoxP3+, los linfocitos CD19+IL-10+ y las células NK

CD56 bright.

En relacién a los linfocitos T reguladores no se observaron diferencias
significativas entre controles sanos y pacientes con esclerosis multiple. (Figura

39).
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Figura 39: Porcentaje de linfocitos T CD4+CD25hightFoxP3 en los controles,

respondedores y No respondedores al inicio (A) y a los 6 meses de tratamiento

(B).
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En cuanto a los linfocitos CD19+IL10+, no se observaron diferencias
significativas al comparar las muestras basales de los dos grupos de pacientes
con los controles. Sin embargo, tras seis meses de tratamiento los dos grupos
de pacientes (respondedores y no respondedores) mostraron niveles mas
elevados que los controles sanos, si bien las diferencias fueron mayores en los

pacientes respondedores (p=0.0003) que en los no respondedores (p= 0.01).

(Figura 38).
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Figura 38: Porcentaje de linfocitos B CD19+IL-10+ en los controles, respondedores y

No respondedores al inicio (A) y a los 6 meses de tratamiento (B).
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Cuando estudiamos las células CDS56 bright tampoco se vieron
diferencias al comparar las células basales con los controles (Figura 39A). Sin
embargo se observo un porcentaje elevado de estas células en los pacientes
respondedores en relacion a los controles a los 6 meses de tratamiento

(p=0.0002, Figura 39B).
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Figura 39: Porcentaje de linfocitos B CD19+IL-10+ en los controles, respondedores y

No respondedores al inicio del tratamiento (A) y a los 6 meses de tratamiento (B).

4.7.3- Estudio del efecto inmunosupresor de las células reguladoras.
Quisimos ver sobre que subpoblaciones celulares estaban ejerciendo su

accion inmunosupresora las celulares reguladoras aumentadas durante el

tratamiento con IFN-beta aumenta, para ello estudiamos en las muestras

obtenidas a los seis meses de tratamiento, la correlacion entre las células T
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CD4+CD25high, células B CD19+IL-10+ y las células CD56bright con las

distintas subpoblaciones celulares inmunoldgicas detalladas en la tabla 27

Tabla 27: Estudio de la correlacion de células reguladoras con subpoblaciones

leucocitarias.

Subpoblaciones celulares

Linfocitos B

Linfocitos T CD4+

Linfocitos T CD8+

Células B CD19+
Células B CD19+CD5+
Células B CD19+CD5-
Células CD19+CD38+
Células CD19+CD80+
Células CD19+CD86+

Linfocitos T CD4+

Linfocitos T CD4+CD25hiFoxP3
Linfocitos T CD4+CD25i
Linfocitos T CD4+DR+
Linfocitos T CD4+TNF-a
Linfocitos T CD4+INF-y
Linfocitos T CD4+IL-17
Linfocitos T CD4+IL-10
Linfocitos T CD8+
Linfocitos T CD8+Perf+
Linfocitos T CD8+TNF-a
Linfocitos T CD8+INF-y

Linfocitos T CD8+IL-17
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Linfocitos T CD8+IL-10
Células NK Células CD56dim
Células NK (CD56+CD16+)
Células NKT (CD56+CD16-)

CD56bright

No se encontraron correlaciones significativas entre la subpoblaciéon de
células B productoras de IL-10 y las diferentes subpoblaciones celulares

estudiadas.

Sin embargo, se encontré una correlacion inversa entre los linfocitos T
CD4+CD25highFoxp3 y los linfocitos T CD8+ totales, los linfocitos T CD8+
productores de IFN-gamma, los linfocitos T CD8+ productores de TNF-alfa y las

células NK (figura 42)
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Al estudiar las células CD56bright se obtuvo una correlaciones negativa

con los linfocitos B totales y linfocitos B CD19+CD5+. (Figura 43)
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Figura 43: Correlacién entre porcentaje de células CD56bright y linfocitos CD19+ (A) y

CD19+CD5+ (B).

158



5. DISCUSION







DISCUSION

El interferon beta es el primer farmaco inmunomodulador que se ha
utilizado como tratamiento de base en la EM. Es un farmaco seguro y bien
tolerado, capaz de disminuir la actividad de la enfermedad y retrasar la
progresion de la misma.302304398346 g mecanismo de accién no ha sido
establecido de manera concluyente. Sin embargo, muchos estudios sugieren
que tiene multiples actividades bioldgicas que le permiten crear un entorno anti-
inflamatorio tanto a nivel sistémico como en el SNC. Algunos estudios han
observado que induce una reduccion de las células activadas Ty1 las cuales
juegan un papel importante en la patologia.®****” Se ha visto también que

puede aumentar la secrecién de citoquinas con efecto antiinflamatorio®'>2'4348,

316,348-3%0 & inducir la

disminuir la permeabilidad de la barrera hematoencefalica
expresion de células reguladoras®’?%. Sin embargo, la respuesta a este
farmaco es heterogénea. Alrededor de un tercio de los pacientes presenta una
respuesta Optima al tratamiento. La respuesta heterogénea a los tratamientos
se ha observado también con otros farmacos en la EM y podria estar
relacionada con los distintos mecanismos fisiopatolégicos que presentan los
pacientes.>®’

La busqueda de biomarcadores que permitan la identificacion precoz de
los pacientes que van a mostrar una respuesta Optima a cada tratamiento es
esencial para contribuir a establecer una terapia personalizada en la EM. Esto
es especialmente importante en el momento actual en el que existe un abanico
cada vez mas amplio de opciones terapéuticas.?®*?*® Esto podria ayudar a
elegir de forma precoz la terapia adecuada, evitando la progresién de la

d332

enfermedad™, ya que existen evidencias de que hay dafio axonal desde

estadios tempranos de la enfermedad.>*?
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Se han descrito distintos biomarcadores clinicos o biolégicos que
podrian ayudar a identificar a los respondedores 6ptimos al INF-beta. Como
marcadores clinicos se han propuesto la aparicion de nuevas lesiones en
resonancia magnética nuclear (RMN) durante el primer afio de tratamiento, el
aumento en al menos un punto en la escala EDSS, la aparicion de brotes
clinicos durante el tratamiento o la combinacién de algunos de ellos.>*%3%
Todos ellos son buenos biomarcadores de respuesta al tratamiento. Sin
embargo, para poder evaluar estos biomarcadores hay que esperar a que el
paciente haya sufrido un deterioro, en el caso de pacientes no respondedores,
el cual en muchos casos es irrecuperable. El tiempo que debe transcurrir para
la evaluacién de dichos biomarcadores es de entre uno y dos afos incluso
cuando se utilizan variables radioldgicas.>*

Se han descrito también biomarcadores bioldgicos de respuesta a INF-
beta como los niveles de IL17F en suero. Estudios previos asociaron una
pobre respuesta a INF-beta con una respuesta Th17 en ratones con EAE e
identificaron un subgrupo de pacientes no-respondedores al tratamiento con
INF-beta que se caracterizan por presentar al inicio del tratamiento niveles altos
de IL-17F en suero.**®. Sin embargo, estos resultados no pudieron ser
corroborados en estudios posteriores.**’%*°. La expresion temprana de TRAIL
es otro de los biomarcadores de respuesta a IFN beta identificados
previamente, pero este biomarcador es costoso y dificil de determinar y
probablemente debido a ello, estos resultados tampoco han sido validados®**.

* se dan en alrededor del 33% de los

Las BOC de IgM lipido especificas®
pacientes e identifican muy bien a los respondedores subdptimos, pero no

identifican cuales van a ser los respondedores 6ptimos al tratamiento en el 66%
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restante de los pacientes. Ademas este biomarcador se realiza en LCR lo cual
es una desventaja en comparacion con los marcadores hematicos.

El unico biomarcador de respuesta a tratamiento con INF-beta que se
utiliza en la practica clinica son los NAb. Estos anticuerpos estan asociados
con una perdida de la bioactividad del farmaco.>**. Aparecen entre los 6 y 12
meses de haber comenzado el tratamiento y pueden persistir durante largo
tiempo.

El hecho de que no existan mas biomarcadores que se utilicen con éxito
en la practica clinica podria deberse a una valoracién heterogénea de la
respuesta al tratamiento en los distintos trabajos y a que en muchos de ellos no
se ha tenido en cuenta la aparicion de NAbs. Nosotros medimos estos
anticuerpos en todos los pacientes incluidos en el estudio a los 6 y 12 meses
de tratamiento con el fin de incluirlos como posible variable de confusion, e

impedir que constituyeran un sesgo en el estudio de otros biomarcadores.

5.1- PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO
5.1.1- Valoracion de la respuesta al tratamiento

Cuando se comienza un estudio de biomarcadores de respuesta a
tratamiento, en primer lugar debemos definir los mejores criterios de respuesta
al tratamiento.

El concepto de respuesta a IFN-beta no esta bien establecido en la
literatura y difiere dependiendo de las variables de respuesta seleccionadas. Si
se considera una definicion de respondedor muy estricta, un gran numero de
pacientes van a ser considerados como no respondedores. Sin embargo, si se

elige una definicibn muy conservadora solo un pequefio numero de pacientes
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van a ser considerados como no respondedores. Atendiendo a los distintos
criterios usados, se observa en la literatura una fluctuacion en el numero de
pacientes considerados como respondedores (13%-50%)%432%4362,

La RM y la actividad clinica han demostrado ser utiles por separado en
la deteccion de la actividad de la enfermedad en pacientes con EMRR tratados
con INF-beta, 343354363

Un estudio que investiga el papel de la combinacién de ambas medidas
clinicas y de RMN aplicadas a la evolucién temprana de la respuesta a INF-
beta ha demostrado que la combinacién de medidas de la actividad de la
enfermedad (al menos un brote o la confirmacion del aumento de uno punto en
la escala EDSS) y la presencia de nuevas lesiones en T2 podrian ser la forma
mas eficaz en la evolucién de la respuesta al tratamiento.**®. Las RMN deben
realizarse antes del inicio del estudio y durante el seguimiento. Nosotros
elegimos un criterio estricto considerando que la combinacién de medidas de la
actividad de la enfermedad y la presencia de nuevas lesiones era la forma mas
objetiva de evaluar la respuesta al tratamiento con INF-beta y nos permitiria
seleccionar a los respondedores Optimos. Utilizando dicha evaluacién
observamos que el 37.8% de los pacientes se encontraba libre de actividad de

la enfermedad mientras que el 62.2% de los pacientes presentaba una

respuesta subdptima al tratamiento.

5.1.2- Anticuerpos neutralizantes anti-IFN-beta (NAbs)
Se ha descrito que en pacientes tratados con IFN-beta la prevalencia de
los NAbs se sitiia entre el 5%-42%3%'®, dependiendo de multiples factores, tales

como la glicosilacion del farmaco, la estructura primaria de la proteina, la via de
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administracion y la dosis.*'%* 3%° En relacién a la estructura de la molécula, la
glicosilacion del IFN-beta puede aumentar solubilidad de la proteina y disminuir
su inmunogenicidad®®. El INF-beta 1a (Rebif® y Avonex®) es un farmaco
recombinante glicosilado, producido en mamiferos mientras que el INF-beta 1b
(Betaferon®) es un farmaco recombinante no glicosilado derivado de E. coli y
muestra una inmunogenicidad mas elevada. En cuanto a la via de
administracion Betaferon® y Rebif® comparten la via subcutanea de
administracion del farmaco mientras que Avonex® se administra por via
intramuscular, ambas vias se consideran mas inmunogénicas que la via
intravenosa siendo la via intramuscular la menos inmunogénica®®. La dosis de
farmaco es mas baja en el tratamiento con Avonex® que con los otros dos
farmacos y lo que también se ha asociado a menor incidencia de NAbs. La
presencia de NAbs produce una disminucion de la eficacia del farmaco y se ha
correlacionado con la aparicion de brotes.®®* La falta de estudio de los NAbs
ha hecho que sea dificil la identificacion de buenos biomarcadores de
respuesta a INF-beta, ya que un porcentaje no desdefiable de pacientes de EM
tratados con INF-beta desarrollan anticuerpos frente al farmaco lo cual puede
dar como consecuencia una menor biodisponibilidad del mismo que podria ser
responsable de la falta de eficacia de dicha terapia. Por todo ello, antes de
comenzar con la busqueda de biomarcadores quisimos identificar aquellos
pacientes que presentaban NAbs. Encontramos que el 9% de los pacientes
estudiados presentaban anticuerpos anti-INF-beta. De este 9% se observo que
el 77.8% de los pacientes recibian como tratamiento Betaferén®, el 22.2%
recibia Rebif® 44 y ninguno recibia Avonex®, lo que coincide con los

resultados obtenidos en otros ensayos con INF-beta, que demuestran que el
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INF-beta 1b es el mas inmunogénico.*®; al igual que la menor dosis
administrada con Avonex® y la admistracién intramuscular del mismo®®®
correlaciona con el hecho de que no hayamos encontrado producciéon de NAbs
en los pacientes tratados con Avonex®. La presencia de NAbs se correlaciona
con la aparicion de brotes y una tasa de brotes significativamente mas
alta.®%*2"% Estos estudios coinciden con los datos obtenidos en nuestro
trabajo, donde se observd que ocho de los nueve pacientes con NAbs tuvieron
entre uno y dos brotes durante el tratamiento. Ademas, todos los pacientes con
NAbs presentaron nuevas lesiones T2 en RMN durante el tratamiento como se
muestra en estudios previos.****?" Nuestro trabajo confirma que la presencia de
anticuerpos neutralizantes anti-INF-beta es buen biomarcador que se asocia
con una respuesta suboptima al tratamiento y que es necesaria su

determinacién a la hora de buscar otros posibles biomarcadores.

5.1.3- Estrategia del estudio

Nuestro estudio consté de dos partes. La primera fue el analisis de
muestras de pacientes obtenidas al inicio del tratamiento para buscar posibles
biomarcadores predictores de respuesta al IFN-beta que permitieran la
identificacion de los mejores candidatos para recibir tratamiento con este
farmaco antes del inicio de la terapia. Ademas estudiamos los cambios que
estas poblaciones sufrian a lo largo del tratamiento, realizando un analisis de
muestras obtenidas a los seis meses tras el inicio del mismo. Elegimos este
tiempo porque es un periodo de tiempo corto en la que la mayoria de los
pacientes no manifiestan todavia signos clinicos o radiolégicos que permitan

decidir un cambio de tratamiento. Por tanto, de no encontrar biomarcadores
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antes del inicio del tratamiento, esta segunda opcidén también tendria relevancia
clinica. Este segundo estudio nos permiti6 obtener informacién sobre los
mecanismos fisiopatolégicos de la EM y el efecto del IFN-beta sobre los
mismos. Ademas estudiamos si los biomarcadores encontrados al inicio de la
terapia sufrian o no variaciones durante el tratamiento.

Para evitar sesgos debidos a la presencia de NAb, se eliminaron los 9

pacientes que presentaban estos anticuerpos de esta parte del estudio.

5.2- BIOMARCADORES SOLUBLES
5.2.1- Citoquinas solubles

Basandonos en la disparidad de los trabajos sobre IL-17F%%%3%

nos
propusimos comprobar si esta o alguna otra citoquina soluble en suero podria
ser un buen biomarcador de respuesta a tratamiento con IFN-beta para ello
estudiamos en el suero de los pacientes los niveles de esta interleucina y
exploramos otras citoquinas que juegan un papel en las respuestas Th1, Th2,
Th17, Th22 y en la respuesta innata ya que todas ellas se han involucrado en
la EM.'®"19331% " Cuantificamos las siguientes citoquinas: IL-12, IL-1R, IFN-y,
TNF-a, IL-6, IL-17F, IL-22, IL-13, IL-4, IL-2, IL-10 e IL-5. No se encontraron
diferencias significativas en ninguna de las citoquinas entre respondedores y
no-respondedores al tratamiento con INF-beta, incluyendo la IL-17F; ni ningun
cambio de los niveles de citoquinas a lo largo del tratamiento. Estos resultados
pueden deberse a que las citoquinas son sustancias que se secretan de forma
paracrina y es dificil encontrar variaciones importantes de las mismas en suero.

Pensamos que, como ocurre en otras patologias autoinmunes, los niveles de

citoquinas en suero no son un buen biomarcador de respuesta en la EM. Estos
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datos concuerdan con otro estudio llevado acabo en una cohorte de 118
pacientes con EMRR el cual no encuentra diferencias estadisticamente
significativas en el nivel sérico de IL-17F entre pacientes con una buena
respuesta de los que tuvieron una pobre respuesta a INF-beta en el suero
pretratamiento.>*’

Por otra parte, estudios publicados anteriormente muestran que los
niveles de INF-y, L-17F, IL-10 y IL-4 secretados por PBMC activados son
similares entre pacientes de EM respondedores y no-respondedores a IFN-

338

beta y sugieren que los niveles de citoquinas no identifican a los

respondedores al IFN-beta en la EM.

5.2-2-Vitaminas

Entre los diversos factores ambientales asociados con la esclerosis
multiple se encuentran las vitaminas, particularmente la vitamina D.

La relacién de la vitamina D con la fisiopatologia de la EM ha sido
sobradamente demostrada.®’®® Se han asociado niveles altos en suero de 25
hidroxivitamina D con un bajo riesgo de padecer EM.**%%* Otros estudios han
visto que los niveles de esta vitamina son mas bajos en pacientes en brote
comparados con los pacientes en remision.?®'%? Se ha correlacionado también
la concentracion en suero de 25(OH) vitamina D con la severidad de la

patologia y con una peor progresién de la misma.'%%%

, mostrando algunos
estudios una correlacion inversa entre actividad en resonancia magnética y
niveles de 25(0OH) vitamina D en suero y entre EDSS y niveles de 25(0OH)

vitamina D en suero. '®'% En nuestro estudio hemos observado que los

niveles vitamina D son mas bajos en pacientes que en controles confirmando
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los hallazgos previos de otros autores. Ademas hemos estudiado la diferencia
en los niveles de vitamina D entre pacientes y controles dependiendo de las
estaciones. En invierno, los pacientes tienen niveles claramente mas bajos de
vitamina D. Dichos niveles aumentan tanto en pacientes como en controles en
los meses de verano, pero las diferencias se mantienen, ya que los pacientes
nunca llegan a alcanzar los niveles de los individuos sanos.

Esto no se habia observado en otros estudios, realizados en el norte de
Europa. Asi, en Finlandia no se aprecian diferencias en los niveles de vitamina
D entre controles y pacientes al analizar todas las muestras de suero en
conjunto, ni en las muestras recogidas en los meses de invierno (octubre a
mayo). En cambio, observaron diferencias significativas en las muestras de
verano (junio a septiembre), en las que los pacientes tenian niveles mas bajos
de vitamina D que los controles.*®” Por el contrario, otro estudio realizado en
Barcelona obtiene resultados opuestos, no observandose diferencias
significativas durante los meses de verano pero si durante los meses de
invierno'®. Estos datos demuestran que en todos los estudios que relacionan
la vitamina D con la EM y mas en general, con la autoinmunidad, se debe tener
en cuenta la latitud y la exposicidn solar, que podrian dar cuenta de algunas de
las diferencias encontradas.

También estudiamos la posible asociacion de los niveles de vitamina D
con la respuesta al tratamiento con IFN-beta. Otros grupos han observado una
relacion entre niveles bajos de 25-OH vitamina D en suero y la aparicion de
brotes en pacientes tratados con natalizumab e INF-beta.'®”3%®_ Asi mismo, se
ha sugerido que el IFN-beta podria estar modulando el metabolismo de la

vitamina D ya que los pacientes en tratamiento con IFN-beta producen tres
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veces mas vitamina D por hora de exposicion solar y esto estaria produciendo
un efecto positivo en la reduccién de los brotes.”®” Por el contrario, otro estudio
asocia unos niveles mas altos de 25-OH vitamina D con una reduccion en el
numero de lesiones en T2 antes de iniciar del tratamiento con INF-beta, sin
encontrar sin embargo, asociacion entre los niveles de vitamina D y la
respuesta al tratamiento."®

Nuestros datos concuerdan con este ultimo trabajo. Observamos niveles
similares de vitamina D en el grupo de pacientes respondedores y en el de no-
respondedores y no apreciamos efecto del tratamiento sobre los niveles de
vitamina D. Esta falta de correlacion con la respuesta al tratamiento podria
deberse a la fluctuacién que los niveles de vitamina D experimentan en los
pacientes a lo largo del afio, pasando la mayoria por niveles bajos de esta
vitamina al menos en los meses de invierno. Estos datos no descartan un
posible papel coadyuvante al tratamiento por parte de la vitamina D. Para ello
habria sido necesario estudiar a pacientes que residan en areas geograficas
con alta exposicién solar, o suplementar con vitamina D a algunos de los
pacientes del estudio.

Para confirmar el posible papel antiinflamatorio de la vitamina D
estudiamos la correlacién entre los niveles de vitamina D y las distintas
poblaciones celulares inflamatorias y reguladoras en nuestros pacientes antes
del inicio del tratamiento. El efecto inmunomodulador y anti-inflamatorio de la
vitamina D sobre los linfocitos T'° ha sido descrito por varios autores. Se ha
sugerido que la vitamina D contribuye a la activacion de los linfocitos T

98,369

reguladores y aumenta el ratio entre las células Th2 y Th1, lo que

provocaria una reduccidon de la inflamacién. También se ha descrito que la
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vitamina D aumenta el numero de linfocitos T CD4+ productores de IL-10 y
disminuye el nimero de células que producen IL-6 e IL-17.%8. Describe también
una reduccion en la produccién de INF-gamma.®® Sin embargo, estos trabajos
estan realizados in vitro con cultivos de células T CD4+ aislados a los que se le
ha afadido 1,25 hidroxivitamina D. Nuestro estudio esta realizado comparando
los niveles séricos de vitamina D con células obtenidas ex vivo. En él
observamos una correlacion inversa entre los niveles de vitamina D sérica y el
porcentaje de linfocitos CD4+ secretores de INF-gamma. Esto apoyaria el
efecto inmunomodulador y anti-inflamatorio de la vitamina D.

También estudiamos la relacién de la EM y la respuesta a tratamiento
con los niveles de otras vitaminas liposolubles en suero. Existen diversos
trabajos que estudian la posible relacion entre la vitamina E y la respuesta al
tratamiento con INF-beta en pacientes con EM. En un estudio transversal
realizado con un pequefo grupo de pacientes se ha descrito que los niveles de
vitamina E en plasma aumentan en pacientes tratados durante varios afios con
IFN-beta, sin embargo estos datos no se han ratificado en un estudio
longitudinal."'® Otro trabajo observa niveles reducidos de vitamina E en
eritrocitos de pacientes con EM comparados con controles al inicio del
tratamiento con INF-beta y que estos niveles se normalizan a los seis meses de
tratamiento, sin embargo estos cambios en los niveles de vitamina E no se
observan en plasma.’”® En vista de esos datos preliminares, nosotros nos
propusimos estudiar los niveles de vitamina E antes del tratamiento o en las
fases iniciales del mismo.

112,115-118

Tal y como se habia descrito previamente , encontramos que los

pacientes antes del tratamiento muestran niveles claramente mas bajos que los
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controles, probablemente debido al papel que esta vitamina con propiedades
antioxidantes podria jugar para contrarrestar el estrés oxidativo que se origina
en la enfermedad.’®'% También encontramos que los niveles de Vitamina E
antes del tratamiento se correlacionan con los porcentajes de la subpoblacién
CD19+CD86+ que se ha relacionado con la induccién de una respuesta T
antiinflamatoria.?*>%%® Esto podria indicar que la reduccion del estrés oxidativo
por la vitamina E podria contribuir a disminuir la respuesta inflamatoria en la
EM. Por otra parte, en nuestro estudio, no encontramos diferencias en los
niveles de vitamina E de los pacientes antes del tratamiento y 6 meses
después del comienzo del mismo. Este estudio realizado en 90 pacientes
seguidos de forma longitudinal demuestra que el IFN-beta no tiene efecto sobre
los niveles séricos de vitamina E, tal y como sugerian algunos estudios previos.

Por otra parte se ha descrito que niveles altos mantenidos de vitamina E
a lo largo del tratamiento disminuyen la probabilidad de nuevos brotes en
pacientes tratados con IFN-beta. Sin embargo este trabajo no estudia la
relacion de esta vitamina con la probabilidad de quedar libre de actividad de la
enfermedad.®”' Nosotros nos propusimos estudiar si los niveles de vitamina E
constituyen un marcador pronostico de respuesta al interferon beta en la EM.
No encontramos diferencia en los niveles de esta vitamina entre pacientes
libres de actividad de la enfermedad y aquellos con respuesta suboptima. Estos
datos no descartan una relacion de los niveles de vitamina E con una mejor
evolucion de los pacientes, pero muestran que los niveles de esta vitamina no
son de utilidad para identificar de manera precoz a los respondedores 6ptimos

a IFN-beta.
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La vitamina A es un nutriente esencial cuyas acciones fisioldgicas estan
mediadas por sus metabolitos, los acidos retinoicos, los cuales tienen una

120,121,372

funcién importante en la respuesta inmunoldgica y en el sistema

nervioso central'?31%4

, controlando la plasticidad y la regeneracién del
mismo."**

En los primeros trabajos donde se media la vitamina A usando
marcadores subrogados, se postuld que los pacientes de EM tenian valores
disminuidos de dicha vitamina.*”® Sin embargo estudios mas recientes no han
confirmado estos resultados,’”* pero se ha postulado que niveles séricos
elevados podrian tener un efecto beneficioso, sobre todo en la carga
lesional.’® Ademas, cuando se ha estudiado el efecto conjunto del IFN-beta
con el acido retinoico se ha encontrado que el acido retinoico potencia el efecto
del tratamiento sobre los linfocitos T supresores.”'. Sin embargo, no se ha
evaluado si la vitamina A podria ser un buen biomarcador de respuesta al
tratamiento con INF-beta y si los niveles de esta vitamina se elevan al recibir
dicho tratamiento. Nosotros no hemos encontrado diferencias en la vitamina A
entre pacientes y controles, confirmando los hallazgos mas frecuentes, ni
hemos visto un aumento de esta vitamina en respuesta al tratamiento con
interferon. Tampoco hemos encontrado correlacion entre los niveles de
vitamina A y la probabilidad de quedar libre de actividad de la enfermedad. Al
igual que comentamos en el caso de las otras vitaminas liposolubles, esto no

excluye que la vitamina A pueda ser un coadyuvante eficaz a algunos

tratamientos en la EM.
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5.2.3- Activina A

En la EM y en su modelo animal, la EAE, los macréfagos periféricos
infiltrados dentro del SNC, participan en la induccion y desarrollo de la
enfermedad. La diferenciacion y polarizacibn de estos macrofagos esta
determinada por el microambiente celular. La investigacion de los mecanismos
subyacentes que conducen a esta diferenciacion de los macréfagos a su
fenotipo M1 (proinflamatorio) o M2 (anti-inflamatorio) ha llevado a la
identificacion de la activina A como un factor que contribuye a esta
polarizacion.

El analizar los niveles de activina A en el suero de los pacientes
incluidos en estudio como posible biomarcador indirecto de la respuesta
inmune innata de los pacientes dio como resultado unos niveles mas elevados
de activina A en los pacientes con EM al inicio del tratamiento que los controles
sanos. Sin embargo los niveles de Activina A no han podido relacionarse con el
tratamiento. La presencia de niveles altos de activina A en suero de pacientes
con EM sugiere que esta proteina podria contribuir a la la diferenciacion de los
macrofagos pro-inflamatorios que contribuyen a establecer la respuesta inmune
perjudicial en esta enfermedad, de acuerdo con lo encontrado en otras
patologias inflamatorias.?®2?%® Por otra parte la no correlacién de los niveles de
activina A con la respuesta al tratamiento puede deberse a que el INF-beta
tiene un efecto mayor sobre la respuesta Th1 siendo capaz de modular en

mayor medida la respuesta adaptativa que la innata.
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5.3- BIOMARCADORES CELULARES

Una vez estudiadas las moléculas solubles, quisimos explorar las
diferentes respuestas inmunoldgicas celulares que intervienen en la
fisiopatologia de la EM con el fin de encontrar un posible biomarcador que
identifique a los pacientes con una buena respuesta a INF-beta. Estudiamos en
primer lugar a los linfocitos T cooperadores ya que su implicacion en la
fisiopatologia de la EM es ampliamente aceptada.’®® Mas en concreto

analizamos las células Th1 y Th17'92193:375

que han sido involucradas en la
respuesta inflamatoria que aparece en la enfermedad'®?'%37 y |as células
reguladoras ya que el déficit o los defectos en su funcién se han asociado con
la EM'®. Exploramos también las distintas subpoblaciones de linfocitos T
CD8+, los cuales juegan un rol importante en la EM como posibles causantes
directos del dafio axonal que se produce en las lesiones desmielinizantes.?''2*
Consideramos de gran relevancia el analisis de las células B ya que se han
asociado de maneras diversas con la fisiopatologia de la enfermedad. Asi las
células B de LCR se asocian estrechamente con el volumen lesional en T2 y
con la neurogegeneracion.’®”?*® Estas células intervienen en la respuesta
inmune adaptativa como productoras de IgG oligoclonal, que esta presente en
el LCR del 95% de los pacientes con EM®® en la respuesta inmune T
independiente mediante la produccién de IgM oligoclonal frente a lipidos por
linfocitos B CD19+CD5+, que se asocian con una mayor severidad de la
enfermedad.’®?%*;  como células presentadoras de antigeno ,*’ o como
células reguladoras.?®* Los linfocitos T CD5+ hematicos se han relacionado con

un mayor riesgo de conversion a EM tras un sindrome neuroldgico aislado y

las células B reguladoras con una buena respuesta IFN-beta?®>?%. Otra de las
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poblaciones interesantes a estudiar por su asociacién con la EM son las células
NK?', sobre todo la poblacion de células NK reguladoras que se han

relacionado con la respuesta al tratamiento con IFN-beta®’*%

5.3.1- Linfocitos T CD4+

Se considera que los linfocitos T CD4+ juegan un papel importante en la
fisiopatologia de la EM, sobre todo aquellos con accion proinflamatoria como
las células Th1 y Th17 que se han asociado con los periodos de actividad de la
enfermedad.'® Estas células indirectamente se han implicado en la respuesta
al tratamiento con interferon beta, aunque los resultados de los distintos
estudios son controvertidos.***3*® Nuestros resultados al valorar las células Th1
y Th17 fueron similares a los que obtuvimos con las citoquinas solubles. Estas
células no nos permitieron identificar a los respondedores 6ptimos a interferén
beta antes del inicio del tratamiento ni después de seis meses tras el inicio del
mismo.

Otra subpoblacion de linfocitos CD4+que juegan un papel importante en
la EM son los linfocitos CD4+ reguladores. La supresion activa llevada a cabo
por las células T reguladoras juega un papel clave en el control de las células
autorreactivas y en el mantenimiento de la tolerancia periférica.3"®3®

Se ha descrito una reduccion en la capacidad supresora de las células T
reguladoras CD4+CD25+FoxP3+ en varias enfermedades autoinmunes. 33-38%-
384 En 2004, aparecia publicado el primer trabajo que mostraba defectos en las
funciones supresores de los linfocitos T reguladores CD4+CD25+ circulantes

en pacientes con EM.'® Estudios posteriores confirmaron estos datos

demostrando que células T reguladoras derivadas de pacientes con EMRR
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muestran una disminucion en su capacidad para inhibir células T especificas
frente a mielina y la proliferacién de células T no-antigeno especificas. 9920138
También se ha observado una disminucion de las células T reguladoras en
pacientes con EMRR durante los brotes®® y una expansién de las mismas
durante los periodos estables de la enfermedad.’®®%" Esto ha hecho que
cuando se analicen los porcentajes de estas células en comparaciéon con
controles sanos, los resultados sean contradictorios. Hay grupos que detectan
una frecuencia de células T reguladoras similar entre controles sanos y
pacientes de EM.*® En otros estudios, el porcentaje de células T reguladoras

es inferior en la EM al encontrado en individuos sanos, %%

mientras que un
numero reducido de trabajos encuentran un porcentaje de linfocitos T
reguladores superior al de los controles sanos.*®” Nosotros, estudiamos a todos
los pacientes en fase estable y no encontramos diferencias significativas en el
porcentaje de linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ al comparar los pacientes con
EM vy los controles sanos. Sin embargo, cuando estudiamos la relacion de
estas células con la respuesta al tratamiento, observamos un porcentaje
elevado de linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ en los respondedores suboptimos
al tratamiento con INF-beta al inicio del mismo. Descartamos que los niveles
altos de células T reguladoras se debieran en este grupo a la proximidad del
tratamiento con corticoides, que pueden aumentar el numero de células T

reguladoras en sangre,"-"

ya que no existian diferencias en el numero de
brotes previos al tratamiento entre ambos grupos de pacientes y el tiempo
medio al ultimo brote era similar. Una posible explicacion es que este hallazgo

podria deberse a que en este grupo de pacientes exista una actividad

inflamatoria subclinica mayor dentro del sistema nervioso central, y que el
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porcentaje aumentado de linfocitos T CD4+CD25+FoxP3+ sea un mecanismo
que intente compensar dicha inflamacion.

A continuacién, medimos estas células a los seis meses de tratamiento.
Los mecanismos de accion mediante los cuales el IFN-beta ejerce su funcién
inmunomoduladora no son del todo conocidos. Una de las posibles dianas
terapéuticas del farmaco son los linfocitos T CD4+ reguladores. Ya a principios
de los anos 90 se describi6 que el INF-beta aumentaba la funcién
inmunosupresora en la EM y que esto se reflejaba en la progresion de la
enfermedad.®®*?. Estos datos se validaron en estudios posteriores.?*3%,
Ademas se ha descrito que el IFN-beta puede aumentar la proporcién de
linfocitos T CD4+ reguladores en pacientes con EM entre los 6 y 12 meses de

203,207,208,387,390,394

tratamiento , aunque estos datos no son concluyentes, ya que

388,389,395 387 396 Nyestros resultados

no se validaron en otros trabajos.
muestran que a lo largo del tratamiento se producia un aumento significativo de
la poblacién reguladora CD4+CD25+FoxP3+ en los pacientes del grupo de
respondedores Optimos y no en el resto de los pacientes. Estos resultados
coinciden con los obtenidos en pacientes tratados con otra terapia
inmunomoduladora en la EM, el acetato de glatiramero, que muestran un
aumento de los linfocitos T reguladores tras el tratamiento en los pacientes con
una respuesta optima y no en los no respondedores.*® Estos datos sugieren
que el déficit de linfocitos T reguladores tiene un papel importante en la EM y

restaurar un balance adecuado de estas células puede asociarse con una

respuesta 6ptima a distintas terapias.
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5.3.2- Linfocitos T CD8+
Distintas evidencias prueban que los linfocitos T CD8+ juegan un papel
importante en la fisiopatologia de la EM.?"®3%"3% gon |a poblacion linfocitaria

183,210

que predomina en las lesiones y se correlacionan con el dafo axonal en

211-213 219-221

las mismas. y con una disminucion de la remielinizacién. Estas
acciones la llevan a cabo mediante su funcién citotoxica y la liberacion de
perforina, aunque también pueden inducir apoptosis neuronal mediante la
secrecion de altas cantidades de TNFa #',.2"® Sin embargo, las células T CD8+
no solo ejercen un papel patogénico en la EM, también se ha descrito una
subpoblaciéon que podria tener también una funcion reguladora. Estas células
reguladoras CD8+ reconocen y lisan células T CD4+ activadas especificas
frente a mielina.®*’. Experimentos realizados durante la década de los 90 ya
demostraron que células T CD8+ podian suprimir la respuesta de células T
CD4+ activadas.?*®*%" Esta funcion la desempefian mediante la liberacion de
granulos de perforina y granzima y restringidas por moléculas de MHC-I no
clasica el HLA-E. Estas células reguladoras se encuentran disminuidas en
pacientes EM en brote, en relacibn a pacientes en remisién y a controles
sanos.’?. La importancia de las células T CD8+ reguladoras en el
mantenimiento de Ila homeostasis inmunolégica ha sido confirmada
recientemente en varias en enfermedades autoinmunes humanas y en sus
modelos animales. En artritis reumatoide y diabetes mellitas tipo I, la induccion
y funcion de las células T CD8+ reguladoras se encuentra reducida en
pacientes con enfermedad activa y en modelos experimentales murinos.*24%

Un papel supresor similar de los linfocitos T CD8+ se ha descrito en lupus

eritematoso sistémico, esclerosis sistémica, enfermedad de Graves, espondilitis
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anquilosante y uveoretinitis autoinmune experimental.*”” La transferencia
pasiva de células T CD8+ reguladoras especificas frente a MOG a ratones
naive es capaz de suprimir de la induccion de la EAE. Estas células producen
IFN-gamma y perforina y lisan a las células T CD4+ especificas frente a
MOG.*?® En pacientes de EM se ha objetivado la presencia de células T CD8+
especificas frente a autoantigenos del sistema nervioso central, pero no frente
a antigenos foraneos. Dichas células muestran una actividad reguladora,
suprimiendo la proliferacion de células T CD4+ cuando estimuladas por los
mismos antigenos. El porcentaje de estas células es similar en pacientes de
EM en remisién y controles sanos pero se encuentra disminuido durante los
brotes, **° donde también se observa una reduccién en la expresiéon de
perforina y granzima B?*2.??® En nuestro estudio, observamos que, antes del
inicio del tratamiento con interferon beta, las células T CD8+perforina+ se
encuentran aumentadas en los pacientes que van a responder de forma éptima
al tratamiento, en relacion al grupo de respondedores subdptimos y a los
controles sanos. Estos datos podrian estar indicando una poblacién celular
efectora que puede ser inhibida por el interferon beta. Otra posibilidad seria
que estas células sean linfocitos T CD8+perforina+ con funcion supresora y
contribuyan a la funcion inmunoreguladora del IFN-beta. Esta hipétesis viene
avalada por el mantenimiento de las diferencias entre respondedores 6ptimos y
suboptimos a los seis meses de tratamiento. En cualquier caso, las diferencias
claras en los niveles de estas células entre los dos grupos de pacientes hacen
que esta poblacidn celular pueda ser utilizada como biomarcador de respuesta

optima al tratamiento con INF-beta. Estos datos se han validado en una cohorte
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independiente y este biomarcador puede ser determinado en células
congeladas, lo que limita las dificultades técnicas para su uso clinico.
Estos datos sugieren que los linfocitos T CD8+ perforina+ reguladores

pueden ser necesarios para una respuesta optima al IFN-beta en la EM.

5.3.3- Linfocitos B

El papel de los linfocitos B en la fisiopatologia de la EM viene avalado
por una serie de datos como el hallazgo de células B en las lesiones crénicas
410417y en el LCR*'?*"3 de pacientes con EM. El porcentaje de linfocitos B de
LCR esta aumentado en los pacientes con EM con relacion a controles.?*® Este
aumento se observa mas claramente en las poblaciones de células B

255,414 y se

activadas®*® y en las que expresan el marcador de superficie CD5+
asocia con la carga lesional y la concentracién de la subunidad ligera de los
neurofilamentos en LCR."®"?*¢ Otro indicador del papel de los linfocitos B en la
EM es la sintesis intratecal de inmunoglobulinas. La presencia de bandas
oligoclonales de 1gG (BOC) se observa en el LCR del 95% de los pacientes con
EM®’®, que también pueden presentar bandas oligoclonales de IgM especificas
frente a lipidos. La presencia de estas bandas IgM predice un curso mas
agresivo de la patologia.?®®.

Con respecto a los valores de linfocitos B en sangre periférica, en la EM
se han estudiado estas células teniendo en cuenta sus distintas funciones:
presentadoras de antigeno, productoras de anticuerpos y reguladoras.

Para el estudio de los linfocitos B como células presentadoras de

antigeno, se estudian las moléculas coestimuladoras que presentan en

superficie y la produccion de citoquinas proinflamatorias. En la EAE se observé
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que la expresion de la molécula CD80+ en las células presentadoras de
antigeno inducia una respuesta Th1, mientras que la molécula CD86 inducia
una respuesta Th2. Estos estudios sugieren que variaciones en la expresion
de CD80 y CD86 podrian influir en la regulacion de la respuesta autoinmune
que tiene lugar en la EM.*"**'® Se ha descrito que los pacientes de EM con
enfermedad activa muestran un incremento de las células B CD80+ " y que
la terapia con INF-beta reduce el nimero de células B CD80+ circulantes en
sangre y aumenta el nimero de células B CD86+.*'°. Estos resultados han sido

validados en otros trabajos, 2°°*%

que muestran que el IFN-beta es capaz de
modificar la presentacién antigénica de las células B disminuyendo su
capacidad proinflamatoria. Sin embargo, nuestros resultados muestran que
los valores basales de CD80 y CD86 o la produccion de citoquinas
proinflamatorias en los linfocitos B no identifican a los futuros respondedores
optimos a interferén beta. Y aunque se aprecia una tendencia al aumento de
esta subpoblacién en todos los pacientes durante el tratamiento, dicho aumento
tampoco se asocia con estar libre de actividad de la enfermedad. Estos datos
sugieren que, aunque la funcién de los linfocitos B como presentadores de
antigeno puede ser importante en la fisiopatologia de la EM, estas células no
son utiles para identificar respondedores 6ptimos a IFN-beta.

A continuacion estudiamos el papel de los linfocitos B como células
productoras de anticuerpos. El marcador CD38+ se asocia con la diferenciacion
de los linfocitos B y la produccién de altos titulos de anticuerpos. Por tanto, al
inicio de nuestro estudio parecia el marcador ideal para identificar a las células

altamente productoras de inmunoglobulinas. Sin embargo, recientemente se ha

caracterizado una subpoblacién de linfocitos B con fenotipo regulador
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caracterizada por la coexpresion de CD38 y CD24. Esta subpoblaciéon
aumenta claramente en respuesta al tratamiento con IFN-beta en la EM.*"
Dado que el comarcaje con CD24 no estaba disefiado en nuestro estudio, no
pudimos diferenciar entre las dos subpoblaciones de células CD38+. Esto ha
representado un problema a la hora de identificar si los aumentos o cambios de
esta subpoblaciéon en nuestros pacientes se asocian con la produccién de altos
niveles de anticuerpos o con un aumento en células reguladoras. Antes del
inicio del tratamiento observamos un aumento moderado de la subpoblacion B
CD38+ en los pacientes no respondedores. Esto hace pensar que dicho
aumento podria deberse a la poblacién efectora y que estos linfocitos B
activados podrian asociarse con una peor respuesta a IFN-beta. Sin embargo,
los porcentajes de las células B CD38+ aumentaron de modo muy significativo
durante el tratamiento, independientemente de la respuesta al mismo. Este
aumento podria deberse a la subpoblacién reguladora, ya que se ha descrito
que aumenta con el tratamiento. Sin embargo, esta variable no resultd util para
identificar a los pacientes con alta probabilidad de quedar libres de actividad de
la enfermedad, ya que las diferencias entre respondedores Optimos y
subdptimos en las muestras de inicio eran muy pequefias y los aumentos
durante el tratamiento fueron similares en ambos grupos.

A continuacion, estudiamos las células CD5+ positivas responsables de
la respuesta IgM T-independiente frente a antigenos muy conservados,
principalmente de naturaleza no proteica. Se ha descrito que los pacientes de
EM muestran un porcentaje aumentado de estas células B comparado con
controles, aunque las diferencias son menores que en LCR.%*®> Ademas, un

porcentaje de linfocitos B CD5+ elevado en sangre periférica aumenta el riesgo
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de conversion a EM tras un sindrome neurolégico aislado.?®® Nosotros,
observamos que los pacientes mostraban un porcentaje claramente aumentado
de linfocitos B CD5+ al compararlos con el grupo de controles sanos,
confirmando los datos obtenidos en estudios previos. Ademas, detectamos
que, antes del inicio del tratamiento, este aumento era considerablemente mas
alto en el grupo de pacientes que iban a mostrar una respuesta subdptima al
IFN-beta. Este hecho podria explicarse porque los linfocitos B CD5+ median
una respuesta B T-independiente que seria dificilmente modulada por el IFN-
beta, que parece actuar principalmente sobre linfocitos T.

Establecimos como punto de corte un porcentaje del 3% para estos
linfocitos y observamos que un valor inferior al mismo contribuye a identificar a
los pacientes con altas probabilidades de quedar libres de enfermedad si se
tratan con IFN-beta. Esta asociacion resulta mas clara en los pacientes
tratados con altas dosis del farmaco. Esto sugiere que en algunos pacientes
tratados con baja dosis del mismo que muestran fenotipo de buenos
respondedores.

En resumen, nuestros datos sugieren la utilidad del estudio de los
linfocitos B CD5+ en sangre para establecer una terapia personalizada en la
EM. Cuando intentamos validar estos resultados en una cohorte independiente,
no se replicaron nuestros resultados. Dado que nuestras células habian sido
analizadas en fresco y las de la cohorte de validacion eran células congeladas,
estudiamos si la congelacion podria alterar los porcentajes de linfocitos B CD5+
en sangre. Observamos que se producia una disminucion en dichos

porcentajes en muestras previamente congeladas, tal y como se habia descrito
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en estudios previos y por tanto nuestros datos deberian validarse en estudios
prospectivos.*®

Nuestros datos indican que porcentaje de linfocitos B CD5+ analizados
en fresco es un marcador facil de analizar y reproducible para identificar
pacientes con alta probabilidad de mostrar una respuesta 6ptima a IFN-beta en
la EM. Una vez validados estos datos en estudios multicéntricos podria
introducirse facilmente en la practica clinica habitual.

Para comprobar si los valores de estos linfocitos también podrian ser un
biomarcador una vez iniciado el tratamiento, medimos los porcentajes de estas
células tras seis meses de tratamiento. Tanto los linfocitos B totales, como los
CD5+ aumentaron en los pacientes respondedores durante el tratamiento con
IFN-beta. Esto es dificil de explicar, dada la asociacion que se ha encontrado
entre los linfocitos B CD5+ y la inflamacién en la EM. Sin embargo, no se
puede descartar que este aumento se deba a subpoblaciones reguladoras, las
cuales se caracterizan por presentar en su superficie el marcador CD5.*'® Para
analizar esto en profundidad estudiamos también los linfocitos B reguladores
en nuestros pacientes. Algunos trabajos han descrito la existencia de un
porcentaje disminuido de células B reguladoras secretoras de IL-10 en los
pacientes con EM en relacién a controles sanos y que esta disminucion se
acentta durante los brotes®®, asociandose con las manifestaciones clinicas de
la enfermedad. Por el contrario, otros autores han visto en distintas
enfermedades autoinmunes, entre las que se incluye la EM, que existe una
expansion de dicha poblacién en los pacientes que muestran porcentajes
significativamente mayores en la sangre que los controles sanos.*'® Este

aumento se atribuye a un intento de control de la inflamacién y la
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autoinmunidad. Nosotros no encontramos diferencias significativas en el
porcentaje de células B productoras de IL-10 entre controles sanos y los
pacientes de EM antes del inicio del tratamiento, pero observamos que los
pacientes respondedores experimentaban un aumento significativo en esta
poblacién celular. Esto sugiere que parte del aumento de los linfocitos B que
experimentan los pacientes respondedores puede deberse a células
reguladoras. La diferencia entre el aumento de los porcentajes de linfocitos B
totales y B CD5+ y los B reguladores podria deberse a la baja sensibilidad que
muestran las técnicas actuales para ver secrecion de |IL-10 por linfocitos B 0 a
otras poblaciones B reguladoras como la secretora de IL-35 que se ha descrito
recientemente en la EM.*?° La relacién de las células B reguladoras con la
respuesta optima a IFN-beta viene avalada por una serie de datos previos. Los
primeros se obtuvieron en el modelo animal, ya que se demostré6 que estas
células eran capaces de inhibir el inicio de la EAE en ratones y de mediar
resistencia a la enfermedad.**'*?? En la EM, la disminucién de las células B
reguladoras se ha relacionado con los brotes de la enfermedad.?** Ademas, se
ha observado que el tratamiento con IFN-beta aumenta la produccién de IL-10
por los linfocitos B?°°?%, Todo ello confirma que una de las poblaciones
celulares que median el efecto del IFN-beta en la EM son los linfocitos B
reguladores y que un aumento importante de estas células se asocia con la

ausencia de actividad de la enfermedad durante este tratamiento.

5.3.4- Células NK y NKT
Las células natural killer (NK) son una importante poblacion de linfocitos

granulares que inducen la lisis de células infectadas por virus y células
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tumorales sin necesidad de wuna sensibilizacion previa. Son células
pertenecientes a la inmunidad innata que expresan multitud de receptores
activadores e inhibidores. La citotoxicidad de estas células estd determinada
por un balance entre estas sefiales activadoras e inhibidoras.?®® La citdlisis de
las células diana se alcanza por una variedad de mecanismos efectores que
incluyen la liberacién de granulos que contienen perforina y granzima y la
expresion de receptores de muerte de la superfamilia del TNF. (Fas y FasL). El
mecanismo preferentemente utilizado por las células NK para llevar acabo su

funcion efectora es la desgranulacion.?®.

Las células NK humanas se
caracterizan en funcién de la intensidad con la que expresan en la membrana
las moléculas CDS56. Algunas expresan esta molécula con intensidad
intermedia (CD56dim) y otras con una intensidad alta (CD56brigh).
Aproximadamente el 90% de las células NK en sangre periférica son
CD56%™CD16"*. Son células efectoras que producen citoquinas y lisis de las
células diana ya que expresan grandes cantidades de perforina y granzima B.%®
Otra poblacion que expresa la molécula CD56%™ son las células NKT,
poblacion que algunos autores consideran un subtipo de células NK y otros
como una poblacion independiente. Se caracteriza por la expresién de CD3 y
en humanos la molécula CD8aq, las cuales pueden tener tanto funcién efectora
como reguladora. Estas células estan implicadas en la regulacion de
reacciones autoinmunes.*?® Se ha mostrado que el porcentaje de células NKT
esta disminuido en sangre periférica de los pacientes con EM*?**?° sobre todo

durante los brotes.*?® > En nuestro estudio no hemos encontrado diferencias

significativas en estas dos poblaciones de células CD56%™ al inicio del
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tratamiento ni a los 6 meses, corroborando lo encontrado en estudios
anteriores.*®

Por otro lado, la subpoblacién CD56°""CD16  constituye menos del
10% del total de células NK en sangre periférica; se encuentra preferentemente
en los o6rganos linfoides secundarios y puede expresar un gran numero de
citoquinas diferentes como INF-y, TNF-a, GM-CF e IL-10.?®®> Se ha demostrado
que esta poblacion de células CD56"9" no tiene una actividad citolitica y que
producen en altas cantidades la citoquina inmunosupresora IL-10, la cual le
confiere sus propiedades reguladoras. La evaluacién de las células NK bright
no nos han permitido predecir la respuesta al tratamiento con INF-[3 al inicio del
tratamiento ya que no se encontraron diferencias significativas entre los
pacientes respondedores y no respondedores. Tampoco se encontraron
diferencias entre los pacientes de EM y los controles como se demostraba en
estudios previos.**®

Sin embargo se ha demostrado la expansién de las células CD56°"9"
tras el tratamiento con anticuerpos monoclonal anti-CD25 (Daclizumab)?®7:428:429
y su correlacién con una respuesta Optima al mismo.*?® Asi mismo, se ha visto
la expansidon de las células CD56”"" en pacientes tratados con interferén
beta.293%3343% En esta linea, nuestros resultados también muestran una
expansion de las células CD56”""™ con el tratamiento con IFN-beta pero
restringido al grupo de respondedores Optimos, lo que demuestra la
importancia de la expansidn de esta poblacion reguladora para lograr una
buena respuesta al tratamiento. Al separar a los pacientes en respondedores

optimos y subdptimos detectamos esta expansion ya a los 6 meses, mientras

2 207 335.

que en otros estudios solo se observé tras 1 0 24 meses de tratamiento
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En resumen, nuestro trabajo demuestra que esta poblacion celular se puede
utilizar como un biomarcador de respuesta al tratamiento.
5.3.5- Efecto inmunosupresor de las células reguladoras

Hemos demostrado en este trabajo que en los respondedores 6ptimos,
El IFN-beta esta produciendo un aumento en tres poblaciones reguladoras, las
cuales estan ejerciendo un efecto inmunosupresor, sin embargo no conocemos
que células estan siendo inmunosuprimidas por dichas poblaciones
reguladoras. Por ello quisimos ver si el aumento de cada una correlacionaba
con la disminucion de alguna subpoblacién celular. En EM no se han llevado a
cabo estudios amplios en sangre total de correlacion entre poblaciones
reguladoras y el resto de subpoblaciones celulares, las unicas poblaciones
celulares entre la que se ha descrito una correlacion inversa ha sido entre las
células T reguladoras y la células Th17, encontrandose un ratio disminuido
Treg/Th17 en EM.**' Dicha correlacion se ha encontrado también en otras
patologias como abortos recurrentes tempranos.**? Sin embargo, en nuestro
estudio no encontramos esta correlacion, lo cual podria ser debido al bajo
porcentaje de células Th17 que encontramos en nuestro estudio. Otro abordaje
distinto donde se deplecionaban las células T reguladoras en SNC
correlacionaban con un incremento de las células T CD8+INFgamma+.*** En
nuestro trabajo encontramos una correlacion inversa entre células
CD4+C25highFoxP3+ y las células CD8+ totales, las células CD8+ productoras
de TNF-alfa e IFN-gamma y las células NK. Esto parece indicar que estas
células T reguladoras podrian tener un efecto inmunosupresor sobre las células

con una accion citotoxica.
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Respecto a las células B reguladoras se ha demostrado in vitro que en
pacientes infectados con VIH, dichas células inhiben a las células T citotoxicas
que eliminan a los linfocitos T CD4+ infectados por el virus.*** En nuestro
estudio no hemos encontrado correlacion entre las células B reguladoras
productoras de IL-10 y ninguna de las subpoblaciones celulares estudiadas.
Esto puede ser debido a que en la EM estas células reguladoras parecen no
estar actuando sobre una célula efectora en concreto sino que estan ejerciendo
una accién indirecta induciendo la activacién de las células T reguladoras*®

En relacion a las células CD56bright, es posible que las células
CD56°™9" interaccionen con linfocitos Ty B pero esto no ha sido investigado en
profundidad.**® Encontramos que existia una correlacidn inversa con las células
B CD19+ y especialmente las células B CD19+CD5+. Esto podria contribuir a
modular una de las subpoblaciones celulares que interviene en la fisiopatologia

de la enfermedad.?®®

5.4- CONSIDERACIONES FINALES

El amplio abanico de terapias disponibles hoy dia para el tratamiento de
la EM ha hecho necesaria la identificacion precoz de los pacientes que podrian
beneficiarse en mayor medida de cada farmaco, para poder establecer una
terapia personalizada en la enfermedad. Hasta ahora son los marcadores
clinicos y radiolégicos los que mas se utilizan para establecer opciones
terapéuticas. Sin embargo, esto implica un cierto deterioro para los pacientes
no respondedores que puede repetirse con distintas terapias. Por ello la
busqueda de biomarcadores moleculares y celulares predictivos de respuesta

al del tratamiento es una necesidad importante en la EM. Nosotros para
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realizar este estudio establecimos unos criterios estrictos de respuesta al
tratamiento con el fin de identificar biomarcadores que predijeran la ausencia
de actividad de la enfermedad. Para evitar factores de confusion en nuestro
estudio, se analiz6 la presencia de anticuerpos neutralizantes anti IFN beta que
podrian producir un fracaso secundario de la terapia y se eliminaron del estudio
los pacientes que presentaban estos anticuerpos.

No encontramos relacion entre los valores séricos de distintas
citoquinas en suero y la respuesta al tratamiento, posiblemente porque al
secretarse de manera paracrina puede ser dificil que en el suero se reflejen las
variaciones de las mismas.

Las vitaminas liposolubles tampoco son buenos biomarcadores de la
respuesta optima al tratamiento con IFN-beta. Sin embargo, hemos confirmado
que la vitamina D se encuentra disminuida en el suero de pacientes respecto a
controles sanos y hemos descrito que este fendmeno se produce tanto en
épocas de baja como de alta exposicion solar.

La activina A, el ultimo biomarcador soluble analizado, tampoco se
asocia con la respuesta al tratamiento, pero, contrariamente a lo que ocurre
con las vitaminas, se encuentra aumentada en los pacientes con EM respecto a
los controles. Esto puede explicarse por su papel en la diferenciacién de
macrofagos pro-inflamatorios, que parecen jugar un papel importante en el
mantenimiento de la inflamacion en la EM.

En estudio de poblaciones celulares hemos encontrado biomarcadores
de respuesta a tratamiento, Asi, un porcentaje disminuido de linfocitos B CD5+
y un porcentaje elevado de linfocitos T CD8+Perforina+ y niveles disminuidos

de células Treg predicen una respuesta Optima al tratamiento con IFN-beta,
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siendo los dos primeros marcadores los que alcanzan unos niveles mayores de
significacion.

El estudio de validacion de dichos biomarcadores confirmé el hallazgo
obtenido en nuestro estudio sobre los linfocitos T CD8+Perforina+ y nos mostré
que el porcentaje de linfocitos B CD5+ solo se puede determinar en sangre
fresca, no siendo util su determinacién en células congeladas.

Por ultimo, el estudio de biomarcadores a los 6 meses de tratamiento
nos ha mostrado que el IFN-beta esta actuando sobre tres poblaciones
celulares reguladoras: las células T CD4+CD25highFoxP3+, las célula B
CD19+IL10+ y las células NK CD56bright, confirmando el papel que juega la
induccién de las células reguladoras en el mecanismo de accién de IFN beta y
el que déficit de estas células es uno de los mecanismos implicados en la

fisiopatologia de la EM
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CONCLUSIONES

El INF- beta es un farmaco seguro y bien tolerado que induce la
remisidoncompleta en alrededor de un tercio de los pacientes de EM.

1. Para el estudio de biomarcadores de respuesta al tratamiento es
necesario el establecimiento de unos criterios de respuesta que incluyan
parametros clinicos como de resonancia.

2. Es necesario ademas monitorizar la presencia de anticuerpos
neutralizantes frente al farmaco a los 6-12 meses de tratamiento, pues puede
inducir perdida de eficacia en alrededor del 10% de los pacientes.

4. El analisis inicial de las subpoblaciones linfocitarias nos ha permitido la
identificaciéon de dos biomarcadores precoces de respuesta al tratamiento con
IFN-beta: un porcentaje disminuido de linfocitos B CD5+ y un porcentaje
aumentado de linfocitos T CD8+Perforina+ van a predecir una buena respuesta
a la terapia.

5. La vitamina D se encuentra disminuida en los pacientes de EM y podria
tener un papel inmunomodulador sobre los linfocitos T CD4+ productores de
IFN-gamma contribuyendo a frenar la inflamacion caracteristica de la EM.

6. Los niveles de vitamina E en el suero de los pacientes de EM estan
disminuidos, puede ser debido a un consumo excesivo de dicha vitamina por
su papel anti-oxidante eliminando los radicales libres implicados en los
procesos de desmielinizacion.

7. La activina A, molécula que favocerece un fenotipo pro-inflamatorio en
los macrofagos, se encuentra aumentada en los pacientes de EM lo que podria
indicar un papel de la inmunidad innata en la fisiopatologia de la EM.

8. El tratamiento con |IFN-beta incrementa los niveles de células
reguladores (linfocitos T CD4+CD25highFoxP3+, linfocitos B IL10+, células

CD56brigh) en los pacientes con una respuesta 6ptima al farmaco. Esto nos ha
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CONCLUSIONES

permitido esclarecer un poco mas el mecanismo de accion del IFN-beta y los

mecanismos fisiopatolégicos de la EM.
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Background and purpose: Different data show an association between human
herpesvirus 6 (HHV-6) and multiple sclerosis (MS). Intrathecal anti-HHV-6 immuno-
globulin G (IgG) was detected in MS patients, but the antigen recognized by cere-
brospinal fluid (CSF) IgG has not been characterized yet. Our objective was to
identify the HHV-6 antigens recognized by IgG present in the CSF of patients with
MS.

Methods: Cerebrospinal fluid IgG of 15 MS patients and eight patients with other
neurological diseases was purified on protein G Sepharose columns. Purified 1gG
from every patient was linked to a CNBr-activated Sepharose 4B column. Fifty
micrograms of viral extract was applied to each column. Bound proteins were eluted
and analysed by SDS-PAGE and silver staining. The viral protein was characterized
by mass spectrometry.

Results: A protein of 150 kD was eluted from CSF IgG columns of three of eight
patients with primary progressive MS and one of seven with relapsing—remitting
MS. After digestion and mass spectrometry analysis 10 peptides were found with
100% homology with the major capsid protein of the HHV-6A.

Discussion: These findings confirm the presence of anti-HHV-6 IgG in CSF of MS
patients, particularly in progressive forms, and identify major capsid protein as the
major antigen recognized by CSF IgG from MS patients.

Introduction

Multiple sclerosis (MS) is the most common demyelin-
ating disease of the central nervous system. Although
its aectiology remains unknown, different environmen-
tal factors have been associated with MS develop-
ment. These include vitamin D levels, smoking and
infectious agents, such as Epstein—Barr virus and
human herpesvirus 6 (HHV-6).

Different studies have described a relationship
between HHV-6 and MS. The presence of DNA and
proteins of HHV-6 was found in oligodendrocytes, as-
trocytes, lymphocytes and microglia of MS plaques
[1]. In addition, increased levels of anti-HHV-6-spe-
cific antibody levels and HHV-6 DNA were found in
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the serum of MS patients [2-9], and a correlation was
found between the reactivation of HHV-6 and disease
activity [9-13].

Moreover, an intrathecal immunoglobulin G (IgG)
response to anti-HHV-6 was detected in approximately
one-fifth of MS patients [14,15]. This was evidenced by
the presence of oligoclonal IgG bands reacting against
a total virus extract. However, the HHV-6 antigens rec-
ognized by oligoclonal IgG bands present in the cere-
brospinal fluid (CSF) of MS patients have not been
identified yet. Oligoclonal IgG bands are a hallmark of
MS. They demonstrate an antigen driven humoral
immune response restricted to the CNS. However, the
precise autoantigens recognized by these antibodies
remain unknown. In the present study, a method was
developed to purify and identify the HHV-6 antigens
recognized by IgG present in the CSF of patients with
MS and the relationship of these antibodies with differ-
ent disease forms was studied. This can contribute to
identifying autoantigens that play a relevant role in MS
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Introduction

Summary

Changes in blood natural killer (NK) cells, important players of the immune
innate system, have been described in multiple sclerosis (MS). We studied
percentages and total cell counts of different effector and regulatory NK cells
in cerebrospinal fluid (CSF) of MS patients and other neurological diseases
to gain clearer knowledge of the role of these cells in neuroinflammation. NK
cell subsets were assessed by flow cytometry in CSF of 85 consecutive MS
patients (33 with active disease and 52 with stable MS), 16 with other inflam-
matory diseases of the central nervous system (IND) and 17 with non-
inflammatory neurological diseases (NIND). MS patients showed a decrease
in percentages of different CSF NK subpopulations compared to the NIND
group. However, absolute cell counts showed a significant increase of all NK
subsets in MS and IND patients, revealing that the decrease in percentages
does not reflect a real reduction of these immune cells. Remarkably, MS
patients showed a significant increase of regulatory/effector (CD56*&"/
CD56%") NK ratio compared to IND and NIND groups. In addition, MS
activity associated with an expansion of NK T cells. These data show that NK
cell subsets do not increase uniformly in all inflammatory neurological
disease and suggest strongly that regulatory CD56"8" and NK T cells may
arise in CSF of MS patients as an attempt to counteract the CNS immune
activation characteristic of the disease.

Keywords: CSF, innate immunity, multiple sclerosis, natural killer cells,
neuroinflammation

the surface expression of CD56, NK cells have been classi-
fied as effector (CD56%™) or regulatory (CD56%") cells.

Multiple sclerosis (MS) is considered to be a T cell-
mediated autoimmune disease that results in demyelination
and axonal loss inducing irreversible neurological deficits.
Recent studies suggest that the innate immune system plays
an important role in both the initiation and progression of
MS by influencing the effector function of T and B cells [1].
Natural killer (NK) cells contribute to both effector and
regulatory functions of innate immunity via their cytotoxic
activity and their ability to secrete pro- and anti-
inflammatory cytokines and growth factors [1]. Mecha-
nisms by which NK cells could have an impact on
autoimmune responses include a rapid cytokine release
before autoreactive T cell differentiation and modulation of
interactions between autoreactive T and B lymphocytes and
antigen-presenting cells [2]. Several NK subsets responsible
for different functions have been identified [3]. Based on

Effector NK cells are characterized by intracellular expres-
sion of perforin and granzymes, which are proteolytic
enzymes involved in target killing [4,5]. They may be subdi-
vided further into CD56*CD16" (cytotoxic effector cells) [6]
and CD56'CD3* (NK T cells), which may produce a variety
of cytokines and control other immune cells [7]. Con-
versely, CD56*¢" NK regulatory cells represent fewer than
10% of peripheral blood NK cells, express low levels of
perforin and are able to secrete large amounts of cytokines
[1,8]. In addition, CD56 CD16" NK cells are a defective NK
subset with impaired cytolytic function that increases in
viraemic HIV and hepatitis C virus (HCV)-infected indi-
viduals [9,10]. A high level of these dysfunctional cells
reveals a disturbance in innate cellular immunity that asso-
ciates with an impaired ability to respond to anti-viral treat-
ment with interferon (IFN)-o and ribavirin [10].

© 2015 British Society for Immunology, Clinical and Experimental Immunology, 180: 243-249 243
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Abstract

Cystic Fibrosis (CF) is an inherited pleiotropic disease that results from abnormalities in the gene codes of a chloride
channel. The lungs of CF patients are chronically infected by several pathogens but bacteraemia have rarely been reported
in this pathology. Besides that, circulating monocytes in CF patients exhibit a patent Endotoxin Tolerance (ET) state since
they show a significant reduction of the inflammatory response to bacterial stimulus. Despite a previous description of this
phenomenon, the direct cause of ET in CF patients remains unknown. In this study we have researched the possible role of
microbial/endotoxin translocation from a localized infection to the bloodstream as a potential cause of ET induction in CF
patients. Plasma analysis of fourteen CF patients revealed high levels of LPS compared to healthy volunteers and patients
who suffer from Chronic Obstructive Pulmonary Disease. Experiments in vitro showed that endotoxin concentrations found
in plasma of CF patients were enough to induce an ET phenotype in monocytes from healthy controls. In agreement with
clinical data, we failed to detect bacterial DNA in CF plasma. Our results suggest that soluble endotoxin present in
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bloodstream of CF patients causes endotoxin tolerance in their circulating monocytes.
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Introduction

The incidence of Endotoxin Tolerance (ET), defined as a state of
reduced responsiveness to an endotoxin challenge after a primary
bacterial insult [1], has been reported in the settings of several
diseases including sepsis, trauma, and coronary syndromes [2-5].

Cystic Fibrosis (CF) is a complex disease that affects essentially
all exocrine epithelia [6]. CF results from abnormalities in the
gene that codes for the chloride channel termed CF Transmem-
brane Conductance Regulator (CFIR), which belongs to the
extended family of ATP-binding cassette (ABC) transporter
ATPases [6]. This transmembrane glycoprotein is expressed in
some epithelia, and controls chloride flux across cell surfaces. In
addition, it down-regulates transepithelial sodium transport,
regulates calcium-activated chloride channels and potassium
channels, and may also serve important functions in exocytosis.
Some clinical features of CF include injuries of primary organs
(pancreas, sinus, liver, intestine and exocrine pancreas) and
secondary complications such as malnutrition and diabetes.
However, morbidity and mortality of CF patients are usually the
result of chronic lower airway bacterial infections and inflamma-
tion of the lungs. Repeated episodes of polymicrobial infection in
these patients cause a progressive deterioration of lung tissue, a

@ PLoS ONE | www.plosone.org

decline in pulmonary function and, ultimately, respiratory failure
and death in 90% of CF patients. In this regard, the observed high
frequency of pathogen colonization in these patients points to a
significant deficiency of their innate immune system [6,7].

A number of studies conducted so far have focused on local and
resident cells (e.g. lung epithelial cells and neutrophils), and most
of them described a defective secretion of pro-inflammatory
cytokines [8]. Our previous findings revealed a patent E'T status in
circulating monocytes (M@s) isolated from CF patients [9,10].
These cells are unable to mount a standard inflammatory response
after ex vivo endotoxin challenge. Besides that, we also have noticed
other main features of ET status in their M@s (e.g. high phagocy-
tosis ability and poor antigen presentation) [9,10]. Additionally, a
low expression of TREM-1 at cell surface has been detected in
circulating CF-M@s [9]. This orphan receptor magnifies the
inflammation after TLR activation in myeloid cells and is
mmplicated in a number of inflammatory pathologies [11]. The
low levels of TREM-1 expression in circulating CF M@s partially
justify the non-responsiveness state in CI' patients.Nevertheless,
the answer to the question “Why are circulating cells from CF
patients tolerant?” is largely unknown.

The translocations of microorganisms and/or microbial prod-
ucts have been previously described in other pathologies, such as

December 2011 | Volume 6 | Issue 12 | e29577
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