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RESUMEN

Titulo: Accion de la vitamina D en la expresion de la via de regulacion de

TGF-beta en pacientes con esclerosis multiple recurrente — remitente

Introduccion:

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria y desmielinizante que
afecta al sistema nervioso central (SNC). Su etiologia sigue siendo desconocida aunque
se considera una enfermedad multifactorial, en la que factores genéticos y ambientales
generan una disfuncion del sistema inmune que termina ocasionando inflamacion y
neurodegeneracion. La vitamina D (VD) es un factor ambiental relacionado con la EM
que tiene un papel inmuno-regulador importante favoreciendo acciones anti-
inflamatorias sobre el sistema inmune, tales como producciéon de citoquinas anti-
inflamatorias (IL-4, IL10, TGF-B), reduccion de citoquinas pro-inflamatorias (IL-12,
IL17, IFN-y) y modular la respuesta celular T hacia un fenotipo inmuno-regulador.

TGF-B es una superfamilia de citoquinas y factores de crecimiento que
intervienen en procesos de crecimiento y diferenciacion celular en el sistema inmune.
Su principal funcion es anti-inflamatoria, favoreciendo el desarrollo y mantenimiento de
las células T reguladoras FOXP3+, pero en presencia de IL-6, favorece la diferenciacion
hacia Th17, un fenotipo celular pro-inflamatorio relacionado con la EM. Existen
diferentes vias de sefializacion que utiliza TGF-f3 para llevar a cabo sus funciones, unas
dependientes de proteinas SMAD vy otras no dependientes de proteinas SMAD, que a su
vez estan reguladas a diferentes niveles. Las BMPs son proteinas morfogenéticas dseas,
que se engloban dentro de la superfamilia de TGF-, que utilizan las vias SMAD y no-

SMAD de TGF-B e intervienen en procesos de modulacion de respuesta celular y
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humoral en el sistema inmune. Los mecanismos por los que la VD es capaz de regular la

via de sefalizacion de TGF-3 no son del todo conocidos.

Objetivos:

El objetivo principal fue caracterizar la variacion de la expresion génica de
SMAD7 y ERKI, como representantes de las vias SMAD y no-SMAD de TGF-$
en pacientes con EM recurrente-remitente (EMRR) bajo suplementacién con
VD.

Como objetivos secundarios caracterizamos la variacion de la expresion génica
de ZMIZ1, como representante de las proteinas reguladoras del STAT activado y
de BMP2, BMPRII, BMP4, BMP5 y BMP7 como representantes de BMPs en
pacientes con EMRR bajo suplementacién con VD.

Analizamos la correlacion entre los niveles séricos de VD y la expresion de los
distintos genes seleccionados.

Analizamos si el mecanismo de accion de los fdrmacos modificadores de la
enfermedad (DMT) influye en la expresion génica de TGF-p.

Por ultimo, analizamos si los datos de actividad clinico-radioldgica de la

enfermedad influyen en la expresion génica de los diferentes genes.

Material y métodos:

Se incluyeron pacientes con EMRR reclutados de las consultas de Neurologia del

Hospital General Universitario Gregorio Maraidn, en Madrid. Los pacientes debian

presentar niveles insuficientes de VD en sangre (< 30 ng/ml) siguiendo los criterios de

inclusion del estudio y fueron suplementados con VD (Calcifediol 0,266 mg, una

ampolla via oral al mes) siguiendo préctica clinica habitual. Se realizaron un total de
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cuatro visitas por paciente. En la primera visita se recogieron los datos de actividad
clinico-radiolégica de la enfermedad basales, se extrajo sangre basal y se inicid la
suplementacion con VD. Una segunda visita tuvo lugar al mes del inicio de la
suplementacion con una nueva extraccion de sangre. Una tercera visita a los seis meses
del inicio de la suplementacion con nueva extraccién sanguinea y finalmente la Gltima
visita al ano del estudio donde se recogieron de nuevo los datos de actividad clinico-
radioldgica de la enfermedad.

Respecto a las muestras biologicas, se extrajeron linfocitos T CD4+ de la sangre
periférica de los pacientes obtenida en los diferentes tiempos del estudio. Se aislo el
RNA de los linfocitos T CD4+ y se sintetizd el DNA complementario (cDNA). Se
seleccionaron genes candidatos representativos de las diferentes vias de TGF-B
(SMAD7, ERK1, ZMIZ1, BMP2, BMPRII, BMP4, BMP5 y BMP?7). Los cambios en los
genes seleccionados se midieron en 21 pacientes con EMRR al inicio, un mes y seis
meses después del inicio de la suplementacion con VD. La cuantificacion relativa de la
expresion génica se realizd mediante qRT-PCR. Para los datos de actividad clinico-
radioldgica de los pacientes se utilizd el Rio-Score, que engloba datos de brotes,
lesiones de RM y discapacidad medida por EDSS. Para el andlisis de los resultados, se

utilizd el método 2724

para cuantificar la expresion génica relativa con el software
StepOnePlus v2.3 (Applied Biosystems) y su cuantificacion mediante el software
Expression Suite v1.3 (Life Technologies). Para identificar los genes con expresion
diferencial se utilizaron el andlisis de la varianza (ANOVA) y la prueba t (t-test)
pareada. Se utiliz6 la correlacion de Pearson para estudiar la asociacion entre variables.
Las variables clinico-radiologicas de la enfermedad se analizaron con el software IBM

SPSS Statistics v26.0. Se consideraron estadisticamente significativos los valores de p <

0.05.
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Resultados:

Se incluyeron un total de 21 pacientes en el estudio. La mediana de edad fue de 39
afios (IQR, 20-56) y la mayoria eran mujeres (76,2%). Todos los pacientes estaban en
tratamiento con DMT, siendo natalizumab el mas frecuente. Los niveles séricos de VD
aumentaron desde el inicio hasta los seis meses, estando en rango de suficiencia (> 30
ng/ml) desde el primer mes. Se encontré un aumento de expresion media de SMAD7 de
3,66 veces (p = 0.033) desde el inicio hasta los seis meses, y de 5,32 veces (p = 0.008)
desde el primer hasta el sexto mes desde la suplementacion. También se encontrd un
aumento de expresion media de ERK/ a los seis meses en comparacion con el primer
mes (1,84 veces; p = 0.002) desde la suplementaciéon con VD. No se encontraron
diferencias significativas de expresion con el resto de genes estudiados. Tampoco se
encontro una correlacion directa entre los niveles séricos de VD y la expresion de los
distintos genes. Por otro lado, la expresion media de BMPRII cambi6 de forma
diferencial en los pacientes no tratados con natalizumab frente a los tratados con
natalizumab (3,66 veces; p = 0.001). En cuanto a la actividad clinico-radiolégica de la
enfermedad medida a través del Rio-Score, también se observaron cambios en la
expresion de ERK basal en el grupo de mejora o estabilidad del Rio-Score (2,25 veces;
p = 0.045), BMP2 basal (7,44 veces; p = 0.008) y tras seis meses de suplementacion
(3,92 veces, p = 0.023) en el grupo de empeoramiento del Rio-Score y BMP5 al primer
mes (23 veces; p = 0.004) también en el grupo de empeoramiento del Rio-Score. Por
ultimo, se encontr6é un aumento de expresion de BMP2 basal (5,94 veces; p = 0.017) en
pacientes que tuvieron brotes y un aumento de expresion de BMP5 basal (15.55 veces; p

=0.019) en aquellos cuya EDSS empeoro.
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Conclusiones:

En nuestro estudio sugerimos que la VD podria estar afectando a la regulacion
génica de las vias SMAD y no-SMAD de TGF-f, teniendo por tanto un papel crucial en
la inmunorregulacion que ejerce esta citoquina en los distintos procesos asociados a la
enfermedad. La VD no estd influenciando en la expresion del resto de genes estudiados.
Asi mismo, tampoco se encontrd una relacion directa entre los niveles séricos de VD y
la expresion génica de TGF-B por lo que se sugiere una regulacion indirecta, mas
compleja, sobre estas vias. El bloqueo de la migracion celular hacia el SNC en relacion
al tratamiento con natalizumab y que existan, por tanto, aparentes compartimentos
periferia/SNC diferentes no parece ser determinante en la expresion regulatoria de TGF-
B. Se encontr6 una desregulacion de la via de sefalizacion de BMP en los pacientes en
funcién de las caracteristicas clinico-radiologicas de la enfermedad, aunque no se
relacionaban con los niveles de VD, ni cambiaban en funcion de la normalizacion de la

misma.
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ABSTRACT

Title: Role of vitamin D in the expression of the TGF-beta regulatory

pathway in patients with relapsing-remitting multiple sclerosis.

Background:

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and demyelinating disease affecting
the central nervous system (CNS). Its aetiology remains unknown although it is
considered a multifactorial disease, in which genetic and environmental factors generate
a dysfunction of the immune system that leads to inflammation and neurodegeneration.
Vitamin D (VD) is an environmental factor related to MS that has an important
immune-regulatory role favoring anti-inflammatory actions on the immune system, such
as production of anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL10 and TGF-), reduction of pro-
inflammatory cytokines (IL-12, IL17 and IFN-y) and modulating the T cell response
towards an immune-regulatory phenotype.

TGF-B is a superfamily of cytokines and growth factors involved in cell growth
and differentiation processes in the immune system. Its main role is anti-inflammatory,
favoring the development and maintenance of FOXP3+ regulatory T cells, but in the
presence of IL-6, it favors differentiation towards Thl7, a pro-inflammatory cell
phenotype related to MS. There are different signaling pathways used by TGF-B to
carry out its functions, some dependent on SMAD proteins and others not dependent on
SMAD proteins, which in turn are regulated at different levels. BMPs are bone
morphogenetic proteins, which are included within the TGF-$ superfamily, which use

the SMAD and non-SMAD pathways of TGF- and are involved in processes of
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modulation of cellular and humoral response in the immune system. The mechanisms

by which VD is able to regulate the TGF-f signaling pathway are not entirely known.

Aims:

- The primary aim was to characterize gene expression variation of SMAD7 and
ERK 1, as representatives of the SMAD and non-SMAD pathways of TGF-§ in
patients with relapsing-remitting MS (RRMS) under VD supplementation.

- As secondary aims we characterized the variation of gene expression of ZMIZ]1,
as representative of activated STAT regulatory proteins and of BMP2, BMPRII,
BMP4, BMP5 and BMP?7 as representatives of BMPs in RRMS patients under
VD supplementation.

- We analyzed the correlation between serum VD levels and the expression of the
different selected genes.

- We analyzed whether the mechanism of action of disease-modifying drugs
(DMT) influences TGF-P gene expression.

- Finally, we analyzed whether clinical-radiological disease activity data influence

gene expression of the different genes.

Materials and methods:

Patients with RRMS recruited from the Neurology Department of the Hospital
General Universitario Gregorio Marafion in Madrid were included. The patients had to
present insufficient VD levels in blood (< 30 ng/ml) following the inclusion criteria of
the study and were supplemented with VD (Calcifediol 0.266 mg, one ampoule orally
per month) according to standard clinical practice. A total of four visits were made per

patient. At the first visit, baseline clinical-radiological disease activity data were
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recorded, baseline blood was drawn and VD supplementation was started. A second
visit took place one month after starting supplementation with a new blood draw. A
third visit took place six months after the start of supplementation with a new blood
draw and finally the last visit one year into the study, where the clinical-radiological
disease activity data were collected again.

Regarding the biological samples, CD4+ T lymphocytes were extracted from the
peripheral blood of the patients obtained at the different times of the study. RNA was
isolated from CD4+ T lymphocytes and complementary DNA (cDNA) was synthesized.
Candidate genes representative of the different TGF- pathways (SMAD7, ERKI,
ZMIZ1, BMP2, BMPRII, BMP4, BMP5 and BMP7) were selected. Changes in selected
genes were measured in 21 RRMS patients at baseline, one month and six months after
initiation of VD supplementation. Relative quantification of gene expression was
performed by qRT-PCR. For patients' clinical-radiological activity data, the Rio-Score
was used, which includes data on relapses, MRI lesions and disability measured by

EDSS. For analysis of the results, the 244"

method was used to quantify relative gene
expression with StepOnePlus v2.3 software (Applied Biosystems) and its quantification
using Expression Suite v1.3 software (Life Technologies). Analysis of variance
(ANOVA) and paired t-test were used to identify differentially expressed genes.
Pearson's correlation was used to study the association between variables. The clinical-

radiological variables of the disease were analyzed with IBM SPSS Statistics v26.0

software. Values of p < 0.05 were considered statistically significant.

Results:

A total of 21 patients were included in the study. The median age was 39 years

(IQR, 20-56) and the majority were women (76.2%). All patients were on treatment
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with DMT, natalizumab being the most common. Serum VD levels increased from
baseline to six months, being in the sufficiency range (= 30 ng/ml) from the first month.
A 3.66-fold (p = 0.033) mean SMAD?7 expression increase was found from baseline to
six months, and a 5.32-fold (p = 0.008) increase from the first to the sixth month since
supplementation. A mean ERKI expression increase was also found at six months
compared to one month (1.84-fold; p = 0.002) since VD supplementation. No
significant differences in expression were found with the rest of the genes studied. No
direct correlation was found between serum levels of VD and the expression of the
different genes. On the other hand, mean BMPRII expression changed differentially in
patients not treated with natalizumab versus those treated with natalizumab (3.66-fold; p
=0.001). In regard to clinical-radiological disease activity measured via the Rio-Score,
changes in baseline ERK expression were also observed in the Rio-Score improvement
or stability group (2.25-fold; p = 0. 045), BMP? at baseline (7.44-fold; p = 0.008) and
after 6 months of supplementation (3.92-fold, p = 0.023) in the Rio-Score worsening
group and BMP5 at one month (23-fold; p = 0.004) also in the Rio-Score worsening
group. Finally, an increase in baseline BMP2 expression (5.94-fold; p = 0.017) was
found in patients who had relapses and an increase in baseline BMP5 expression (15.55-

fold; p = 0.019) in those whose EDSS worsened.

Conclusions:

In our study we suggest that VD could be affecting the gene regulation of the
SMAD and non-SMAD pathways of TGF-p, thus playing a crucial role in the immune-
regulation mediated by this cytokine in the different processes associated with the
disease. VD is not influencing the expression of the rest of the genes studied. In

addition, no direct relationship was found between serum levels of VD and TGF-3 gene
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expression, suggesting an indirect, more complex regulation of these pathways. The
blockade of cell migration into the CNS in relation to natalizumab treatment and that
there are, therefore, apparent distinct peripheral/CNS compartments does not appear to
be determinant in the regulatory expression of TGF-B. Dysregulation of the BMP
signaling pathway was found in patients as a function of the clinical-radiological
characteristics of the disease, although these were not related to VD levels, or changed

as a function of normalization of the VD.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la Esclerosis Multiple

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad inflamatoria y desmielinizante
que afecta al sistema nervioso central (SNC) [1,2]. Desde el punto de vista patologico,
la EM se caracteriza por la presencia de lesiones en el SNC, en las que ocurren los
fenomenos de disrupcion de la barrera hemato-encefilica (BHE), inflamacion,
desmielinizacion, pérdida de oligodendrocitos con gliosis reactiva y la consecuente
degeneracion neuronal y axonal [3,4]. Estas lesiones o “placas” fueron descritas por
primera vez por Jean-Martin Charcot en el siglo XIX, llevando a cabo la primera
correlacion de los hallazgos anatomo-patologicos y las manifestaciones clinicas de la
enfermedad [5]. La EM es una enfermedad que se desarrolla principalmente en adultos
jovenes (entre 20-40 afos), con un ratio de frecuencia mayor en mujeres (2-3:1), siendo
la principal causa no traumatica de discapacidad neurolédgica en este grupo de poblacion
[6,7]. La EM presenta un inicio y evolucion muy heterogéneos entre distintos pacientes,
y en el propio paciente a lo largo del tiempo [8].

La forma de presentacion mas comun de la EM (85%) consiste en la aparicion de
brotes de la enfermedad, variables en cuanto a intensidad y duracién, seguidos de
periodos de remision totales o parciales. Esta forma de la enfermedad se denomina
esclerosis multiple recurrente-remitente (EMRR) y es la que presenta mejor respuesta a
las terapias actuales. Con la evolucion de la enfermedad, aproximadamente la mitad de
estos pacientes presentan un deterioro neurolégico progresivo, independiente de nuevos
brotes, siendo mas resistentes a la accion de los tratamientos modificadores de la
enfermedad (DMT por sus siglas en inglés). Esta segunda fase de la enfermedad se

denomina esclerosis multiple secundaria progresiva (EMSP). Existe un porcentaje
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pequeiio de pacientes, alrededor del 10%, en los que la enfermedad se presenta de
manera progresiva desde su inicio, sin presencia de brotes ni remisiones,
denominandose esclerosis multiple primaria progresiva (EMPP) [9,10].

La etiologia de la EM es todavia desconocida, pero se sabe que tiene una fuerte
base autoinmune. Se han descrito una serie de factores genéticos (variantes alélicas
relacionadas con la respuesta inmune) y factores ambientales, tales como la vitamina D
(VD), agentes infecciosos, tabaquismo, etc., que en combinacion, darian una mayor
susceptibilidad en el individuo para presentar una disfuncion de su sistema inmune,
responsable de los fenomenos de inflamacién y neurodegeneracion caracteristicos de la

enfermedad [11-14].

1.2 Epidemiologia

La prevalencia media mundial de la EM se sittia en 33 casos por cada 100.000
habitantes, pero varia considerablemente entre paises. Se ha visto que la latitud de cada
pais influye en las tasas de incidencia y prevalencia de la enfermedad, siendo mas altas
en aquellos paises alejados del Ecuador. Regiones como América del Norte y Europa
tienen las prevalencias mas altas (140 y 108 casos por 100.000 habitantes,
respectivamente) y Asia y Africa subsahariana las mas bajas (2,2 y 2,1 casos por
100.000 habitantes, respectivamente) [15].

En los ultimos anos se ha observado un incremento en la incidencia y prevalencia
de la EM en todo el mundo, lo que ha llevado a modificar la clasificacion sobre zona de
riesgo de EM. Actualmente se definirian como zonas de alto riesgo las que presentan
una prevalencia de > 100 casos por 100.000 habitantes, zonas de riesgo medio las que
presentan una prevalencia de 50-100 casos por 100.000 habitantes, y zonas de riesgo

bajo las que presentan una prevalencia de < 50 casos por 100.000 habitantes. La
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prevalencia en Espafia se sitia en torno a los 125 casos por 100.000 habitantes, aunque
varia por sexo y edad. Estos datos situarian a nuestro pais entre los de mayor riesgo de
presentar EM [16,17].

Los pacientes con EM, en comparacion con la poblacion general, presentan una
tasa de mortalidad mas alta y una esperanza de vida mas corta, de aproximadamente 10
afios, aunque segun series danesas y noruegas recientes, la supervivencia de los

pacientes con EM es mayor en las ultimas seis décadas [18,19].

1.3 Etiologia

A pesar de que la etiologia de la EM se considera todavia desconocida en muchos
puntos, existen numerosas observaciones que establecen un origen autoinmune claro. Al
igual que otras enfermedades autoinmunes, en la EM, el papel del sistema inmune
mediado por la inmunidad innata y adquirida es primordial para el desarrollo de
inflamacion y neurodegeneracion resultantes de la enfermedad. La EM se considera que
tiene un origen multifactorial, en el que participan factores ambientales que sobre un
individuo, genéticamente predispuesto, ocasionan una disfuncidn en su sistema inmune

[20].

1.3.1 Factores genéticos

El papel de los factores genéticos en el desarrollo de la EM esta fundamentado en
diversas observaciones epidemiologicas. Se sabe que el riesgo de padecer EM en la
poblacion general es de aproximadamente un 0.1%, mientras que el riesgo para
familiares de primer grado de un paciente con EM asciende hasta un 3-5% [21,22].
Existe también una concordancia entre gemelos monocigotos del 30%, frente a un 3-5%

entre gemelos dicigotos [21,23].
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El principal factor genético estudiado relacionado con el desarrollo de la EM es el
alelo HLA-DRB1*1501 y otros loci relacionados con este alelo. Ser heterocigoto para
HLA-DRB1*1501 confiere un odds ratio (OR) > 3 para desarrollar EM, mientras que
ser homocigoto para el mismo alelo tiene un OR > 6 [24]. El mecanismo subyacente del
alelo HLA-DRB1*1501 no es del todo conocido, aunque se supone que interviene a
través de la presentacion de antigenos. Estudios mas recientes de asociacion de genoma
completo han establecido correlacion entre mas de 150 polimorfismos de un tnico
nucledtido y el riesgo de desarrollar EM. Estos estarian localizados cerca de genes de
regulacion del sistema inmune. La OR de la mayoria de estos polimorfismos es baja,
situdndose en torno a 1,1-1,2, aunque no se puede descartar un efecto combinado de los
mismos [14,25,26].

Lo comentado anteriormente pone de manifiesto que la EM es una enfermedad
poligénica, en donde otros factores ambientales se combinan para generar una mayor
susceptibilidad al desarrollo de la enfermedad. Sin embargo, existen también estudios
que han evidenciado que hay genes que pueden conferir proteccién o resistencia al
desarrollo de la EM, como las observaciones de la poblacion maltesa que presentan

HLA-DRB1*11 [27], o HLA-DRB1*01, con mecanismos todavia por dilucidar [28].

1.3.2 Factores ambientales

A pesar de la relevancia de los factores genéticos, por si solos no serian
suficientes para el desarrollo de la enfermedad. Los estudios migratorios respaldan la
hipotesis de que la exposicion medioambiental es necesaria para la EM. Los inmigrantes
adultos provenientes de zona de bajo riesgo, hacia zonas de alto riesgo de EM como
Europa, tienen bajo riesgo de desarrollar EM, en contraposicion con los nifios nacidos

de inmigrantes en Europa que tendrian un riesgo alto de EM [29].
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1.3.2.1 Vitamina D

La VD es un grupo de compuestos secoesteroides liposolubles, entre los cuales la
VD3 (Colecalciferol) es la forma principal sintetizada en animales. La VD se obtiene
mediante su sintesis en la piel a través de la exposicion a los rayos UVB, 6 a través de la
ingesta de alimentos. La VD sufre un proceso de doble metabolizacion, la primera en el
higado dando lugar a la 25(OH)D, y otra en el rifiéon dando lugar a la 1,25(OH),D, que
es su forma activa. La prevalencia de la EM aumenta con la latitud, y dicho gradiente
latitudinal se correlaciona fuertemente con la exposicion a los rayos UVB, que
estimulan la produccion de la VD en la piel. Los niveles sanguineos bajos de VD y la
reduccion de su ingesta, junto con polimorfismos genéticos que generan niveles bajos
de VD, establecen una potente relacion causal entre la VD y la EM [30,31]. En
pacientes con EM, se han observado niveles de VD en sangre mas bajos durante los
brotes respecto a las remisiones de la enfermedad [32], y el riesgo de un brote de EM
puede estar significativamente disminuido en pacientes con niveles séricos medios (50-
100 nmol/L) o altos (>100 nmol/L) de VD [33]. Por otro lado, niveles séricos de VD
bajos (<50 nmol/L) en la enfermedad temprana es un factor de riesgo a largo plazo de
actividad y progresion de la EM, incluyendo aparicion de nuevas lesiones potenciadas
en T2 y lesiones captantes de gadolinio en T1 en resonancia magnética (RM) cerebral
[34]. La influencia de la VD en la EM se debe a los efectos pleiotropicos que ésta ejerce
sobre el sistema inmune y la inflamacién [35]. La forma activa de la VD es capaz de
estimular la inmunidad innata y modular la inmunidad adaptativa a través de la
interaccion con su receptor de membrana (VDR), ampliamente expresado en las células
del sistema inmune, que tras unirse a regiones especificas del DNA influye en la
expresion o represion de la transcripcion génica. En estudios in vitro se ha observado

que la VD es capaz de estimular la expresion de citoquinas anti-inflamatorias como la
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interleuquina-4 (IL-4), IL-10 o el factor de crecimiento transformante-beta (TGF-B) e
inhibir la expresion de citoquinas pro-inflamatorias, como la IL-12, IL17 o interferon-
gamma (IFN-y), en células mononucleares de sangre periférica. Ademas la VD modula
la respuesta de las células T helper (Th) ejerciendo por tanto, un importante papel
inmuno-regulador [36—38]. Los mecanismos por los que la VD ejerce sus funciones son

complejos y no del todo conocidos (Figura 1).
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Figura 1. Metabolismo y mecanismo de accion de la VD. La VD se obtiene a través de
su sintesis en la piel por la exposicion a los rayos UVB y por la ingesta de alimentos. Su
metabolizacion incluye una hidroxilacion en el higado hacia 25(OH)D y otra en el rifién
hacia 1,25(OH),D, siendo la forma activa. 1,25(OH),D se une al receptor VDR y al
receptor retinoide X (RXR) en la célula diana, formando un complejo que se traslada al
nucleo uniéndose al genoma en los elementos de respuesta a la VD para modular la
expresion génica. Adaptado de (Yeh W. et al, 2020) [38].
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1.3.2.2 Agentes infecciosos

Por otro lado, diferentes estudios epidemiologicos han puesto de manifiesto la
relacion de diferentes agentes virales con la EM. El virus de Epstein-Barr (EBV) es el
virus que mas fuertemente se ha relacionado. Alrededor del 90% de la poblacion
presenta anticuerpos para este virus, que indica un contacto pasado con el mismo, sin
embargo, tener titulos elevados de anticuerpos para EBV, haber padecido la enfermedad
de la mononucleosis infecciosa o coinfeccion de dos cepas distintas de EBV se han
correlacionado con un mayor riesgo de desarrollar EM [39—41]. El mecanismo por el
cual el EBV aumenta el riesgo de EM no es del todo conocido actualmente. Por un lado,
la hipdtesis mas plausible es la del mimetismo molecular [42]. Sin embargo y por otro
lado, estudios mas recientes afiaden un papel posible de transformaciéon y migracion de
las células B como importantes para el desarrollo de la enfermedad [43]. Asi mismo, no
presentar anticuerpos para EBV, protegeria para la EM [44]. Otro agente viral
relacionado con la EM es el Virus Humano Herpes tipo 6 (HHV-6), cuyo DNA se ha
encontrado tanto en el cerebro, liquido cefalorraquideo (LCR) y suero de pacientes con
EM, relacionandose con la actividad clinica de la enfermedad [45,46]. Otros virus como
el Virus Varicela-Zoster (VVZ), citomegalovirus (CMV) o incluso retrovirus enddégenos

humanos, se han relacionado también con el riesgo de padecer EM [47].

1.3.2.3 Tabaquismo
Otro agente ambiental relacionado con la EM es el tabaquismo. Fumar se
relaciona con mayor riesgo de presentar EM, incluso en fumadores pasivos [48,49],

mayor agresividad de la enfermedad y mayor riesgo de conversién a una EMSP [50].
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1.3.2.4 Factores relacionados con la dieta

También hay una serie de factores ambientales, relacionados con la dieta, que se
relacionan con la enfermedad. Por un lado esta la obesidad, que también se considera un
factor de riesgo de desarrollo de EM. Presentar un indice de masa corporal (IMC)
elevado en la infancia y adolescencia, confiere mayor riesgo de EM a posteriori [51].
Por otro lado, el consumo de sal en exceso se ha relacionado con mayor actividad de la
enfermedad en pacientes adultos con EM [52], sin poderse encontrar esta relacion en la
poblacion pediatrica con EM [53].

El papel de la miocrobiota intestinal se ha estudiado en profundidad en los tltimos
anos, tanto en el modelo animal como en humanos, considerandose relevante en el

desarrollo y evolucion de muchas enfermedades autoinmunes como la EM [54].

1.4 Patogénesis

La patogénesis de la EM no se conoce todavia en su totalidad, pero si que existe
un consenso sobre la implicacion del sistema inmune en el desarrollo de la enfermedad,
formando parte del grupo de las llamadas enfermedades autoinmunes. No se conoce
todavia con exactitud cual es el desencadenante por el cual el sistema inmune inicia la
activacion de la autoagresion sobre diferentes proteinas del SNC, fundamentalmente las
proteinas que conforman la mielina de los axones y somas neuronales. Probablemente
exista una predisposicion genética que junto con determinados factores ambientales,
desencadenan una disfuncion del sistema inmune generando una inflamacion en las
estructuras del SNC [55].

Una disfuncion del sistema inmune se sugiere como eje central de la patogenia de
la EM en base a diferentes observaciones encontradas. La presencia de infiltrado

inflamatorio de células leucocitarias en las placas desmielinizadas del SNC en los
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estudios histoldgicos [56,57], la reduccién del ntimero y activacion de las células T-
reguladoras (Tregs) circulantes [58,59], o la deteccion de anticuerpos y clones
leucocitarios especificos de antigenos del SNC [60], son algunos ejemplos de ello.

En la periferia, los linfocitos T CD4+ auto-reactivos se activarian tras
interaccionar con células presentadoras de antigenos (CPA), ademas de interactuar con
linfocitos B y CD8+. La activacion de estas células conlleva una cascada de expresion
de diferentes moléculas de adhesion que les permite poder atravesar la BHE e
introducirse en el interior del SNC. Una vez en el SNC, pueden inducir inflamacion
local por medio de la acciéon de citoquinas pro-inflamatorias, que a su vez activan a
células de la inmunidad innata (macréfagos y microglia), que favorecen el
reclutamiento de mads linfocitos auto-reactivos que atraviesan la BHE. El dafo
inflamatorio local genera que se liberen nuevos antigenos que serian reconocidos por
nuevos linfocitos auto-reactivos que se activarian nuevamente generando nuevas
oleadas de inflamacion en el SNC. Este mecanismo de propagacion de epitopos se ha
propuesto como uno de los mecanismos que podrian explicar las fases de brotes y

remision caracteristicos de la EMRR [61,62] (Figura 2).

45



T cells are primed by
APC in the lymph node

T cell APC

Blood vessel (permeable)

T cell
BBB becomes permeable to

leukocytes

Neuron

Tcells

\ @ interact with Macrophage P
macrophage ° | -t Myelin
)]
M\ »—Oligodendrocyte
—mmim— \ >

5 U
° é‘ Demyelination
Cytokines are IT\ of neurons
released |
T cells ¢ N
o 1|

@ interact with

microglia o //'
@
—=mm= .

Microglia

Figura 2. Papel de las células T auto-reactivas en la EM. En el ganglio linfatico, los
linfocitos T auto-reactivos se activan a través de las CPA, atraviesan la BHE y penetran
en el SNC. En su interior, producen citoquinas pro-inflamatorias que activan a la
microglia y macroéfagos generando inflamacion local. Adaptado de (Liu R. et al, 2022)
[55].

1.4.1 Células T CD4+

La respuesta a la activacion de las células T CD4+ a través de las CPA, junto con
citoquinas especificas es la diferenciacion en diferentes linajes celulares efectores que
tienen un papel fundamental en la patogenia de la EM. De entre las células T CD4+
efectoras, las mas relevantes y estudiadas son las células Thl y Th17 [55]. Las células
Th1 se diferencian en respuesta a la activacion en presencia de IL-12, y se caracterizan

por expresar el factor de transcripcion Tbet, que resulta en la produccion de IFN-y, IL-2
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y factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a), entre otras moléculas efectoras [63,64]. Las
células Th17 se diferencia en respuesta a la activacion en presencia de TGF-B1 e IL-6, o
en presencia de IL-21 e IL-23, caracterizadndose por expresar el factor de transcripcion
RORyt que regula la expresion de IL-17A4, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-o y el factor
estimulante de colonias de granulocitos-monocitos (GM-CSF), entre otras moléculas
efectoras [65—67]. Otro subtipo de células T CD4+ efectoras son las Th9, que producen
IL-9, implicada en la regulacion del equilibrio entre células Th17 y Tregs [68]. Las
células Th1l y Th17 contribuyen a la patogenia de la EM de diferentes maneras. [FN-y
es crucial en la mediacion de la respuesta inmunitaria de las células T [69] y es capaz de
inducir brotes en pacientes con EM [70,71]. En pacientes con EM, se ha observado una
correlacion entre el recuento alto de las células Th17 y la gravedad de la enfermedad
[72]. Las células Thl7 podrian producir glutamato al entrar en contacto con
oligodendrocitos del SNC, destruyéndolos y liberando nuevos antigenos que activarian
nuevos linfocitos T auto-reactivos. También las células Th17 serian capaces de migrar
mas facilmente a través de la BHE al expresar IL-23 y granzima B [55]. Ademas, en el
modelo murino de EM, la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), la 1L-23
favorece la produccion de GM-CSF por parte de Thl7, haciéndolas células mas

encefalitogénicas contribuyendo a la inflamacion del SNC [73,74].

1.4.2 Células T CD8+

Los linfocitos T CD8+ son hasta 10 veces mas abundantes que los CD4+ en las
lesiones cronicas desmielinizadas de EM. Ademads, éstas se localizan y se expanden
clonalmente tanto en el espacio perivascular como en el parénquima del SNC, a
diferencia de las CD4+, localizadas principalmente a nivel perivascular [75]. Las

células CD8+ se correlacionan mas con el dafio neuronal y axonal que las CD4+ [76].
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Son distintos los mecanismos por los que las células T CD8+ pueden inducir
destruccion neuronal y axonal. Por un lado, la secrecion de granulos liticos que
contienen perforinas y granzimas, las cuales inducen la apoptosis de la célula. Por otro
lado, inducen citotoxicidad mediada por la interaccion de FasL con Fas expresado en
neuronas [77,78]. Las células T CD8+ también producen IFN-y y TNF-a en grandes

cantidades.

1.4.3 Células B

Originalmente se ha considerado a la EM una enfermedad autoinmune mediada
fundamentalmente por linfocitos T, existiendo un desequilibrio entre fenotipos pro y
anti-inflamatorios. Si embargo, el papel de las células B en la inmunopatogénesis de la
EM es cada vez mas reconocido, existiendo actualmente diversas terapias dirigidas
especificamente contra las células B [79]. Las células B tienen un rol importante en la
EM por medio de diversos mecanismos. Son capaces de actuar como CPA y activar a
los linfocitos T auto-reactivos, producir citoquinas pro-inflamatorias que contribuyen a
la inflamacion del SNC, generar autoanticuerpos dirigidos contra antigenos especificos
del SNC y formar foliculos linfoides ectopicos leptomeningeos que contribuyen a
perpetuar la respuesta inmune dentro del SNC [80—82]. Por otro lado, existen linfocitos
B reguladores (Bregs) que son capaces de mediar en la tolerancia inmunolédgica y
ejercer un efecto anti-inflamatorio, mediante la produccion de IL-10, IL-35 y TGF-B. La
IL-10 y la IL-35 son capaces de suprimir la respuesta Th1, mientras que TGF-f tiene un

papel principal inmuno-regulador mediante el mantenimiento de las Tregs [83—85].
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1.4.4 Células Tregs

Las células Tregs, que expresan FOXP3+, tienen una funcién anti-inflamatoria
por medio de la produccion de IL-10 y TGF-f principalmente. Contribuyen al correcto
funcionamiento del sistema inmune modulando la respuesta leucocitaria impidiendo que
los linfocitos T auto-reactivos se conviertan en auto-agresivos. En pacientes con EM,
respecto de controles sanos, se ha encontrado reduccién del nimero de Tregs [86]. La
pérdida de sus funciones facilitan las acciones pro-inflamatorias de los diferentes linajes
efectores en la EM [87,88]. Otras funciones que se le asignan a las Tregs es que podrian
también suprimir la accion de linfocitos T CD8+ citotoxicos y CPA, tanto por contacto

directo, como por la accion de citoquinas liberadas [89] (Figura 3).
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Figura 3. Rol de las células Tregs en la EM. Las Tregs impiden la diferenciacion, proliferacion y accion
de las células autorreactivas Th17, CD8+ y células B. Una reduccidon de su numero, junto con su
disfuncion, deriva en la proliferacion de dichas células que contribuyen a la patogénesis de la EM.
Adaptado de (Liu R. et al, 2022) [55].
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1.4.5 Macrofagos y microglia

La inmunidad innata también juega un papel importante en la patogénesis de la
EM. La microglia, los macréfagos residentes del SNC, realizan funciones de
eliminacion de desechos celulares y deteccion de patégenos en el SNC. Cuando se
activan, en presencia del ambiente de citoquinas especifico, cambian morfolégicamente
expresando marcadores de superficie especificos y adoptando fenotipos con funciones
diferentes. Clasicamente se describieron un fenotipo pro-inflamatorio (M1) y un
fenotipo anti-inflamatorio (M2), con programas transcripcionales especificos [90,91],
sin embargo, esta clasificacion M1/M2 se considera hoy en dia obsoleta, al conocerse
que la microglia muestra un fenotipo mas dindmico y variado en sus estados de
activacion que van mas alla de los extremos M1 y M2 [92].

Desde etapas iniciales de la enfermedad, se puede detectar microglia activada y
macrofagos periféricos reclutados al SNC en las lesiones histologicas de la EM [93]. La
microglia y los macréfagos son activados a través de citoquinas que producen los
linfocitos T. La microglia activada produce mads citoquinas pro-inflamatorias,
quimiocinas que alteran la permeabilidad de la BHE y atraen a mds macrofagos
reclutados al SNC, interviniendo directa o indirectamente en la neurodegeneracion
asociada a la EM [90,94,95]. La microglia produce IL-12 e IL-23, que contribuye a la
diferenciacion de Thl y Th17 respectivamente, ademas de producir TNF-a, entre otras

citoquinas efectoras, que producen neurotoxicidad de manera directa [96].

1.4.6 Citoquinas
Las citoquinas son pequefias moléculas con funciones pleiotropicas que modulan
los diferentes procesos tanto sanos como patoldgicos en el organismo. El papel de las

citoquinas en la patogénesis de la EM estd bien documentado con la deteccion de
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diversas moléculas que influyen en la inflamacion local del SNC, la activacion de
linfocitos T auto-reactivos, alteracion de la permeabilidad de la BHE facilitando el paso
de células al SNC, entre otras acciones [55]. Se ha descrito el papel de citoquinas como
la IL-12 e IL-23 que contribuyen para la diferenciacion de las respuestas Thl y Thl7,
asi como el IFN-y y TNF-a, producidos por las células Thl, con un papel més que

demostrado en la patogénesis de la EM [97,98] (Figura 4).
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Figura 4. Rol de las citoquinas en la EM. La diferenciacion de Thl esta regulada por IFN-y
Los linfocitos Th1 producen mas IFN-y que estimula la diferenciacion de linfocitos T CD8+
que contribuyen a la respuesta Thl aportando mas IFN-y e IL-12. La poblacion reguladora
Th2, estimulada por IL-18 e IL-33, producen IL-4 e IL-10 que activan a las células B, que
pueden finalmente transformarse en células plasmaticas productoras de anticuerpos dirigidos
contra la mielina. La poblacion Th17, estimulada por IL-21, IL-23, TGF-B + IL-6, producen
inflamacion local en SNC. Adaptado de (Liu R. et al, 2022) [55].
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Mencion importante tiene la citoquina TGF-B. TGF-f es una superfamilia de
citoquinas y factores de crecimiento (TGF-B en sus tres isoformas, proteinas
morfogenéticas 6seas (BMPs), activinas, etc.) que intervienen en multitud de procesos
de crecimiento y diferenciacion celular, incluyendo el sistema inmune. En el sistema
inmune ejerce un papel dual inmuno-regulador, ya que por un lado inhibe la respuesta
Thl dependiente de IL-2 e IL-12 y favorece el mantenimiento de las Tregs FOXP3+, y
por otro lado, en presencia de IL-6, favorece la respuesta Th17 [99,100].

TGF-B utiliza diferentes vias de sefializacion internas para llevar a cabo sus
funciones. La via candnica es la llevada a cabo por una serie de proteinas denominadas
SMAD. La activacion y fosforilacion del receptor de TGF-f tipo II (TGF-BRII) activa
las proteinas R-SMAD (SMAD2/3). Estas forman un complejo con el mediador Co-
SMADA4, que se traslada al nucleo para regular la transcripcion de genes especificos.
Dos proteinas inhibidoras I-SMAD (SMAD6 y SMAD?7) realizan un mecanismo de
retroalimentacion negativa sobre la sefializacion del TGF-B, compitiendo con las R-
SMADs por la unién al receptor e inhibiendo asi su fosforilacion [99—103] (Figura 5).
Ademas de la via SMAD, TGF- puede llevar a cabo sus funciones por otras vias no
dependientes de proteinas SMAD, que involucran a otras proteinas como Ras-ERK,
proteina quinasa activada por mitdégenos (MAPK), c-Jun N-terminal quinasa (JNK),
TAK-MKK3/6-p38, entre otras [104,105] y proteinas reguladoras, como las proteinas
inhibidoras del STAT activado (PIAS) que son capaces de inhibir la transcripcion de

SMAD3 [106,107].
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Figura 5. Via canonica SMAD de TGF-B. Tras la union con TGF-B, TGF-BRII se activa y se
fosforila, activando a las proteinas R-SMAD que forman un complejo con Co-SMAD que se
transloca al nucleo, uniéndose a las regiones promotoras de genes especificos que regulan la
transcripcion génica. Adaptado de (Mirshafiey A. et al, 2009) [103].

Las BMPs son uno de los miembros de la superfamilia de TGF-3, constituyendo
un grupo de factores de crecimiento que intervienen en diferentes procesos de
diferenciacion y mantenimiento celular en distintos tejidos. Alrededor de 30 BMPs han
sido descritas y clasificadas en subgrupos en funcién de similitudes de secuencia y
funciones. Tras la unidén con sus receptores, las BMPs utilizan vias de sefializacion
conjuntas con TGF-B, bien dependientes y no-dependientes de SMAD para sus

funciones [108-110]. En el SNC, actuan principalmente como promotores de la
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diferenciacion astrocitaria y como supresores de la diferenciacion oligodendroglial
[I11]. También desempefian un papel importante en el sistema inmunitario,
interviniendo en la diferenciacion de las células T y la regulacion de las respuestas
celulares y humorales [112]. Se han observado niveles elevados de secrecion de BMP2,
BMP4 y BMP5 en células inmunes de pacientes con EMRR no tratados [113], asi como
expresion de BMP2, BMP4, BMP5, BMP7, BMPRII y pSMAD1/5/8 en lesiones de EM
estudiadas mediante histologia [114], sugiriendo que la sefializacion de las BMPs esta
alterada en la EAE y la EM, promoviendo una respuesta pro-inflamatoria en la
enfermedad [114,115].

La VD se ha relacionado con las funciones inmuno-reguladoras de TGF-f3. Se ha
observado que la VD puede aumentar los factores de transcripcién que se unen al
promotor de TGF-B, activar vias alternativas de sefializacion interna mediadas por
MAPK o modificar la vida media del RNAm de TGF-f, lo que sugiere un mecanismo
postranscripcional [116]. Sin embargo, los mecanismos directos o indirectos por los

cuales la VD interactua con TGF-f atn no estan claros.

1.5 Manifestaciones y formas clinicas

La EM es una enfermedad con una gran heterogeneidad clinica. La forma de
presentacion es diferente en cada paciente, asi como su evoluciéon posterior.
Normalmente la enfermedad se va a presentar en forma de lo que se denomina
“sindrome clinico aislado” (SCA), que seria la primera manifestacion clinica de la
enfermedad. Los sintomas dependeran de la localizacion en el SNC de la lesion
inflamatoria. Las formas més comunes de presentacion clinica son la neuritis Optica, los
sindromes del tronco-encéfalo y médula espinal, aunque hay otras formas de

presentacion menos comunes que incluyen los sindromes corticales (Tabla 1).
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Topografia Sintomas

Nervio optico Pérdida de vision dolorosa monocular

Médula espinal Hemiparesia, mono/paraparesia,
hipoestesia, disestesia, parestesia,

disfuncién de esfinter urinario y/o fecal

Tronco-encéfalo y cerebelo Diplopia, oscilopsia
Vértigo
Ataxia de la marcha, dismetria
Temblor intencional/postural

Paresia y/o hipoestesia facial

Hemisferio cerebral Hemiparesia faciobraquial-crural

Hemihipoestesia faciobraquial-crural

Tabla 1. Sintomas de presentacion comunes en la EM. Adaptado de (Oh J. et al, 2018) [18].

Los brotes de la enfermedad se van a presentar de manera subaguda a lo largo de
horas o dias, alcanzando una meseta que se puede extender durante varias semanas y
posteriormente comenzar a recuperar de manera paulatina, expresion de la accion de los
mecanismos de reparacion del SNC. La recuperacion de los brotes puede ser completa o
incompleta, pudiendo quedar secuelas. En fases iniciales de la enfermedad, suele
predominar la recuperacion completa, pero en fases mas avanzadas, donde existe menor
reserva neuronal, la posibilidad de déficits neurologicos permanentes que ocasionen
discapacidad funcional es mayor [19].

En 1996, Lublin FD. et al [117], definieron los fenotipos clinicos evolutivos de la

EM. De esta forma, de los pacientes con EM, alrededor del 85% de los pacientes
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presentan una forma clinica de la enfermedad caracterizada por aparicion de brotes o
recaidas, mas o menos reversibles, intercalados con periodos de remision. Esta forma de
la enfermedad es la recidivante-remitente (RR). Después de 10-15 afos,
aproximadamente el 50% de estos pacientes cambian a una forma secundaria progresiva
(SP). Alrededor de un 10% de los pacientes, manifiestan una evolucién progresiva
desde el inicio, sin presentar brotes o recaidas, siendo la forma primaria progresiva
(PP). Algunos pacientes, pueden presentar excepcionalmente brotes durante el curso
progresivo, siendo esta la forma progresiva-recidivante (PR). Con el paso de los afios, el
mayor entendimiento de la enfermedad, su patogénesis y la inclusion de nuevas
herramientas diagndsticas, propiciaron una revision sistematica de los fenotipos clinicos
alcanzandose una nueva clasificacion en 2013. En esta nueva clasificacion, se
mantuvieron los fenotipos iniciales descritos en 1996, aunque con algunas
modificaciones, tales como considerar la forma PP independiente del resto, ante la
ausencia de brotes desde el inicio, incluir en la clasificacion evolutiva el SCA y excluir
el sindrome radiologico aislado (debido a ausencia de sintomas y signos clinicos),
definir el concepto de actividad clinica (definicion de brote), actividad radiologica
(aparicion de nuevas lesiones potenciadas en T2 o aumento de tamafio de las mismas en
resonancia magnética (RM) o apariciéon de lesiones captantes de gadolinio) y de
progresion (incremento objetivo y documentado de la disfuncion/discapacidad
neuroldgica a lo largo de un periodo de tiempo, sin recuperacion), siendo solo aplicable
a las formas progresivas de la enfermedad (SP y PP), entre otras modificaciones y/o

aclaraciones (Figura 5y 6) [118].
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‘ No activo
Sindrome clinico aislado |

Activo

No activo
Enfermedad recurrente-remitente

Activo

"Actividad = brotes clinicos y/o RM (lesiones RM captantes de gadolinio;
aumento/nuevas lesiones T2)

Figura 5. Clasificacion de 2013 de las formas RR de la EM. Descripcion de actividad
clinica y radiologica. Adaptado de (Lublin FD, 2014) [118].

Primaria progresiva

., . . . L% .,
(acumulacion progresiva de discapacidad Activa’ y con progresion”
desde el inicio)

. * . .«
Activa pero sin progresion

Enfermedad progresiva
. OR:
No activa pero con progresion
Secundaria progresiva
(acumulacion progresiva de discapacidad No activa y sin progresion
después de un inicio con curso en brotes) (enfermedad estable)

"Actividad = brotes clinicos y/o RM (lesiones RM captantes de gadolinio;
aumento/nuevas lesiones T2)

"Progresion medida mediante evaluacion clinica al menos una vez al afio

Figura 6. Clasificacion de 2013 de las formas progresivas de la EM. Descripcion de actividad clinica,
radioldgica y progresion. Adaptado de (Lublin FD, 2014) [118].

1.6 Diagnostico

El diagnostico de la EM se basa en la demostracion clinica y/o radioldgica de
lesiones diseminadas en distintas regiones del SNC y en el tiempo. Este concepto de

diseminacion en el espacio (DIS) y diseminacion en el tiempo (DIT), antes de la llegada
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de la RM, se basaba unicamente en el aspecto clinico (presentar dos brotes o recaidas de
la enfermedad en dos regiones diferentes del SNC). Con la RM, se puede establecer DIS
y DIT de manera mas eficaz y temprana, lo que permite un diagndstico precoz de la
enfermedad, asi como poder excluir diagnosticos alternativos similares. Ademas de la
RM, existen otras pruebas paraclinicas que ayudan al diagnéstico, prondstico y
contribuyen al diagnostico diferencial, como los test de laboratorio o los potenciales

evocados (PE) [18,119].

1.6.1 Resonancia magnética

La RM es la prueba paraclinica mas sensible para la deteccion de lesiones
desmielinizantes cerebrales y medulares en la EM, ademas de muy util para excluir
otras enfermedades similares [120]. Permite ademds monitorizar la actividad de la
enfermedad en los pacientes, tanto en ensayos clinicos como en la préctica clinica
habitual y evaluar la respuesta a los tratamientos [121]. Se introdujo por primera vez en
los criterios diagnosticos de McDonald 2001 [122], y desde entonces ha sido una pieza

fundamental de los mismos en las sucesivas revisiones y modificaciones de los criterios.

1.6.2 Test de laboratorio

Existen distintas enfermedades sistémicas y del SNC que pueden presentarse
clinicamente y tener imagenes de RM de una manera similar a la EM. No obstante, en el
contexto de una presentacion clinica tipica de un SCA, la determinacion de
autoanticuerpos de otras enfermedades sistémicas o marcadores serologicos de

infecciones, tienen una utilidad limitada. Si seria aconsejable su determinacién en
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presentaciones clinicas atipicas, o cuando existen sintomas/signos sistémicos de otras
enfermedades [123].

Mencion importante es el andlisis del liquido cefalorraquideo (LCR). En la EM,
mas del 90% de los pacientes presentan sintesis intratecal de inmunoglobulina G (IgG).
Aunque existen varios métodos semicuantitativos para su analisis, la sintesis intratecal
de IgG se suele medir mediante el método de Tibbling [124]. De esta forma se mide el
indice de IgG, cuyos valores normales se sitian entre 0,3-0,7. Los valores por encima
de 0,7 indican sintesis intratecal de IgG. Los métodos semicuantitativos tienen alta
especificidad pero baja sensibilidad. Los métodos de determinacion de sintesis intratecal
de IgG mas sensibles son los cualitativos y consisten en la medicion de las bandas
oligoclonales (BOC) en el LCR. La presencia de BOC en el LCR pero no en suero, es
altamente sugestivo de EM en el contexto clinico tipico, pero no llega a ser
patognomonico, ya que otras enfermedades neuroldgicas o sistémicas se pueden

encontrar [125].

1.6.3 Potenciales evocados

Los PE miden la transmision de un impulso eléctrico en el SNC por medio de la
estimulacion de un organo sensitivo periférico. La desmielinizacion que provocan las
lesiones de EM en las aferencias de estos drganos sensitivos genera una disminucion o
retraso de la transmision del impulso nervioso que se puede detectar con esta técnica.
Uno de los mas utilizados son los PE visuales tras episodios de neuritis Optica, al

considerarse marcadores no solo diagnosticos, sino pronosticos de la EM [126,127].
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1.6.4 Criterios diagnosticos

Se han utilizado diferentes criterios diagnosticos en la EM a lo largo de los afios.
Inicialmente, los mas utilizados han sido los criterios diagnosticos de Poser,
establecidos en 1983 [128]. Estos criterios se basan en pruebas clinicas y paraclinicas
permitiendo establecer cuatro grados de certeza diagnostica (definida o probable
mediante datos clinicos y definida o probable con ayuda de laboratorio). Las pruebas
paraclinicas incluyen pruebas de imagen, neurofisiologia y andlisis del LCR. Estos
criterios permiten un diagndstico acertado de la enfermedad, pero no temprano. Con el
paso de los afios, ante el mayor conocimiento de la enfermedad, la evolucion de las
técnicas de imagen, la necesidad de realizar un diagnostico y tratamiento temprano para
evitar el dafio irreversible de la enfermedad, se propuso actualizar y modificar los
criterios diagnosticos. En este sentido, nacen los criterios diagnosticos de McDonald,
publicados por primera vez en 2001 [122]. Estos criterios basan el diagndstico de la EM
en la demostracion de DIS y DIT, con un papel principal de la RM. Estos criterios se
han revisado y modificado posteriormente en 2005 [129], 2010 [130] y 2017 [131], para
simplificar su uso sin perder sensibilidad y especificidad. Con los nuevos criterios, la
DIS puede demostrarse con la presencia de al menos una lesion, en al menos dos de las
cuatro regiones del SNC (periventricular, cortical o yuxtacortical, infratentorial y
médula espinal). La DIT puede demostrarse mediante la presencia simultanea de
lesiones captantes y no captantes de gadolinio en una RM en cualquier momento, o
presencia de una nueva lesion potenciada en T2 o lesion captante de gadolinio en una
RM de seguimiento. Con los criterios de McDonald 2017, cobran mas presencia las
BOC, ya que si son positivas, se equiparan al criterio radioldgico de DIT (Tablas 2, 3 y

4)[131].
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Numero de lesiones con Datos necesarios

evidencia objetiva clara adicionales para el
diagnostico de EM
> 2 ataques (brotes) >2 Ninguno
> 2 ataques (brotes) 1* Ninguno
> 2 ataques (brotes) 1 DIS por un brote adicional
en un sitio distinto del SNC
o por RM
1 ataque (brote) >2 DIT por un brote adicional
o por RM 6 BOC en LCR
1 ataque (brote) 1 DIS por un brote adicional

en un sitio distinto del SNC
o por RM y DIT por un
brote adicional o por RM 6
BOC en LCR

Tabla 2. Criterios diagnosticos de McDonald 2017 para el diagnéstico de EM en pacientes con un brote
desde el inicio. *asi como evidencia histérica clara de un brote previo involucrando una lesion en una
localizacion anatomica distinta. Adaptado de (Thompson AJ. et al, 2018) [131].

> 1 lesion hiperintensa en T2
caracteristica de EM en > 2 de las cuatro
Diseminacion en espacio (DIS) areas del SNC: periventricular,
cortical/yuxtacortical, infratentorial y
médula espinal

Presencia simultanea de lesiones captantes
y no captantes de gadolinio en cualquier
Diseminacion en tiempo (DIT) tiempo 6 una nueva lesion hiperintensa en
T2 o captante de gadolinio en una RM de
seguimiento, respecto a una RM basal

Tabla 3. Criterios diagnésticos de McDonald 2017 para el diagnostico de EM. Criterios de DIS y DIT.
Adaptado de (Thompson AJ. et al, 2018) [131].
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1 ano de progresion de la discapacidad
(determinada  retrospectivamente 0
prospectivamente)  independiente  de
brotes clinicos

Mas dos de los siguientes criterios:
* >1 lesion hiperintensa en T2

EM progresiva primaria (EMPP) caracteristica de EM en una o mas
de las siguientes areas del SNC:
periventricular,
cortical/yuxtacortical 6
infratentorial

* >2lesiones hiperintensas en T2 en
médula espinal

* Presencia de BOC en LCR

Tabla 4. Criterios diagnosticos de McDonald 2017 para el diagnéstico de EM en pacientes con curso
clinico caracterizado por progresion desde el inicio. Adaptado de (Thompson AlJ. et al, 2018) [131].

1.7 Tratamiento

La EM es una enfermedad que todavia no tiene un tratamiento curativo. El
tratamiento de la EM se divide en el DMT, que incluye diferentes fA&rmacos inmuno-
moduladores e inmuno-supresores. Estos fArmacos, han demostrado su eficacia a la hora
de reducir la incidencia de brotes de la enfermedad, el numero de lesiones
desmielinizantes en la RM y la progresion de la atrofia cerebral. Por otro lado, esta el
tratamiento sintomatico de la enfermedad, donde se incluyen tanto terapias
farmacologicas como no farmacologicas, que van destinadas a mejorar los distintos

sintomas asociados de la enfermedad.

1.7.1 Tratamiento modificador de la enfermedad

Actualmente, el DMT se busca que sea lo més precoz posible para prevenir la
discapacidad a largo plazo en la enfermedad. Historicamente se discernia entre
farmacos inmuno-supresores y firmacos inmuno-moduladores, que requieren de un uso
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crénico para poder mantener la supresion sobre el sistema inmune y mantener inactiva
la enfermedad. Actualmente hay disponible también terapias de reconstitucion inmune,
que permiten en ciclos cortos de tratamiento inducir cambios duraderos sobre el sistema
inmune, controlando la actividad de la enfermedad. Inicialmente el DMT ha estado
disponible para la EMRR, aunque actualmente existen también terapias para las formas
progresivas de la EM. Otro concepto reciente en el tratamiento de la EM es “la ausencia
de evidencia de actividad de la enfermedad” o NEDA, por sus siglas en inglés. El
concepto de NEDA surge debido a que la actividad clinica de la EM en forma de brotes
es solo una pequeiia muestra de la enfermedad, ademas de que la atrofia cerebral puede
seguir progresando aunque no exista actividad inflamatoria. NEDA se define a partir de
pardmetros clinicos (NEDA-1 y NEDA-2; ausencia de brotes y progresion clinica,
respectivamente), parametros de RM (NEDA-3; ausencia de actividad en RM), datos de
atrofia en RM (NEDA-4) y biomarcadores (NEDA-5; niveles de neurofilamentos en
LCR). En la practica clinica habitual, conseguir NEDA en el paciente ha intensificado la
necesidad de iniciar un tratamiento temprano en la enfermedad [19].

Dentro de los farmacos inmuno-moduladores, se encuentran el interferon-3,
acetato de glatiramero, teriflunomida, dimetil-fumarato y fumarato de diroximel.
Interferon-f3, en sus distintas formas y presentaciones, no tiene un mecanismo de acciéon
del todo conocido, aunque se sabe que es una citoquina que es capaz de modular la
respuesta inmune hacia un fenotipo mas anti-inflamatorio [132]. Acetato de glatirAmero
es un péptido formado de cuatro aminodcidos con una estructura similar a la proteina
basica de la mielina, cuyo mecanismo de accidon se basa en la interaccidon con el
complejo mayor de histocompatibilidad y el receptor del linfocito T, siendo un
importante inductor de la respuesta anti-inflamatoria mediada por Th2 [133].

Teriflunomida es un fdrmaco oral que inhibe la enzima dihidroorotato deshidrogenasa,
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enzima limitante en la sintesis de novo de las pirimidinas, interfiriendo en la sintesis de
DNA en los linfocitos, teniendo por tanto un mecanismo antiproliferativo [134].
Dimetil-fumarato es otro farmaco oral que es capaz de inducir apoptosis de células T,
producir un viraje de la respuesta hacia Th2 e impedir la translocacion al nucleo celular
de un factor de transcripcion pro-inflamatorio NF«f, ademds de estar asociado con
funciones neuroprotectoras [135,136]. Fumarato de diroximel es un firmaco agonista
del receptor del acido nicotinico, capaz de activar la via del factor nuclear Nrf2, que
juega un papel crucial en la respuesta celular ante el estrés oxidativo [137].

En cuanto a los farmacos inmuno-supresores, estan disponibles natalizumab,
fingolimod y ocrelizumab. Natalizumab es un anticuerpo monoclonal recombinante
dirigido contra la subunidad a-4 de la integrina VLA-4, necesaria para la adhesion de
los linfocitos T al endotelio vascular. Su mecanismo de acciéon consiste en ejercer un
bloqueo a la entrada de los linfocitos al SNC [138]. Fingolimod es un analogo de la
esfingosina que se une al receptor de esfingosina-1-fosfato bloqueando la salida de los
linfocitos T desde los ganglios linfaticos al torrente sanguineo [139]. Existen en la
actualidad otros moduladores del receptor de esfingosina-1-fosfato con diferentes
grados de selectividad por los subtipos de receptores (siponimod, ozanimod y
ponesimod) [140]. Ocrelizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido
contra el antigeno CD20, expresado en los linfocitos B, por lo que su administracion
genera una deplecion especifica de la poblacion celular B [141]. Recientemente se ha
incorporado otra molécula anti-CD20 disponible para el tratamiento de la EMRR
(ofatumumab) y otra existente en via de desarrollo (ublituximab) [142]. Existen otros
farmacos inmuno-supresores clasicos como la azatioprina, ciclofosfamida o la
mitoxantrona, entre otros, que actualmente tienen un papel muy residual en el manejo

de la EM.
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Respecto a las terapias de reconstitucion inmune, estan disponibles alemtuzumab
y cladribina. Alemtuzumab es un anticuerpo monoclonal humanizado dirigido contra el
antigeno CD52, cuyo mecanismo de accion es producir una deplecion de las células
portadoras de dicho antigeno (linfocitos T y B, células natural killer, la mayoria de
macrofagos y monocitos, células dendriticas y la mayoria de granulocitos, excepto los
neutrofilos) [143]. Cladribina es un analogo clorado de la desoxiadenosina resistente a
la degradacion por la enzima adenosina desaminasa. En el interior de las células
inmunes (principalmente linfocitos T y B), al ser resistente a su degradacion, se
acumula en su forma activa, alterando la sintesis del DNA y provocando la apoptosis
tanto de células en division como quiescentes [144].

Existen en la actualidad otras muchas moléculas en investigacion, en fase de
ensayo clinico, dirigidas contra otras dianas del sistema inmune. El cada vez mayor
arsenal terapéutico, con sus respectivos mecanismos de accion y perfiles de seguridad,
junto con el mayor conocimiento de la enfermedad, hace que el DMT en la EM deba ser
cada vez mas especifico e individualizado, siendo necesaria la busqueda incesante de
biomarcadores de respuesta terapéutica que permitan optimizar mejor el tratamiento y

minimizar los posibles efectos secundarios.

1.7.2 Tratamiento sintomatico de la enfermedad

El tratamiento sintomatico de la EM engloba los tratamientos farmacolégicos y no
farmacologicos dirigidos a mejorar los sintomas resultantes del dafio en el SNC. Estos
tratamientos en su mayoria no son especificos de la enfermedad. El tratamiento de los
brotes de la enfermedad se suele realizar con corticoides orales o intravenosos, durante
3-5 dias, siendo la metilprednisolona la més utilizada. En casos donde no sea suficiente,

se pueden emplear otras terapias como la plasmaféresis. Uno de los sintomas mas
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comunes asociados a la EM es el dolor neuropatico, que se suele tratar con diversos
farmacos antidepresivos y/o antiepilépticos orales. Sintomas urinarios derivados de la
disfuncion vesical que se pueden tratar con farmacos anticolinérgicos, aunque no
exentos de efectos adversos a nivel de esfera mental. Otro sintoma comun en los
pacientes es la fatiga, que se suele tratar con amantadina. El deterioro cognitivo es
complejo de abordar y suele focalizarse en evitar los factores que lo contribuyen. Hay
otros farmacos que si son especificos de la EM como la fampridina para el trastorno de

la marcha o el cannabidiol para el tratamiento de la espasticidad [19].
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La EM es una enfermedad con base autoinmune que afecta al SNC. Aunque su
etiologia es todavia desconocida, existen diversos factores de riesgo que se han
relacionado con la enfermedad. Uno de ellos es la VD, que ejerce un papel inmuno-
regulador importante sobre el sistema inmune. En la EM, el sistema inmune presenta
una disfuncion, en la que las diversas células y citoquinas que lo conforman muestran
un fenotipo y ejercen acciones mas pro-inflamatorias. El papel de TGF- se muestra
crucial en la EM, al ser una citoquina capaz de ejercer acciones tanto pro-inflamatorias
como anti-inflamatorias, y que interviene en los procesos de diferenciacion y
mantenimiento de las principales células efectoras del sistema inmune. Se ha estudiado
con anterioridad el papel de la VD en el sistema inmune y la EM, explorando los
mecanismos por los que realiza sus funciones. Se ha encontrado correlacion entre la VD
y TGF-B de diferentes formas, tanto en la EAE como la EM, pero los mecanismos por
lo que interaccionan no estan del todo dilucidados.

Este trabajo es muy destacable porque explora el efecto de la VD sobre la
regulacion de distintos genes representativos de las principales vias de sefializacion de
TGF-B, y ademdas lo hace in vivo, en pacientes que estan siendo tratados con VD
siguiendo la préctica clinica habitual. El poder entender los mecanismos reguladores de
la via de TGF-B y la VD podria abrir la posibilidad de encontrar biomarcadores de

actividad de la enfermedad y de respuesta terapéutica.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1 Hipotesis

En pacientes con niveles séricos de vitamina D disminuidos, la suplementacion
con vitamina D podria disminuir la actividad pro-inflamatoria de la enfermedad via

TGF-.

3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo principal

Caracterizar la variacion de la expresion génica de SMAD7 y ERKI, como
representantes de la via candnica y no candnica de sefalizacion de TGF-3, por PCR

semicuantitativa como efecto de la suplementaciéon con vitamina D en pacientes con

EMRR.

3.2.2 Objetivos secundarios

1. Caracterizar la variacion de la expresion génica de ZMIZ1, representante de la
via de proteinas reguladoras PIAS-like de TGF-f, por PCR semicuantitativa
como efecto de la suplementacion con vitamina D en pacientes con EMRR.

2. Caracterizar la variacion de la expresion génica de BMP2, BMPRII, BMP4,
BMP5 y BMP7, como representantes de la familia de BMPs, por PCR
semicuantitativa como efecto de la suplementacion con vitamina D en pacientes

con EMRR.
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3. Analizar la correlacion entre los niveles séricos de vitamina D y la expresion de
los diferentes genes estudiados.

4. Analizar si el mecanismo de accion de los farmacos modificadores de la
enfermedad influye en la expresion de los diferentes genes estudiados.

5. Analizar la actividad clinico-radioldgica de la enfermedad mediante el Rio-
Score (informacion de brotes, actividad en RM y escala de discapacidad EDSS)

y analizar su correlacion con la expresion génica de los genes estudiados.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Diseno del estudio

Se realiz6 un estudio observacional con medicamentos, unicéntrico, longitudinal y

prospectivo en practica clinica habitual.

4.2 Poblacion del estudio

Se incluyeron pacientes con diagnostico de EMRR reclutados de forma
consecutiva en las consultas de Neurologia/enfermedades desmielinizantes del Hospital
General Universitario Gregorio Marafion (HGUGM), en Madrid, Espafia y que habian
otorgado su consentimiento para participar de manera altruista en el estudio. La
informacion correspondiente a los datos clinicos y radioldgicos de la enfermedad se
recogio de las historias clinicas, entrevistas y pruebas complementarias. Los pacientes
debian cumplir todos los criterios de inclusion del estudio y ninguno de los criterios de
exclusion para participar. Los pacientes fueron suplementados con VD (Calcifediol
0,266 mg) a la dosis de 1 ampolla via oral por mes, siguiendo practica clinica habitual.
Este estudio sigui6 las recomendaciones de la Declaracion de Helsinki y fue aprobado

por el Comité Etico del HGUGM (234/16).

4.2.1 Criterios de inclusion:

1. Tener diagnostico de EMRR segln criterios de McDonald 2010 con o sin
tratamiento modificador de la enfermedad (DMT).

2. Tener niveles de VD séricos en rango de insuficiencia (< 30 ng/ml), seglin
pardmetros de laboratorio de HGUGM.

3. Firmar el consentimiento informado.
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4.2.2 Criterios de exclusion:

1. Haber presentado brotes de la enfermedad en los ultimos 30 dias.

2. Haber recibido corticoides en los ultimos 30 dias.

3. Haber presentado cambio de su DMT en el altimo afio.

4. Estar o haber estado con suplementacion con VD en los ultimos 6 meses.

5. Tener antecedentes de hipersensibilidad a la VD, hiperparatiroidismo,
hipercalcemia (Calcio > 10,5 mg/dl), litiasis renal, hipervitaminosis D, raquitismo o

insuficiencia renal cronica.

Los brotes se definieron como nuevos sintomas o empeoramiento de sintomas
neurologicos preexistentes (ver mdas adelante punto 4.6), de mas de 24 horas de
duracion, tras un periodo de 30 dias de mejoria o estabilidad en ausencia de fiebre o

infeccion.

4.3 Calculo del tamano muestral

Aceptando un riesgo o de 0,05 y un riesgo B de 0,2 en un contraste bilateral, se
calculd que se precisaban 18 sujetos para detectar diferencias de 2 veces. Se asumid que

la desviacion estandar era de 2 veces. Se estim6 una tasa de pérdidas de seguimiento del

10%.

4.4 Plan de visitas

Se realizaron un total de 4 visitas por paciente:
- Visita basal: Durante esta visita se obtuvo el consentimiento informado y se
confirmé el cumplimiento de los criterios de inclusion/exclusion del estudio.

Posteriormente se extrajeron 18 ml de sangre en dos tubos de EDTA. También
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se registrd la informacion de las variables demogréficas (edad, sexo, tiempo
desde el diagnoéstico hasta la recogida de la muestra, DMT, Rio-Score del afio
previo), y se inicidé la suplementacion con Calcifediol con la posologia ya
comentada.

1° visita de seguimiento: La segunda visita tuvo lugar al mes del inicio de la
suplementacion con VD y se volvieron a extraer 18 ml de sangre en dos tubos de
EDTA.

2°visita de seguimiento: La tercera visita tuvo lugar a los 6 meses del inicio de
la suplementacién con VD realizando una nueva extraccion de 18 ml de sangre
en dos tubos de EDTA.

Visita final: La Gltima visita tuvo lugar al afio del inicio de la suplementacion
con VD y se realiz6 la medicion de la actividad clinico-radioldgica de la

enfermedad mediante el Rio-Score.

4.5 Muestras bioldgicas

4.5.1 Aislamiento y cultivo de células T CD4+

Se extrajeron muestras de sangre (18 ml) en dos tubos anticoagulantes con EDTA

al inicio del estudio y un mes y seis meses después del inicio de la suplementacion con

VD. Las muestras se procesaron inmediatamente después de la extraccion en

condiciones estériles. Las células mononucleares de la sangre periférica se aislaron

mediante gradiente de Ficoll como se describe en [145]. Los subtipos de linfocitos T

CD4+ se seleccionaron negativamente utilizando el kit DynaBeads® UntouchedTM

Human CD4 T Cells (Invitrogen, Waltham, MA, EE.UU.) siguiendo las instrucciones

del fabricante. Tras la seleccion, las células T CD4+ fueron aisladas en 2 ml de PBS y
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contabilizadas en camara de Neubauer. Posteriormente, fueron centrifugadas a 1200
r.p.m, el sobrenadante se descartdé y el pellet de células fue resuspendido y
homogenizado en Ribozol (Amresco, Solon, OH, EE.UU.) y finalmente almacenado a -

80°C hasta la extraccion del RNA.

4.5.2 Aislamiento de RNA y extraccion de cDNA

El RNA de los linfocitos T CD4+ se aisl6 utilizando el kit de purificacion de RNA
Ribozol Plus (Amresco) siguiendo las instrucciones del fabricante. E1 RNA fue eluido
en un volumen total de 50 pl de agua libre de ribonucleasas. La concentracion del RNA
obtenido se cuantificd mediante espectrofotometria en un dispositivo Quawell Q5000
(Quawell Technology), y su integridad se verificd en un dispositivo Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.) utilizando el kit RNA 6000 (Agilent).
Todos los RNA tenian un numero de integridad de RNA (RIN) > 8 y, por tanto, se
consideraron aptos para su utilizacion para la medida de expresion génica por PCR

semicuantitativa a tiempo real (QRT-PCR).

4.5.3 qRT-PCR

Se seleccionaron genes candidatos representativos de las diferentes vias de TGF-
B. Se selecciond SMAD7 como gen regulador de la via canonica SMAD, ERKI como
gen representativo de la via no-SMAD, ZMIZI como gen regulador de la expresion de
PIAS, y BMPs como miembros de la superfamilia TGF-B. Seleccionamos BMP2,
BMPRII, BMP4, BMP5 y BMP7 por su mayor expresion en las lesiones de EM
evaluadas en estudios anteriores. Los cambios en los genes seleccionados se analizaron
en 21 pacientes con EMRR al inicio, un mes y seis meses después de la suplementacion

con VD. Los DNAs complementarios al RNA (cDNA) se generaron a partir de 500 ng
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de RNA utilizando el High Capacity cDNA Archive Kit (Applied Byosistems, Foster
City, CA, EE.UU.) en 20 pL de volumen final incubando la mezcla de reaccion a 37°C
durante 2 horas, tal y como indica el fabricante. La enzima se inactivd a 85°C durante
15 minutos. La cuantificacion relativa de la expresion génica se realizé6 mediante qRT-
PCR por triplicado con 2 pL. de cDNA por pocillo (dilucién 1/10), 1 x SYBR Green
PCR Master Mix (Roche Applied Science, Penzberg, Alemania) y 0,04 puM de
oligonucledtidos especificos para SMAD7, ERKI, ZMIZl, BMP2, BMPRII, BMP4,
BMP5, BMP7 y GAPDH (Tabla 5). Las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems). La expresion relativa de los genes

. . , . r -AACt
analizados se cuantificé mediante el método 2724¢

con el software StepOnePlus v2.3
(Applied Biosystems). Este método compara el valor de Ct (ciclo en el que una curva de
amplificacion coincide con el threshold o punto de corte de un gen) del gen que se
quiere cuantificar con respecto a un gen control. La diferencia de estos dos Ct es a lo
que se conoce como ACt. Posteriormente, para comparar la expresion del gen de estudio
en dos muestras se restan los ACt para conseguir un AACt. Con el 24" se obtienen
valores de expresion relativa entre diferentes muestras en forma equivalente a valores

de sobre-expresion y de reduccion de la expresion. En este caso se utilizd el gen

GAPDH para normalizar la expresion.

Secuencias de oligonucleétidos para la qRT-PCR a tiempo real

Simbolo Nombre del gen Sentido Secuencia

del gen

SMAD7 Miembro 7 de la Forward ACCCGATGGATTTTCTCAA
familia SMAD

Reverse AGGGGCCAGATAATTCGTTC

ERKI1 Miembro 1 de Forward CCCTAGCCCAGACAGACATC
las quinasas
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reguladas por Reverse GCACAGTGTCCATTTTCTAACAGT
sefiales
extracelulares

ZMIZ1 Miembro de la Forward TTAGAGGGTCAGGCCGGAGC
familia de
proteinas Reverse TCGGGAAGGAGATCCAGCGAA
reguladoras del
STAT activado
(PIAS-like)

BMP2 Miembro 2 de la Forward TCCACCATGAAGAATCTTTG
familia BMP

Reverse TAATTCGGTGATGGAAACTG

BMPRIT Receptor tipo II ~ Forward CCCGCTCCTACCTCCT
de la familia

BMP Reverse CGCAGAACAACCGTGAGAG
BMP4 Miembro 4 de la Forward CTGCAACCGTTCAGAGGTC
familia BMP

Reverse TGCTCGGGATGGCACTAC
BMP5 Miembro 5 de la Forward ATGGCAGGGACTGGATTATAG
familia BMP
Reverse AGAGTCTGAACTAGCGTG
BMP7 Miembro 7 de la Forward TGGTCCACTTCATCAACC
familia BMP
Reverse TTCTGTATTTCTTCAGGATGAC
GAPDH Gliceraldehido-  Forward AGCCACATCGCTCAGACAC

3-fosfato
deshidrogenasa  Reverse GCCCAATACGACCAAATCC

Tabla 5. Lista de genes candidatos seleccionados.

4.6 Actividad clinico-radiologica

La actividad clinico-radioldgica de la enfermedad se midio al inicio y un afio
después del comienzo de la suplementacion mediante el Rio-Score (Anexo I), que
combina criterios de brote, EDSS y resonancia magnética (RM). El criterio de brote

otorgaba un punto si el paciente tenia >1 brote al afio. El criterio EDSS puntuaba un
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punto si el paciente tenia un aumento de >1 punto en la escala EDSS, mantenido
durante al menos seis meses y confirmado al afio del estudio. El criterio de RM
puntuaba un punto si el paciente tenia >2 lesiones activas (respecto a una RM anual
previa), definidas como lesiones nuevas o que realzan en T2, mas el numero de lesiones
T1 que realzan con gadolinio. El valor de Rio-Score estaba comprendido entre 0 y 3. Un
aumento del valor del Rio-Score al afio en comparacion con el valor inicial se
consideraba un deterioro de la puntuacion de Rio-Score, mientras que una disminucion
del valor al afio en comparacidon con el valor inicial se consideraba una mejora en el
Rio-Score. Del mismo modo, un aumento de la puntuacion de la EDSS (Anexo II) al
afio en comparacion con el valor basal se considerd un deterioro de la EDSS, mientras
que una disminucidon de la puntuacioén al afio en comparacion con el valor basal se

considerd una mejora de la EDSS.

4.7 Analisis estadistico

Para el analisis de la expresion génica relativa se utilizd el método 2744

con
StepOne Software v2.3 (Applied Biosystems). La cuantificacion relativa se midio con el
software Expression Suite v1.3 (Life Technologies). Para los graficos de expresion se
utiliz6 el programa GraphPad Prism v.8 (Irvine, CA, EE.UU.). Para identificar los genes
con expresion diferencial se utilizaron el andlisis de la varianza (ANOVA, por sus siglas
en inglés) y una prueba t (t-test, por sus siglas en inglés) pareada. La correlacion de
Pearson se utiliz6 para estudiar la asociacion entre variables. Un valor p < 0,05 se
consider¢ estadisticamente significativo. Las variables de actividad clinico-radiologica

se analizaron mediante el programa IBM SPSS Statistics para Windows, version 26.0

(IBM Corp., Armonk, NY, EE.UU.).
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5. RESULTADOS

5.1 Caracteristicas de los pacientes

Se incluy6 en el estudio a un total de 21 pacientes. La mediana de edad de los
pacientes fue de 39 (rango intercuartilico (IQR) 11,5; min-max 20-56) afios, y la
mayoria eran mujeres (76,2%). La mediana de meses desde el diagndstico de EM hasta
la recogida de la muestra era de 95 (IQR 115,3; min-max 15-272). Todos los pacientes
estaban con DMT, siendo natalizumab el tratamiento mas comun. Los niveles séricos de
VD aumentaron desde el inicio hasta los seis meses, estando en rango de suficiencia de
VD (> 30 ng/ml) desde el primer mes del inicio de la suplementacion. La mediana de
EDSS era de 1,0 (IQR 2,2; min-max 0-6) y se mantuvo estable al afio. La mayoria de

los pacientes mejoré o mantuvo estable su Rio-Score al afio desde el inicio del estudio

(Tabla 6).
Caracteristicas EMRR
(n=21)
Edad, afios mediana (IQR; min-max) 39 (11,5; 20-56)
Sexo
» Mujer n, (%) 16 (76,2%)
» Varon n, (%) 5 (23,8%)
Meses desde el diagnodstico hasta la 95 (115,3; 15-272)

recogida de la muestra
Mediana (IQR; min-max)

Tipo de tratamiento modificador de la
enfermedad (n) Basal-final

Interferon beta-1a im 3-3
Acetato de Glatiramero 4-3
Teriflunomida 2-1
Dimetil-fumarato 3-3
Natalizumab 9-10
Alemtuzumab 0-1
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Niveles séricos de vitamina D (ng/ml)
Mediana; (IQR; min-max)

T0 244 (5,5; 10,1-29.5)
T1 33,8; (112; 13,1-80.4)
T6 35.8; (6,9; 17,0-48,0)

EDSS 1,0-1,0; (2.2; 0-6)

Mediana; (IQR, min-max) Basal-final
Rio-Score n, (%) Basal-final

10 (47,6%)—15 (71 4%)
7 (33.3%)-5 (23,8%)
2 (143%)—1 (4,8%)
1 (4.8%)-0 (0%)

PN =D

Tabla 6. Caracteristicas de los pacientes. EMRR, esclerosis multiple-recurrente-remitente; IQR, rango
intercuartilico; im, intramuscular; TO, tiempo basal; T1, un mes tras la suplementacion; T6, seis meses tras
la suplementacidén; EDSS (por sus siglas en inglés), escala ampliada del estado de discapacidad.

5.2 Expresion génica de los genes relacionados con TGF-f y
su relacion con la suplementacion con VD

El analisis de la expresion génica relacionada con TGF- revelo que la expresion
media del gen SMAD7 se incrementd 3,66 veces (valor de p = 0,033) desde el inicio
hasta los seis meses de tratamiento, y 5,32 veces (valor de p = 0,008) desde el primer
hasta el sexto mes de tratamiento. La expresion media de SMAD?7 en el primer mes fue
inferior a la inicial, aunque la diferencia no fue significativa. También se observd un
aumento de la expresion media de ERK/ a los seis meses en comparacion con el primer
mes de suplementacion (1,84 veces; valor de p = 0,002). No se encontraron diferencias
significativas en la expresion media de ZMIZ1, BMP2, BMPRII, BMP4 o BMP5 en los
puntos temporales del estudio (Figura 7), aunque se observd una tendencia hacia la
sobre-expresion de BMPS5 al mes y a los seis meses de suplementacion con VD en
comparacion con el valor basal. BMP7 no mostré amplificacion en la muestra. No se

encontro ninguna correlacion entre las variables de expresion de los distintos genes del
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estudio y los niveles séricos de VD (Figura 8, 9, 10 y 11). Los datos de expresion
individuales y las variables utilizadas para la comparacién en todas las figuras se

proporcionan en el Anexo (Anexo III).
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Figura 7. Expresion relativa de genes seleccionados en pacientes con esclerosis multiple
recurrente-remitente al inicio del estudio, tras un mes de suplementacion y tras seis meses de
suplementacion con VD. SMAD7; ERK1; ZMIZ1; BMP2; BMPRII; BMP4; y BMP5; T0, tiempo
basal; T1, después de un mes de suplementacion; T6, después de seis meses de suplementacion. *
p <0,05; ** p <0,01. La cuantificacion relativa de la expresion se representa como la media del
valor relativo de expresion individual; las barras de error indican el error estdndar de la media.
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Figura 8. Correlacion entre los niveles de expresion de SMAD7 y ERKI con los niveles séricos
de VD en tiempo basal, un mes y seis meses después de la suplementacion con VD. SMAD7 TO,
expresion de SMAD7 en tiempo basal; SMAD7 T1, expresion de SMAD7 un mes tras la
suplementacion; SMAD7 T6, expresion de SMAD7 seis meses tras la suplementacion; ERK1 TO,
expresion de ERKI en tiempo basal; ERKI TI, expresion de ERK/ un mes tras la
suplementacién; ERKI T6, expresion de ERKI seis meses tras la suplementacion; VD TO,
niveles de VD (ng/ml) en tiempo basal; VD T1, niveles de VD (ng/ml) después de un mes de
suplementacion; VD T6, niveles de VD (ng/ml) después de seis meses de suplementacion; R,
grado de correlacion; p, valor de p de Pearson.
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Figura 9. Correlacion entre los niveles de expresion de ZMIZ1 y BMP2 con los niveles séricos
de VD en tiempo basal, un mes y seis meses después de la suplementacion con VD. ZMIZ] TO,
expresion de ZMIZIl en tiempo basal; ZMIZI TI1, expresion de ZMIZI un mes tras la
suplementacion; ZMIZ1 T6, expresion de ZMIZI seis meses tras la suplementacion; BMP2 TO,
expresion de BMP2 en tiempo basal; BMP2 TI1, expresion de BMP2 un mes tras la
suplementacion; BMP2 T6, expresion de BMP2 seis meses tras la suplementacion; VD TO,
niveles de VD (ng/ml) en tiempo basal; VD T1, niveles de VD (ng/ml) después de un mes de
suplementacion; VD Té6, niveles de VD (ng/ml) después de seis meses de suplementacion; R?,

grado de correlacion; p, valor de p de Pearson.
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Figura 10. Correlacion entre los niveles de expresion de BMPRII y BMP4 con los niveles séricos
de VD en tiempo basal, un mes y seis meses después de la suplementacion con VD. BMPRII TO,
expresion de BMPRII en tiempo basal; BMPRII T1, expresion de BMPRII un mes tras la
suplementacion; BMPRII T6, expresion de BMPRII seis meses tras la suplementacion; BMP4 TO,
expresion de BMP4 en tiempo basal; BMP4 TI1, expresion de BMP4 un mes tras la
suplementacién; BMP4 T6, expresion de BMP4 seis meses tras la suplementacion; VD TO,
niveles de VD (ng/ml) en tiempo basal; VD T1, niveles de VD (ng/ml) después de un mes de
suplementacion; VD T6, niveles de VD (ng/ml) después de seis meses de suplementacion; R,
grado de correlacion; p, valor de p de Pearson.
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Figura 11. Correlacion entre los niveles de expresion de BMP5 con los niveles séricos de VD en
tiempo basal, un mes y seis meses después de la suplementacion con VD. BMP5 T0, expresion
de BMPS5 en tiempo basal; BMP5 T1, expresion de BMPS5 un mes tras la suplementacion; BMP35
T6, expresion de BMP5 seis meses tras la suplementacion; VD TO, niveles de VD (ng/ml) en
tiempo basal; VD T1, niveles de VD (ng/ml) después de un mes de suplementacion; VD T6,
niveles de VD (ng/ml) después de seis meses de suplementacién; R?, grado de correlacion; p,

valor de p de Pearson.
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5.3 Expresion génica de los genes relacionados con TGF-§
bajo tratamiento con natalizumab y suplementacion con

VD

Todos los pacientes reclutados en el estudio se encontraban siendo tratados con
DMT. Debido a que natalizumab era el tratamiento principal, se analizaron los cambios
medios en la expresion de genes relacionados con TGF-B, especificamente en este
grupo de pacientes. La comparacion reveld que s6lo BMPRII se expresaba de forma
diferencial tras un mes de suplementacion con VD. Asi, la expresion de BMPRII fue
3,66 veces mayor en el grupo no tratado con natalizumab frente al tratado con
natalizumab (valor p = 0,001) (Tabla 6, Figura 12). Ademas, se observo una tendencia
a una mayor expresion de BMPRII en los pacientes no tratados con natalizumab frente a
los tratados con natalizumab durante el seguimiento (al inicio, al mes y a los seis
meses). Sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa hasta después
de un mes.

Por el contrario, se observ una tendencia a la disminucion de la expresion media
de BMP5 desde el inicio hasta los seis meses en los pacientes tratados con natalizumab,
mientras que en los pacientes no tratados con natalizumab, la tendencia fue hacia el

aumento de la expresion media. No obstante, estos cambios no fueron estadisticamente

significativos.
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Figura 12. Expresion relativa de los genes seleccionados en pacientes con esclerosis multiple
recurrente-remitente con y sin tratamiento de natalizumab en tiempo basal, un mes y seis meses
tras la suplementacion con VD. SMAD7; ERK1; ZMIZ1; BMP2; BMPRII; BMP4; y BMP5; TO,
tiempo basal; T1, después de un mes de suplementacion; T6, después de seis meses de
suplementacion; Rojo, en tratamiento con natalizumab; Verde, sin tratamiento con natalizumab.
** p < 0,01. La cuantificacion relativa de la expresion se representa como la media del valor
relativo de expresion individual; las barras de error indican el error estindar de la media.
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5.4 Expresion génica de los genes relacionados con TGF-f y
actividad clinico-radioldgica de la enfermedad

5.4.1 Rio-Score

La expresion de genes relacionados con la inflamacion podria asociarse con las
caracteristicas clinicas y radioldgicas de los pacientes. Por lo tanto, comparamos el
grupo de pacientes cuyo Rio-Score mejor6 o se mantuvo sin cambios al afio del estudio,
con aquellos cuyo Rio-Score se deterioré y hallamos una diferencia significativa en la
expresion media de ERK] en el tiempo basal (expresion 2,25 veces mayor en el grupo
de mejora o sin cambios en el Rio-Score; valor de p = 0,045). También se hallaron
diferencias significativas en la expresion media de BMP2 en el tiempo basal (expresion
7,44 veces mayor en el grupo de deterioro del Rio-Score; valor de p = 0,008) y tras seis
meses de suplementacion (expresion 3,92 veces mayor en el grupo de deterioro del Rio-
Score; valor de p = 0,023), y en la expresion media de BMP5 al mes de suplementacion
(se observo una expresion 23 veces mayor en el grupo de deterioro del Rio-Score; valor
de p = 0,004) (Tabla 6, Figura 13).

Se observo una tendencia al aumento de la expresion de BMPRII tras seis meses
de suplementacion en el grupo de deterioro, y una tendencia al aumento de la expresion
de SMAD7 en ambos grupos tras seis meses de suplementacion. Sin embargo, estos

cambios no fueron estadisticamente significativos.
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Figura 13. Expresion relativa de los genes seleccionados en pacientes con esclerosis multiple
recurrente-remitente con mejora o sin cambios del Rio-Score versus deterioro del Rio-Score en
tiempo basal, un mes y seis meses tras la suplementaciéon con VD. SMAD7; ERKI; ZMIZI;
BMP2; BMPRII, BMP4; y BMP5; TO, tiempo basal; T1, después de un mes de suplementacion;
T6, después de seis meses de suplementacion; Rojo, mejora o sin cambios en el Rio-Score;
Verde, deterioro del Rio-Score. * p <0,05; ** p <0,01. La cuantificacion relativa de la expresion
se representa como la media del valor relativo de expresion individual; las barras de error indican
el error estandar de la media.

5.4.2 Brote

Un total de cuatro pacientes experimentaron un brote durante el estudio. La
comparacion entre los pacientes que experimentaron brote y los que no lo hicieron
mostr6 una diferencia significativa en la expresion media de BMP2 en el tiempo basal
(5,94 veces en el grupo de brote; valor de p = 0,017) (Figura 14). También se observd
una tendencia al aumento de la expresion de BMP5 al mes, y de BMPRII al mes y a los
seis meses del inicio de la suplementacion en el grupo de pacientes que experimentaron

un brote. Sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos.
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Figura 14. Expresion relativa de los genes seleccionados en pacientes con esclerosis multiple
recurrente-remitente con o sin brotes de la enfermedad en tiempo basal, un mes y seis meses tras
la suplementacion con VD. SMAD7; ERKI; ZMIZI; BMP2; BMPRII;, BMP4; y BMP5; TO,
tiempo basal; T1, después de un mes de suplementacion; T6, después de seis meses de
suplementacion; Rojo, brote; Verde, sin brote. * p < 0,05. La cuantificacién relativa de la
expresion se representa como la media del valor relativo de expresion individual; las barras de
error indican el error estandar de la media.

5.4.3 EDSS

La comparacion entre los pacientes cuya EDSS mejord al afio del estudio y
aquellos cuya enfermedad empeord o se mantuvo sin cambios, mostré una diferencia
significativa en la expresion media de BMPS5 en el tiempo basal (15,55 veces mayor en
el grupo de mejora de la EDSS; valor de p = 0,019) (Tabla 6, Figura 15). En cambio, la
tendencia de la expresion parece menor al mes y a los seis meses en el grupo de mejora
de la EDSS (datos no estadisticamente significativos).

También se observd una tendencia no estadisticamente significativa hacia una
mayor expresion de BMPRII en el grupo de empeoramiento o sin cambios de la EDSS

durante el seguimiento (tiempo basal, un mes y seis meses tras la suplementacion).
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Figura 15. Expresion relativa de los genes seleccionados en pacientes con esclerosis multiple
recurrente-remitente con mejora en la EDSS versus deterioro o sin cambios en la EDSS en
tiempo basal, un mes y seis meses tras la suplementacion con VD. SMAD7; ERKI; ZMIZI,
BMP2; BMPRII, BMP4; y BMP5; TO, tiempo basal; T1, después de un mes de suplementacion;
T6, después de seis meses de suplementacion; Rojo, mejora en la EDSS; Verde, deterioro o sin
cambios en la EDSS. * p < 0,05. La cuantificacion relativa de la expresion se representa como la
media del valor relativo de expresion individual; las barras de error indican el error estandar de la
media.
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6. DISCUSION
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6. DISCUSION

La EM se considera una enfermedad multifactorial, en la que determinados factores
ambientales junto con factores genéticos, ocasionan una disfuncidn del sistema inmune
favoreciendo un efecto pro-inflamatorio sobre el SNC. De los factores ambientales
relacionados con la EM, la VD es uno de los mas intimamente relacionados con el
desarrollo de la enfermedad [146]. Uno de los principales papeles de la VD en el
organismo es intervenir en la homeostasis del calcio y el desarrollo esquelético [147],
aunque también desempefia un papel regulador importante sobre el sistema inmune. La
evidencia del papel inmuno-regulador de la VD estd ampliamente estudiado en
diferentes tipos de estudios (in vitro, murino, humanos, etc.), y el mecanismo por el que
ejerce sus funciones es mediante la regulacion de la transcripcion de genes diana del
sistema inmune. Los efectos derivados de la accion de la VD son multiples, siendo la
mayoria de ellos beneficiosos para la enfermedad, como la menor produccion de
citoquinas pro-inflamatorias y la mayor produccién de citoquinas anti-inflamatorias por
parte de las células mieloides, lo que indirectamente influye en una menor
diferenciacion de células linfoides hacia fenotipos Thl y Th17, de marcado papel pro-
inflamatorio [148,149]. De entre las multiples citoquinas que se han asociado con el
efecto de la VD, se encuentra TGF-, que a su vez constituye una superfamilia de
citoquinas y factores de crecimiento que promueven principalmente funciones anti-
inflamatorias, como la generacion y mantenimiento de células Tregs o la inhibicion de
citoquinas pro-inflamatorias [150,151]. Sin embargo, TGF-B también es capaz de
promover la diferenciacion hacia Th17, un fenotipo celular implicado en la patogénesis
de la EM y la EAE [152,153]. TGF-f por tanto, presenta un papel dual importante en la
regulacion del sistema inmune. Para llevar a cabo estas funciones, TGF-f utiliza

diferentes vias de sefalizacion intracelular. Por un lado, esta la via considerada
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canonica dependiente de proteinas SMAD, las cuales se activan y se fosforilan en
cascada tras la union de TGF- con su receptor de membrana, formando un complejo
que se traslada al nticleo para regular la expresion génica. De entre las proteinas SMAD,
existen dos de ellas (SMADG6 y 7), que son inhibitorias y ejercen un mecanismo de
retroalimentacion sobre la via candnica. Por otro lado, existen otras vias no
dependientes de proteinas SMAD por las que TGF-f puede llevar a cabo sus funciones,
como las dependientes de MAPK [103,154,155], que a su vez estdn reguladas a
diferentes niveles por diversas proteinas reguladoras.

Por lo tanto, el conocimiento de los cambios provocados por la suplementacion con
VD en la expresion de genes implicados en esta via es esencial si queremos entender los
efectos moleculares de este tratamiento y establecer futuros biomarcadores de respuesta
al mismo.

En este estudio, seleccionamos pacientes con EMRR que presentaban niveles
séricos de VD en rango de insuficiencia y se les inici6 suplementacion con VD
siguiendo criterios de practica clinica habitual. Nos propusimos medir los cambios de
expresion de diferentes genes representativos de las vias de TGF-B, tanto canodnica
(SMAD7) como no candnica (ERKI), y de proteinas reguladoras del STAT activado
(ZMIZ1), asi como genes de BMPs (BMP2, BMPRII, BMP4, BMP5 y BMP7) como
efecto de la suplementacion. Para ello se examinaron células T CD4+ extraidas de
sangre periférica de los pacientes, tanto antes como después de la suplementacion, para
detectar cambios en la expresion de los genes candidatos. Posteriormente se
relacionaron los cambios de expresion génica con los principales datos de la actividad
clinico-radiolégica de la enfermedad en los pacientes.

Encontramos cambios significativos en la expresion de SMAD7 a los seis meses

desde el tiempo basal y desde el primer mes del inicio de la suplementacién con VD.
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También encontramos diferencias significativas en la expresion de ERK/ a los seis
meses en comparacion con el primer mes tras el inicio de la suplementacion, lo que
indicaria que las vias SMAD y no-SMAD de TGF-B podrian estar reguladas por el
efecto de la VD. SMAD7 ejerce un efecto de retroalimentacion negativa sobre la via
SMAD de TGF-B [156,157], mientras que ERK1 forma parte de la via no-SMAD [99-
101]. Estos hallazgos sugieren que es probable que TGF-f lleve a cabo sus funciones
principalmente a través de la via no-SMAD, reflejado por el aumento de expresion de
ERK] que activaria las vias alternativas de sefializacion intracelular, mientras que la via
SMAD candnica se inhibe debido a la sobre-expresion de SMAD7 bajo la influencia de
VD. En esta linea de resultados, un estudio de EAE en ratones revel6 que cuando las
células T carecian de TGF-BRII, no se diferenciaban a Th17, pero cuando eran tratadas
con un inhibidor de la quinasa TGF-BRI (SB-431542) o sobre-expresaban Smad7, la
poblacion Th17 se mantenia a través de la activacion de genes no dependientes de
SMAD [105]. Nosotros no encontramos una asociacion entre los niveles de VD y la
expresion de estos genes, sugiriendo asi que VD estaria reguldndolos no directamente,
sino de una forma mas compleja, probablemente actuando sobre otras vias diferentes
que indirectamente acaban favoreciendo la sobre-expresion de SMAD7 y ERKI. Se sabe
que la VD es capaz de regular la expresion de mas de 500 genes en diferentes tejidos in
vivo, incluyendo la piel, higado, hueso, sistema inmune, entre otros, por lo que las vias
implicadas indirectamente pueden ser muy diversas [158]. En este sentido, otros
estudios han demostrado que la VD puede activar vias alternativas no-SMAD de TGF-3
activando factores de transcripcion que se unen al promotor de TGF-B o incluso
influyendo en su regulacion post-transcripcional [116]. Sin embargo, en otro estudio,
también en ratones, los autores descubrieron que la forma activa de VD (1,25(0OH),D3)

promovia la expresion de Smad3 e inhibia la expresion de Smad7 durante la
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diferenciacion a Th17 [159]. En humanos con EM suplementados con VD, un estudio
encontrd diferencias significativas en la expresion de genes relacionados con la
poblacion Th17 y contrariamente a otros estudios en los que la VD se ha asociado con
la disminucion de la expresion de IL-6 y TNF-a en células de la microglia, aqui la
expresion de IL-6 e IL-17A se veia aumentada con el tratamiento con VD [160]. Otro
estudio, también en humanos con EM que recibieron VD, se encontr6 una mayor
expresion de IL-10 pero no de TGF-B1 en los pacientes tratados [161]. Los mecanismos
por los que la VD podria aumentar la expresion de IL-10 son diversos, desde un
mecanismo directo debido a la existencia de un sitio de uniéon de VDR en la region
proximal promotora del gen de IL-10 [162] o por mecanismos indirectos, por ejemplo la
activacion de la via de MAPK (ERK1/2) que influyen positivamente en los niveles de
IL-10 [163,164]. Nuestros resultados irian precisamente en la linea de este ultimo
trabajo, ya que el aumento de expresion de ERKI que hemos observado, podria estar
favoreciendo las acciones anti-inflamatorias de TGF-f en nuestros pacientes bajo la
accion de la VD. Ademas, hay que tener en cuenta que la influencia de la VD en la
expresion génica puede cambiar en funcion del fenotipo celular del sistema inmunitario,
como se demostrd en otro trabajo en pacientes con EM que fueron suplementados
durante seis meses con VD, encontrandose diferentes perfiles de expresion génica en
linfocitos T CD4+, monocitos CD14+ y linfocitos B CD19+ [165]. A pesar de las
diferencias en los distintos modelos de estudio y entendiendo la enorme complejidad del
sistema inmune, aun no esta claro el mecanismo por el que la VD regula las diferentes
vias de TGF-p.

En cuanto al gen ZMIZI, no encontramos diferencias significativas en la
expresion de dicho gen bajo la accion de la VD, manteniendo unos niveles de expresion

estables a lo largo del estudio. ZMIZIl es un miembro de la familia de proteinas
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reguladoras similares a la proteina inhibidora del STAT activado (PIAS-like) cuya
funcién se cree que es regular a su vez a otros factores de transcripcion, entre ellos
TGF-B/SMAD [166]. En estudios de genoma completo (GWAS, por sus siglas en
inglés), se han encontrado diferentes polimorfismos de ZMIZ1 que se han asociado con
diferentes enfermedades autoinmunes, entre ellas la EM [14,167]. A su vez, en un
estudio se ha encontrado que el VDR se une al gen ZMIZ] en las células dendriticas
inflamatorias [168]. Otro estudio ha encontrado aumento de la expresion de ZMIZ1 en
células dendriticas tolerogénicas e inmaduras y en monocitos bajo tratamiento con VD
in vitro [107]. Aunque ZMIZ1 se puede expresar también en otros subtipos celulares del
sistema inmune, aparte de monocitos y células dendriticas, no hemos encontrado
diferencias de expresion bajo accion de la VD en linfocito T CD4+, lo que puede
explicarse por una menor expresion de este gen de base en esta subpoblacion
inmunitaria y que por tanto no tenga tanta relevancia funcional en el compartimento
linfoide.

La poblacion linfoide Th17 facilita la interrupcion de la BHE, permitiendo asi el
transito de células inflamatorias al SNC induciendo inflamacion cronica [152]. La IL-
17A y otras citocinas que responden a Th17 se han detectado en lesiones del SNC tanto
en la EM como en la EAE [169], ademas de que se ha observado que los pacientes con
EM tienen una mayor proporcion de linfocitos Th17 de entre los linfocitos T CD4+ y
mayores niveles séricos de IL-17 e IL-23 en sangre periférica [170]. Sin embargo, existe
la dificultad de identificar marcadores de respuesta linfocitaria Th17 en la EM por la
escasa accesibilidad al compartimento del SNC [102]. Por lo tanto, investigamos si el
mecanismo de accion del DMT del paciente influiria en la expresion génica de TGF-f.
En nuestro estudio, todos los pacientes estaban recibiendo DMT, nueve de ellos en

tratamiento con natalizumab. El natalizumab es un anticuerpo monoclonal dirigido
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contra la cadena a de la integrina VLA-4 y es un inhibidor muy potente de la migracion
celular a los tejidos, incluido el SNC. Reduce muy eficazmente los brotes y las lesiones
activas en la RM de pacientes con EMRR [171,172]. El resto de DMT de los pacientes
presentaban otros mecanismos de accion diferentes, pero en los que el transito de
células inmunitarias al compartimento del SNC no estaba restringido como en el caso de
los pacientes que estaban en tratamiento con natalizumab. Por tanto, podiamos
diferenciar dos grupos de pacientes en los que sus compartimentos sanguineo/SNC
podian ser diferentes debido a la interrupcion de la migracion celular en funcion del
tratamiento que estaban recibiendo. De todos los genes estudiados, solo se encontraron
diferencias significativas en la expresion de BMPRII un mes después del inicio de la
suplementacion en aquellos pacientes que no recibian natalizumab. Se observd una
tendencia a la sobre-expresion de BMPRII en los pacientes no tratados con natalizumab
en comparacion con los pacientes tratados con natalizumab, tanto al inicio como a los
seis meses desde la suplementacion. Con respecto a BMP5, observamos una tendencia
decreciente en la expresion media desde el inicio hasta los seis meses en los pacientes
tratados con natalizumab frente a una tendencia creciente en los pacientes no tratados
con natalizumab. Sin embargo, estos cambios no fueron estadisticamente significativos.
El hecho de que exista un bloqueo efectivo de la entrada de células en el SNC en
funcion del tratamiento con natalizumab y, por tanto, compartimentos del SNC
aparentemente diferentes, no parece ser determinante en la modificacion de la expresion
génica de TGF-P, excepto en el caso de BMPRII. No obstante, no puede excluirse que el
mecanismo de accion de los otros DMT afecten a la expresion génica de TGF-f en
relacion con la VD. Este hallazgo estaria en consonancia con otros trabajos, como un
estudio en el que los autores midieron la expresion de genes BMP en lesiones de EM y

encontraron una mayor expresion de BMP2, BMP4, BMPS5, BMP7, BMPRII y
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PSMAD1/5/8 en astrocitos, microglia/macréfagos y neuronas [114]. En otro estudio, en
este caso en EAE, se observo sobre-expresion de Bmp4, Bmp6 y Bmp7 en la médula
espinal lumbar de ratones con EAE activa [173]. En compartimento de sangre periférica
de pacientes con EMRR, también se ha encontrado que la expresion de BMPs se
encuentra desregulada y aumentada en células inmunitarias, sobre todo monocitos y
linfocitos T, respecto de controles sanos [115]. Otros estudios han puesto de manifiesto
que las células inmunes de sangre periférica expresan también antagonistas de la
sefializacion de BMPs, como el noggin y la follistatina, influyendo en la neurogénesis y
la oligodendrogénesis que median las BMPs [174,175]. No estd claro si hay una
relacion directa o indirecta en la expresion diferencial de los diferentes actores de
BMP/TGF-f en los diferentes compartimentos y si la VD influye en ello en funcion del
tratamiento recibido.

Por otro lado quisimos relacionar la expresion génica de TGF-B con los datos
clinico-radioldgicos de la enfermedad y para ello utilizamos el Rio-Score. El Rio-Score
es un indice creado a partir de una combinacion de datos de lesiones de RM, datos de
brote y cambios sostenidos en la EDSS que se disend originariamente para evaluar el
grado de respuesta terapéutica al interferon-beta en pacientes con EMRR tras un afio de
tratamiento [176—178]. En nuestro caso, utilizamos el Rio-Score como una medida
simple de las caracteristicas clinico-radiologicas de la enfermedad para evaluar si
influirian en la expresion génica en el estudio. Se halld una expresion significativamente
mayor de ERK] al inicio del estudio, que se normaliz6 al mes y a los seis meses del
inicio de la suplementacion en los pacientes cuyo Rio-Score mejord o se mantuvo sin
cambios al afio del estudio. La mayor expresion de ERK/ al inicio sugeriria una mayor
activacion y participacion de la via no-SMAD de TGF-f [104,105], que se normalizé en

cuanto los pacientes alcanzaron valores séricos suficientemente elevados de VD tras un

113



mes de suplementacion. Asi pues, los efectos anti-inflamatorios de TGF-f podrian estar
mediados a través de la via dependiente de la proteina SMAD en este grupo de
pacientes. Cabe recordar el efecto dual de TGF-f y como esas funciones, tanto pro-
inflamatorias como anti-inflamatorias, para llevarlas a cabo, utiliza las mismas vias
dependientes o no de proteinas SMAD. Por lo tanto, en una enfermedad crénica como
es la EM, en la que existe un binomio entre ambiente pro-inflamatorio y anti-
inflamatorio en continuo cambio, la expresion de la via de TGF-B puede significar
efectos beneficiosos o perjudiciales para la enfermedad también en continuo cambio.
Por otro lado, en el grupo de los pacientes con un empeoramiento del Rio-Score al afio,
también encontramos que la expresion de BMP2 fue mayor al inicio y a los seis meses,
y la de BMP5 aument6 al mes, lo que indica que la sefializacion de BMP también esta
alterada en este perfil de pacientes con EM [108], aunque su expresion no parece estar
relacionada con los niveles de VD y no cambid después de que los niveles séricos
volvieran a la normalidad. En la misma linea, también observamos sobre-expresion de
BMP?2 basal en los pacientes que presentaron brote de la enfermedad durante el estudio
y sobre-expresion de BMP5 en pacientes cuya EDSS mejoro, lo que refuerza el hecho
de la existencia de una desregulacion de la sefalizacion de BMP en pacientes con EM.
Un estudio halld6 un aumento de la expresion de BMP2 en el suero de pacientes con
EMRR no tratados, y sus niveles se correlacionaban con los de BMP4 y BMP5 [113].
Las BMP son proteinas multifuncionales implicadas en procesos de diferenciacion
celular, como la astrogliogénesis, la oligodendrogliogénesis y la neurogénesis [179—
182]. La sefializacién por BMP también tiene efectos sobre la diferenciacion del sistema
inmunitario, facilitando, junto con TGF-B, la diferenciaciéon de las células Tregs

FOXP3+ [183]. En pacientes con EM, esta desregulacion de la sefializacion BMP
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conduce a la proliferacion de lineas celulares pro-inflamatorias, promoviendo asi la
actividad de la enfermedad [115].

Respecto a la suplementacion con VD en los pacientes, a dia de hoy todavia existe
una falta de consenso sobre la dosis o el momento de administracion. En este sentido, el
Subcomité de Guias Clinicas de la Sociedad de Endocrinologia define la deficiencia
sérica de VD como < 20 ng/mL (50 nmol/L) y la insuficiencia sérica de VD como 21-29
ng/mL (52-72 nmol/L) [184]. Sin embargo, el Comité de Revision de Ingestas
Dietéticas de Referencia de Vitamina D y Calcio del Instituto de Medicina (EE.UU),
define la deficiencia de VD como < 12 ng/mL (30 nmol/L) y la insuficiencia de VD
como 12-20 ng/mL (30-50 nmol/L) [185]. Existe una relacion directa entre la dosis de
VD suplementada y la concentracion sérica de la misma a modo de linea curva cuando
se utilizan dosis diarias de 1000-2000 UI [186]. Se necesitan alrededor de 1040 UI de
VD en el caso de la deficiencia y de 400 UI en el caso de la insuficiencia para obtener
niveles por encima de 20 ng/mL en la mayoria de los pacientes [187]. No obstante,
pueden existir otros factores externos que influyan en la suplementacion de la VD y hay
numerosos estudios que han intentado establecer la dosis 6ptima de VD para corregir la
deficiencia y la insuficiencia. Las conclusiones de estos estudios eran que al final,
independientemente del régimen de dosificacién, formulacion de la VD, etc., se
terminaban alcanzando los niveles adecuados de VD [188—190]. Lo mismo ocurre con
el mantenimiento de la suplementacion, ya que una vez corregidos los niveles de VD
séricos, la Sociedad de Endocrinologia recomienda una dosis diaria de 600-2000 UI,
dependiendo del grado exposicion solar que se presente. En este sentido, en nuestro
estudio hemos realizado la suplementaciéon con VD segin los criterios de practica
clinica habitual en nuestro medio. Asi mismo, no hubo abandonos del tratamiento ni

efectos adversos relacionados durante todo el periodo de estudio. Esta observacion esta
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en consonancia con otros estudios publicados, que afirman que la administracion de
suplementos de VD es segura y tolerable y aporta beneficios inmunoldgicos a los
pacientes con EM [37,191-193]. No obstante, los resultados de otros estudios y ensayos
clinicos de suplementacion con VD en pacientes con EM no han mostrado resultados
concluyentes en muchas ocasiones, como en el caso de Kampman M. et al. [194], que
compararon la suplementacién semanal con 20.000 UI de VD3 y placebo durante 96
semanas en 68 pacientes con EMRR y EDSS < 4.5, no hallando diferencias
significativas en la tasa anualizada de brotes ni en la EDSS. En otro estudio, Stein MS.
et al. [195] realizaron un ensayo clinico doble ciego durante seis meses con dos brazos
de tratamiento (VD2 6000 UI vs VD2 1000 UI), con el objetivo de alcanzar niveles
séricos de VD3 de 130-175 nmol/L en pacientes EMRR tratados con interferén beta o
acetato de glatirimero, obteniendo resultados negativos en los objetivos primarios de
actividad en RM. Actualmente se dispone de datos de dos grandes ensayos clinicos que
examinan la suplementacion con VD en la EM (SOLAR y CHOLINE). En el estudio
SOLAR, se compard el tratamiento con VD3 (6670 Ul que aumentaron a 14.000 UI
después de cuatro semanas) con placebo durante 48 semanas en 232 pacientes con
EMRR de distintos paises europeos. En el caso del estudio CHOLINE, fue un ensayo
clinico multicéntrico, doble ciego, controlado con placebo y con grupos paralelos en
pacientes con EMRR en Francia, en el que se compar¢ el tratamiento con VD3 (100.000
UI cada dos semanas) frente a placebo durante 96 semanas. Aunque ninguno de los dos
estudios alcanzd sus criterios de valoracion primarios (ausencia de evidencia de
actividad de la enfermedad [NEDA-3] a las 48 semanas en SOLAR y tasa anualizada de
brotes a las 96 semanas en CHOLINE), ambos mostraron efectos sobre algunos criterios
de valoracion secundarios, como una reduccion del 32% en las lesiones captantes de

gadolinio y reduccion de volumen de lesiones T2 en RM en el caso del estudio SOLAR,
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y una reduccion del numero de nuevas lesiones potenciadas en T1 en RM y reduccion
de progresion de la enfermedad medido por EDSS en el caso del estudio CHOLINE
[196-198]. Existen discrepancias entre los estudios observacionales y los ensayos
clinicos con VD, lo que podria explicarse de distintas maneras, como un posible reflejo
de causalidad inversa, diferencias en el diseno de los criterios de inclusion de los
estudios o la potencia para medir los efectos en los objetivos primarios/secundarios, uso
de diferentes suplementos de VD con posologia y duracion variable, el empleo de
DMTs, entre otras [199-202]. AuUn asi, las pruebas seguirian respaldando la
recomendacion de prescribir suplementos de VD en pacientes con EM con niveles
insuficientes de VD [203,204].

Respecto a las limitaciones de nuestro estudio, en primer lugar podria comentarse
el habernos limitado exclusivamente a una subpoblaciéon de células inmunes para la
medicion de la expresion génica, no pudiendo observar si existen cambios de expresion
por parte de la VD en otras subpoblaciones inmunitarias, o si la ausencia de expresion
de algunos de nuestros genes de TGF-B guarda relaciébn con que no se expresen
precisamente en el linfocito T CD4+. En este sentido, Munger KL. et al. [205]
estudiaron los cambios en la expresion génica global en las células sanguineas de
pacientes con EM que recibieron suplementos de VD, lo que sugiere que la actividad de
la EM se ve afectada por una expresion génica desequilibrada relacionada con la VD.
Las diferencias con nuestro estudio son que, en primer lugar, nosotros nos centramos en
los cambios en la sefalizacion de TGF-B, mientras que Munger KL. et al.
proporcionaron un perfil transcriptomico completo. En segundo lugar, nosotros
medimos la expresion en los linfocitos T CD4+, mientras que Munger KL. et al.
utilizaron sangre completa. Y en tercer lugar, los pacientes del estudio de Munger KL.

et al. fueron tratados con interferon B-1b mientras que en nuestro estudio los pacientes
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estaban en tratamiento con diferentes tipos de DMT. Sin embargo, nuestros resultados
también sugieren que la regulacion de los genes expresados por la VD puede afectar a la
actividad de la EM.

Otra limitacién del estudio puede ser la falta de un grupo de control sano para
medir los cambios en la expresion génica tras la suplementacion con VD. En nuestro
estudio, la expresion de SMAD?7 aumentd 3,6 veces en pacientes con EM tras seis meses
de suplementacion con VD. De forma similar, la expresion de SMAD7 mostr6 un
aumento de 2,3 veces en donantes sanos en comparacion con pacientes con EM en otro
estudio anterior de nuestra misma linea de investigaciéon [102]. Aunque el estudio
presentado en esta memoria no incorpor6 un grupo de control sano, nuestros hallazgos
sugieren un restablecimiento de los niveles "normales" de SMAD?7 tras seis meses de
suplementacion con VD [102]. No se dispone de comparaciones para el resto de genes
analizados en este estudio.

Seria interesante de cara a futuras investigaciones poder ampliar el numero de
genes reguladores de la via de TGF-f3 a medir, ademés de ampliar a mas tipos de células
diana del sistema inmune para poder observar efectos mas amplios que pueda estar
ejerciendo la VD. Por otro lado, también seria interesante implementar mediciones no
solo de expresion génica, sino también de expresion proteica y explorar las vias de
regulacion post-transcripcional existentes que pudiesen estar implicadas en la via de

TGF-B.
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7. CONCLUSIONES

1.

El aumento de la expresion de SMAD7 y ERKI a los seis meses tras el inicio de
la suplementacion sugiere que la VD podria afectar tanto a las vias de
sefializacion SMAD y no-SMAD, que son criticas para el efecto dual de TGF-f
en el sistema inmune y en la EM.

No hemos encontrado diferencias de expresion significativas de ZMIZI en los
diferentes tiempos del estudio tras la suplementaciéon con VD, lo que indicaria
que la VD no estd influyendo de manera determinante en la expresion de ZMIZ1
en el compartimento linfoide.

No encontramos diferencias significativas en la expresion de BMPs (BMP2,
BMPRII, BMP4 y BMPS5) en el estudio bajo la influencia de la VD. A pesar de
que la senalizacion de BMP se sabe que esta alterada en los pacientes con EM,
no impresiona que esté relacionado con los niveles séricos de VD ni cambien
tras su normalizacion.

No se encontrd ninguna correlacion entre las variables de expresion de los
distintos genes del estudio y los niveles séricos de VD. Por lo tanto, la
regulacion de la VD sobre las vias de TGF-B se estaria llevando a cabo de
manera indirecta.

El bloqueo de la migraciéon celular hacia el SNC bajo el tratamiento con
natalizumab no parece ser crucial en la modificacion de la expresion génica de
TGF-, excepto en el caso de BMPRII, que mostré un aumento de expresion
significativo después de un mes de la suplementacion. Sin embargo, no se puede
excluir que el mecanismo de accion de los otros DMT afecten a la expresion

génica de TGF-f en relacion con la VD.
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Los pacientes que mantuvieron estable o mejoraron su Rio-Score normalizaron
los niveles de expresion de ERKI basalmente aumentados conforme se
normalizaban los niveles séricos de VD.

Los pacientes que deterioraron su Rio-Score presentaban una desregulacion de
la sefializacion de BMP, presentando un aumento de expresion BMP2 y BMP5
tras el inicio de la suplementacion, lo que podria traducirse en un incremento de
la actividad pro-inflamatoria mediada por BMPs en estos pacientes.

Los pacientes que presentaron actividad de la enfermedad en forma de brotes
también presentaban un aumento de expresion de BMP2 basal, lo que sugiere
que BMP?2 podria tener un papel importante en los procesos de inflamacion y
remielinizacion en la EM.

En los pacientes que presentaron mejoria de la EDSS al final del estudio
presentaron niveles de expresion aumentados de BMP5 basal con una tendencia
a menor expresion a posteriori, sugiriendo un efecto inmuno-regulador de la

sefializacion de BMPS5.
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9. ANEXOS

9.1 Anexo 1. Rio-Score

Adaptado de (Rio J. et al, 2009) [177]

Rio-Score:

Este sistema de puntuacion se basa en una combinacion de criterios de RM, brote

y EDSS, definidos tras un afio de tratamiento.

A. Criterio de RM = 1, si el paciente tenia (en la RM anual) > 2 lesiones
activas en T2, definidas como lesiones potenciadas en T2 nuevas o en
aumento, mas el nimero de lesiones captantes de gadolinio potenciadas

en T1 durante el primer afio.

B. Criterio de Brote = 1, si el paciente presentaba > 1 brote durante el
primer afo.
C. Criterio de EDSS = 1, si se produce un aumento en la puntuacion EDSS

del paciente > 1 punto, mantenido durante al menos 6 meses y

confirmado al final del periodo de seguimiento.
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9.2 Anexo II. Escala ampliada del estado de discapacidad
(EDSS)

Adaptado de (Kurtzke JF., 1983) [206]

Escala EDSS: criterios de puntuacion

Sistema funcional (SF)

Piramidal

0. Normal.

1. Signos anormales sin incapacidad.

2. Incapacidad minima.

3. Paraparesia o hemiparesia leve o moderada. Monoparesia grave.

4. Paraparesia o hemiparesia grave. Monoplejia o cuadriparesia moderada.
5. Paraplejia o hemiplejia. Cuadriparesia intensa.

6. Cuadriplejia.

Cerebelo

0. Normal.

1. Signos anormales sin incapacidad.

2. Ligera ataxia.

3. Moderada ataxia de los miembros o del tronco.

4. Ataxia intensa de todas las extremidades.

5. Incapaz de realizar movimientos coordinados por ataxia.

X. Afiadir tras cada puntuacion en caso de debilidad grado 3 que dificulte la prueba.
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Tronco del encéfalo

0. Normal.

1. Unicamente signos.

2. Nistagmo moderado o cualquier otro tipo de incapacidad.

3. Nistagmo intenso, pardlisis extraocular intensa o moderada incapacidad por
otros pares craneales.

4. Disartria intensa o cualquier otro tipo de incapacidad.

5. Incapacidad para tragar o hablar.

Sensibilidad

0. Normal.

1. Alteracion de la sensibilidad vibratoria o grafestesia en una o dos extremidades.

2. Disminucion ligera de la sensibilidad téactil o dolorosa, o de la posicional y/o
disminucioén ligera de la sensibilidad vibratoria en 1 o 2 miembros o vibratoria
(o grafestesia) en 3 0 4 miembros.

3. 1d. moderada, incluida alteracion propioceptiva en 3 0 4 miembros.

4. 1d. intensa, o bien grave alteracion propioceptiva en mas de 2 miembros.

5. Pérdida de sensibilidad en una o dos extremidades o bien disminucién del tacto
o dolor y/o pérdida del sentido posicional en mas de 2 miembros.

6. Pérdida de sensibilidad practicamente total por debajo de la cabeza.

Vejiga e intestino (Redefinicion de Goodkin DE. et al, 1992) [207]

Instrucciones: Afiada 1 punto mas en la puntuacion de 1-4 vesical si se usa

autocateterismo vesical. Puntue la situacion peor del modo siguiente:
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Vejiga:
0. Normal.
1. Ligero titubeo, urgencia o retencion.
2. Moderado titubeo, urgencia o retencion tanto del intestino como de la vejiga, o
incontinencia urinaria poco frecuente.
3. Incontinencia < semanal.
4. Incontinencia > semanal.
5. Incontinencia diaria.

6. Catéter vesical.

Intestino:
0. Normal.
1. Estrenimiento de < diario, sin incontinencia.
2. Estrefiimiento de menos de a diario pero no incontinencia.
3. Incontinencia < semanal.
4. Incontinencia > semanal pero no a diario.
5. Ningln control intestinal.

6. Grado 5 intestinal mas grado 5 de disfuncion vesical.

0. Normal.
1. Escotoma con agudeza visual (corregida) superior a 20/30.

2. El ojo que esa peor con un escotoma tiene de agudeza visual entre 30/30 y

20/59.
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3. El ojo peor (por escotoma o alteracion de campo) con agudeza visual maxima
entre 20/60 y 20/99.

4. 1d. entre 20/100 y 20/200; igual un grado 3 mas la méxima agudeza en el mejor
ojo de 20/60 o inferior.

5. 1d. en el ojo peor con agudeza inferior a 20/200; o bien grado 4 mas maxima
agudeza en el ojo mejor de 20/60 o menos.

6. Grado 5 mas agudeza visual méxima del mejor ojo de 20/60 o inferior.

X. Anadir tras la puntuacion en los grado 0-5 si existe palidez temporal.

Funciones mentales

0. Normal.

1. Alteracion del estado de &nimo tnicamente (no afecta a la puntuacion EDSS).
2. Ligera alteracion cognitiva.

3. Moderada alteracion cognitiva.

4. Marcada alteracion cognitiva.

5. Demencia o sindrome cerebral cronico.

V. Desconocido (en cada SF).

Escala ampliada del estado de discapacidad (EDSS)

0. Exploracion neuroldgica normal (en la funcion mental se acepta el grado 1).

1.0 Ninguna incapacidad. Minimos hallazgos exploratorios en uno de los SF (grado
1, exceptuando las funciones mentales).

1.5 Ninguna incapacidad. Minimos hallazgos en mas de uno de los SF (mas de un

grado 1, exceptuando las funciones mentales).
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2.0 Minima incapacidad en uno de los SF (un grado 2, el resto con grado 0 6 1).

2.5 Minima incapacidad en dos de los SF (dos grados 2, el resto con grado 0 6 1).

3.0 Moderada incapacidad en uno de los SF (un grado 3, el resto con grado 0 6 1) o
ligera incapacidad en tres o cuatro SF (tres/cuatro con grados 2, el resto con
grado 0 6 1). Completamente ambulante.

3.5 Completamente ambulante pero con moderada incapacidad en uno de los SF
(grado 3) y uno o dos SF con grado 2; o dos SF con grado 3; o cinco SF con
grado 2 (con 0 6 1 en el resto).

4.0 Completamente ambulante sin ayuda, independiente, mas de 12 horas al dia a
pesar de sufrir una grave incapacidad consistente en un SF con grado 4 (con
grados 0 6 1 en el resto), o combinaciones de grados menores con puntuaciones
mayores que las mencionadas. Puede caminar sin ayuda o descanso unos 500
metros.

4.5 Completamente ambulante sin ayuda la mayoria del dia. Puede trabajar una
jornada completa, aunque tiene alguna limitacion para tener una actividad plena,
0 necesita una ayuda minima. Grave incapacidad consistente en un SF con grado
4 (con grados 0 6 1 en el resto) o combinaciones mayores que las mencionadas
antes. Puede caminar sin ayuda o descanso 300 metros.

5.0 Camina sin ayuda o descanso unos 200 metros. Tiene una incapacidad grave que
dificulta todas sus actividades diarias (por ejemplo, para trabajar necesita
condiciones especiales). Grado 5 en uno de los SF y con grados 0 6 1 en el resto,
o combinaciones de grados menores que habitualmente sobrepasan la
puntuacion de 4,0.

5.5 Camina sin ayuda o descanso unos 100 metros. Tiene una incapacidad grave que

imposibilita todas sus actividades diarias. Grado 5 en uno de los SF con grados 0
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6 1 en el resto, o combinaciones de grados menores que habitualmente
sobrepasan la puntuacion de 4,0.

6.0 Necesita apoyo (baston, muleta o corrector) intermitente o unilateral para
caminar 100 metros con o sin descanso. (Normalmente la combinacion de SF
tiene, al menos, mas de 2 grados 3).

6.5 Necesita apoyo bilateral (bastones, muleta o corrector) constante para andar 20
metros sin descanso. (Normalmente la combinacion de SF tiene, al menos, mas
de 2 grados 3).

7.0 No puede andar mas de 5 metros sin ayuda, estad en silla de ruedas casi
permanentemente. Utiliza una silla normal que conduce ¢l mismo y puede
cambiarse solo. Suele estar en la silla mas de 12 horas al dia. (Normalmente la
combinacion de SF tiene, al menos, mas de 1 grado 4. Excepcionalmente es un
grado 5 de la via piramidal aislado).

7.5 No puede dar mds que unos pocos pasos, estd en silla de ruedas
permanentemente, necesita ayuda para cambiarse. Conduce ¢l mismo pero no
puede utilizar una silla normal durante todo el dia; puede necesitar una silla con
motor. (Normalmente la combinacion de SF tiene, al menos, més de 1 grado 4).

8.0 Actividad limitada a la cama o silla, puede usar una silla de ruedas para
desplazarse, pero no puede estar fuera de la cama la mayoria del dia. Conserva
en parte su cuidado personal. Generalmente mantiene la funcionalidad de sus
brazos. (Tiene habitualmente varios SF en grado 4).

8.5 Pasa la mayor parte del dia en la cama. Conserva en parte su cuidado personal.
Generalmente mantiene la funcionalidad de sus brazos. (Tiene habitualmente

varios SF en grado 4).
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9.0 Est4d encamado. Es absolutamente dependiente. Puede comunicarse y comer (La
mayoria de los SF supera el grado 4).

9.5 Estd encamado. Es absolutamente dependiente. No puede comunicarse o
comer/tragar. Casi todos los SF superan el grado 4.

10 Muerte debida a EM.
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9.3 Anexo III

4

Tabla de variables cualitativas/cuantitativas y datos de expresion

ividual

d

r

génica in

Patient ID DMT EDSSbasal  EDSSfinal Relapse (0=no; 1=yes) MRI activity (O=no; 1=yes) EDSSprogression (0=no; 1=yes)
VD1 Natalizumab 3,5 2,0 0 0 0
VD2 Natalizumab 2,0 1,0 0 0 0
VD3 Interferon betala 1,0 1,0 0 0 0
VD4 Natalizumab 0,0 0,0 0 0 0
VD5 Natalizumab 2,5 2,5 0 0 0
VD6 Natalizumab 6,0 6,0 0 0 0
VD7 Natalizumab 6,0 6,0 1 0 0
VD8 Natalizumab 2,5 1,5 0 0 0
VD9 Glatiramer acetate 1,5 1,5 0 0 0
VD10 Teriflunomide 0,0 0,0 0 0 0
vD11 Interferon betala 1,0 1,0 0 0 0
VD12 Natalizumab 0,0 0,0 0 0 0
VD13 Teriflunomide 0,0 3,0 1 0 1
vD14 Natalizumab 1,5 1,5 1 0 0
VD15 Glatiramer acetate 0,0 0,0 1 0 0
vD16 Interferon betala 4,0 6,0 0 0 1
VD17 Glatiramer acetate 1,0 1,0 0 1 0
VD18 Dimethyl fumarate 1,0 1,0 0 0 0
VD19 Glatiramer acetate 2,0 2,0 0 0 0
VD20 Dimethyl fumarate 1,0 1,0 0 0 0
VD21 Dimethyl fumarate 0,0 0,0 0 0 0
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RioScorebasal RioScorefinal SMAD7TO SMAD7T1 SMAD7T6 ERK1TO ERK1T1 ERK1T6 ZMIZ1TO

1 0 1,000 1,388 13,584 1,000 1,263 5,419 1,000
0 0 13,850 1,806 12,419 5,086 2,317 6,367 0,495
1 0 9,298 3,609 7,726 5,525 1,582 5,309 0,732
0 0 17,153 5,674 15,227 6,227 4,612 6,499 0,816
0 0 3,900 2,599 33,041 2,905 2,167 6,828 0,908
0 0 0,538 4,658 10,409 1,137 4,804 5,333 0,506
0 1 4,896 0,521 20,234 3,735 1,012 5,604 0,596
1 0 7,455 3,271 17,101 4,546 3,247 4,857 0,653
1 0 3,935 5,769 12,782 3,270 3,617 5,182 0,905
0 0 7,789 3,962 6,267 5,743 4,412 6,423 0,582
1 0 11,294 4,968 9,518 7,331 4,971 5,390 0,855
2 0 43,519 2,883 15,037 11,606 4,638 6,264 1,518
1 2 11,400 12,315 28,048 3,655 6,537 4,862 0,734
0 1 0,439 6,080 12,222 1,105 4,600 7,089 0,586
0 1 4,341 12,467 16,732 2,446 5,632 5,661 0,573
0 1 1,309 2,157 81,201 0,658 2,865 5,697 1,326
1 1 22,629 0,378 127,528 6,465 0,681 6,128 0,808
2 0 0,203 1,261 25,442 0,861 1,908 4,150 0,682
2 0 9,569 7,250 13,380 7,861 7,268 6,750 0,601
3 0 22,838 12,352 23,305 6,530 6,325 4,884 0,859
0 0 10,400 12,436 8,756 7,531 7,421 4,022 0,778
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ZMIZ1T1 ZMIZ1T6 BMP2TO BMP2T1 BMP2T6 BMPRIITO BMPRIIT1 BMPRIIT6 BMPA4TO
0,939 0,570 1,000 1,077 1,655 1,000 0,921 3,255 1,000
0,468 0,660 2,304 6,742 1,738 5,697 2,428 5,305 0,608
0,592 0,638 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,611 0,829 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,647 0,797 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,604 0,506 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,578 0,651 0,000 0,000 0,000 5,232 0,657 4,035 7,881
0,128 0,532 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
0,759 0,663 0,000 14,180 14,806 2,827 3,851 5,160 1,265
0,477 0,507 0,000 0,000 0,000 7,919 7,001 5,838 2,956
0,538 0,656 21,858 25,359 2,962 6,887 5,129 5,636 5,084
1,466 0,764 18,749 0,000 14,623 10,408 2,383 6,081 6,987
0,758 0,949 13,665 7,894 28,233 5,796 7,287 6,292 0,207
0,645 0,897 86,744 2,611 14,196 3,064 6,447 7,750 10,868
0,607 0,713 19,363 0,000 0,721 3,149 6,837 6,396 2,807
0,664 1,237 24,623 6,755 22,046 1,393 4,786 7,663 0,296
2,241 1,191 11,383 0,000 2,572 7,752 0,652 9,176 1,938
0,390 0,667 0,000 0,000 0,000 0,719 7,635 4,395 0,000
0,601 0,816 0,227 0,402 0,000 9,107 5,623 omitted 2,435
0,761 0,831 0,000 12,444 14,786 8,944 6,604 6,654 0,246
0,719 0,687 5,403 0,000 0,000 11,668 7,349 7,218 9,688
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Tabla 7. Variables cualitativas/cuantitativas y datos de expresion génica individual. Patient ID,
identificador de paciente; DMT, farmaco modificador de la enfermedad; EDSS basal, EDSS al inicio
del estudio; EDSS final, EDSS al afio del estudio; Relapse, brote; MRI activity, actividad en resonancia
magnética; EDSS progression, progresion en la EDSS; RioScore basal, Rio Score al inicio del estudio;
RioScore final, Rio Score al afio del estudio; SMAD7T0, expresion de SMAD?7 al inicio; SMAD7TI,
expresion de SMAD7 al mes de la suplementacion; SMAD7T6, expresion de SMAD?7 a los seis meses de
la suplementacion; ERKIT0, expresion de ERK al inicio; ERKITI, expresion de ERKI al mes de la
suplementacion; ERKIT6, expresion de EFRKI a los seis meses de la suplementacion, ZMIZIT0,
expresion de ZMIZ1 al inicio; ZMIZITI, expresion de ZMIZ1 al mes de la suplementacion; ZMIZIT6,
expresion de ZMIZ1 a los seis meses de la suplementacion; BMP2T0, expresion de BMP2 al inicio;
BMP2T1, expresion de BMP2 al mes de la suplementacion; BMP2T6, expresion de BMP2 a los seis
meses de la suplementacion, BMPRIITO, expresion de BMPRII al inicio; BMPRIITI, expresion de
BMPRII al mes de la suplementacion; BMPRIIT6, expresion de BMPRII a los seis meses de la
suplementacion; BMP4T0, expresion de BMP4 al inicio; BMP4T1, expresion de BMP4 al mes de la
suplementacion; BMP4T6, expresion de BMP4 a los seis meses de la suplementacion; BMPS5TO,
expresion de BMPS5 al inicio; BMP5T1, expresion de BMPS5 al mes de la suplementacion; BMPS5T6,
expresion de BMP5 a los seis meses de la suplementacion.
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9.4 Anexo IV

Changes in the Expression of TGF-Beta Regulatory Pathway Genes
Induced by Vitamin D in Patients with Relapsing-Remitting Multiple
Sclerosis

Alberto Lozano-Ros, Maria L. Martinez-Ginés, Jos¢é M. Garcia-Dominguez, Sara
Salvador-Martin, Haydee Goicochea-Bricefio, Juan P. Cuello, Ariana Meldafia-Rivera,
Yolanda Higueras-Hernandez, Maria Sanjurjo-Saez, Luis A. Alvarez-Sala-Walther and
Luis A. Lopez-Fernandez.

Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 14447. https://doi.org/10.3390/1jms241914447

Abstract:

Vitamin D is an environmental factor related to multiple sclerosis that plays a
significant role in immune regulation. TGF-B is a superfamily of cytokines with an
important dual effect on the immune system. TGF-f inhibits the Th1l response while
facilitating the preservation of regulatory T cells (FOXP3+) in an immune-regulatory
capacity. However, when IL-6 is present, it stimulates the Th17 response. Our aim was
to analyze the regulatory effect of vitamin D on the in vivo TGF-f signaling pathway in
patients with relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS). A total of 21 patients with
vitamin D levels < 30 ng/mL were recruited and supplemented with oral vitamin D. All
patients were receiving disease-modifying therapy, with the majority being on
natalizumab. Expression of SMAD7, ERK1, ZMIZ1, BMP2, BMPRII, BMP4, and BMP5
was measured in CD4+ lymphocytes isolated from peripheral blood at baseline and one
and six months after supplementation. SMAD7 was overexpressed at six months with
respect to baseline and month one. ERK/ was overexpressed at six months with respect
to month one of treatment. No significant differences in expression were observed for
the remaining genes. No direct correlation was found with serum vitamin D levels.

BMPRII expression changed differentially in non—natalizumab- versus natalizumab-
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treated patients. Changes were observed in the expression of ERK1, BMP2, and BMPS5
based on disease activity measured using the Rio-Score, BMP2 in patients who had
relapses, and BMP5 in those whose EDSS worsened. Our results suggest indirect

regulation of vitamin D in TGF-f pathway genes in patients with RRMS.
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Abstract: Vitamin D is an environmental factor related to multiple sclerosis that plays a significant
role in immune regulation. TGF-f is a superfamily of cytokines with an important dual effect
on the immune system. TGF-f3 inhibits the Thl response while facilitating the preservation of
regulatory T cells (FOXP3+) in an immunoregulatory capacity. However, when IL-6 is present, it
stimulates the Th17 response. Our aim was to analyze the regulatory effect of vitamin D on the
in vivo TGF-f3 signaling pathway in patients with relapsing-remitting multiple sclerosis (RRMS).
A total of 21 patients with vitamin D levels < 30 ng/mL were recruited and supplemented with
oral vitamin D. All patients were receiving disease-modifying therapy, with the majority being on
natalizumab. Expression of SMAD7, ERK1, ZMIZ1, BMP2, BMPRII, BMP4, and BMP5 was measured
in CD4+ lymphocytes isolated from peripheral blood at baseline and one and six months after
supplementation. SMAD?7 was overexpressed at six months with respect to baseline and month
one. ERK1 was overexpressed at six months with respect to month one of treatment. No significant
differences in expression were observed for the remaining genes. No direct correlation was found
with serum vitamin D levels. BMPRII expression changed differentially in non-natalizumab- versus
natalizumab-treated patients. Changes were observed in the expression of ERK1, BMP2, and BMP5
based on disease activity measured using the Rio-Score, BMP2 in patients who had relapses, and
BMP5 in those whose EDSS worsened. Our results suggest indirect regulation of vitamin D in TGF-3
pathway genes in patients with RRMS.

Keywords: vitamin D; TGF-$ pathway; BMP signaling; multiple sclerosis

1. Introduction

Multiple sclerosis (MS) is an inflammatory and demyelinating disease affecting the
central nervous system (CNS). Its etiology is still unknown, although it is thought to be
the result of immune dysregulation induced by both genetic and environmental factors [1].
The pathogenesis of this condition is mainly autoimmune, with the participation of both
innate and acquired immunity. The immune response to CNS antigens is mediated by
activated autoreactive CD4+ T cells, with contributions from other cells and immune system
cytokines [2]. Of the various environmental factors related to the disease, vitamin D (VD) is
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thought to play a major role in development and progression owing to its role in immune
regulation [3,4].

In studies of MS and in the murine animal model of experimental autoimmune
encephalomyelitis (EAE), the presence of VD has been correlated with increased expression
of anti-inflammatory cytokines (IL-4; IL-10) and transforming growth factor $ (TGF-$3), a
decrease in the expression of certain pro-inflammatory cytokines such as IL-12, IL-17, and
IFN-y [5], and modulation of the T cell response [6], thus highlighting its immunoregulatory
role. VD performs its functions by interacting with its receptor (VDR), which is expressed
extensively on cells of the immune system. After VD activates the VDR, it binds to specific
DNA regions, leading to promotion or suppression of gene transcription [7].

TGF-f is a superfamily of cytokines and growth factors involved in the processes of
cell growth and differentiation in the immune system [8]. TGF-{3 signaling has important
anti-inflammatory effects, such as inhibiting cell proliferation mediated by IL-2 and IL-
12, decreasing the production of tumor necrosis factor (TNF) and lymphotoxins, and
intervening in the maintenance of FOXP3+ regulatory T cells. However, in the presence of
IL-6, it promotes differentiation toward Th17, a cell phenotype that plays an important role
in the immunopathogenesis of EAE and MS [9-11].

Activation and phosphorylation of the TGF-3 type II receptor (TGF-BRII) triggers
R-SMAD proteins (SMAD2/3). These form a complex with the mediator Co-SMAD4,
which translocates to the nucleus to regulate transcription of specific genes. Two in-
hibitory I-SMAD proteins (SMAD6 and SMAD?) run a negative feedback loop on TGF-f3
signaling, by competing with R-SMADs for receptor binding, thus inhibiting their phos-
phorylation [10,11]. Apart from the SMAD pathway, TGF-f3 signaling is carried out by
other non-SMAD-dependent pathways (e.g., Ras-ERK, mitogen-activated protein kinase
[MAPK], c-Jun N-terminal kinase [JNK], TAK-MKK3/6-p38) [12,13] and is modulated at
several levels by regulatory proteins, such as activated STAT inhibitor proteins (PIAS),
which are able to suppress SMAD3 transcriptional activity [14,15]. VD has been associated
with the immunoregulatory functions of TGF-f3. It has demonstrated the ability to increase
transcription factors that bind to the TGF-f3 promoter, activate alternative pathways me-
diated by mitogen-activated protein kinase (MAPK), and modify the half-life of TGF-3
mRNA, thus suggesting a post-transcriptional mechanism. The precise direct or indirect
mechanisms by which VD interacts with TGF-f3 are still unclear [16].

The TGF-f superfamily also includes bone morphogenetic proteins (BMPs), which are
a group of growth factors whose functioning also depends on signaling pathways common
to TGF-f3 via SMAD- and non-SMAD-dependent pathways [17,18]. They have been linked
to cell maintenance and differentiation processes in various tissues. In the CNS, they act
primarily as promoters of astrocyte differentiation and suppressors of oligodendroglial
differentiation [19]. They also play an important role in the immune system in T-cell
differentiation and regulation of cellular and humoral responses [17,20]. BMP signaling
has been shown to be altered in EAE and MS by promoting a pro-inflammatory response
in the disease [21,22].

In this study, we aimed to analyze the regulatory effect of VD on TGE-f3 signaling
pathway gene expression in vivo in patients with relapsing-remitting MS (RRMS).

2. Results
2.1. Patient Characteristics

A total of 21 patients were included in the study. The median age of patients was
39 (IQR, 20-56) years, and most were women (76.2%). Natalizumab was the most common
treatment (Table 1). Serum VD levels increased from baseline to six months.
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Table 1. Patient characteristics.

. RRMS
Characteristic (= 21)
Median age, years (IQR, min—-max) 39 (11.5, 20-56)
Sex
Women n, (%) 16 (76.2%)
Men n, (%) 5 (23.8%)

Months from diagnosis to sample collection,

Median (IQR, min—-max)

Type of disease-modifying treatment (1)
Baseline—end

95 (115.3, 15-272)

Interferon beta-1a im 3-3
Glatiramer acetate 4-3
Teriflunomide 2-1
Dimethyl fumarate 3-3
Natalizumab 9-10
Alemtuzumab 0-1
Serum vitamin D levels (ng/mL) Median, IQR
(min-max)
TO 24.4,5.5(10.1-29.5)
T1 33.8,11.2 (13.1-80.4)
T6 35.8, 6.9 (17.0-48.0)
EDSS Median, IQR (min-max) Baseline-end 1.0,2.2 (0-6)

Rio-Score 1, (%) Baseline—end
10 (47.6%)-15 (71.4%)
7 (33.3%)-5 (23.8%)
2 (14.3%)-1 (4.8%)
3 1 (4.8%)-0 (0%)
RRMS, relapsing-remitting multiple sclerosis; im, intramuscular; TO, baseline; T1, after one month of supplemen-
tation; T6, after six months of supplementation; EDSS, expanded disability status scale.

N — O

2.2. Gene Expression of TGF- Related Genes and Relationship with VD Supplementation

Analysis of TGF-f3 related gene expression revealed that the mean expression of the
SMAD? gene increased 3.66-fold (p value = 0.033) from baseline to six months of treatment,
and 5.32-fold (p value = 0.008) from the first to the sixth month of treatment. The mean
expression of SMADY in the first month was lower than at baseline, although the difference
was not significant. Increased mean expression of ERK1 was also observed at six months
compared to one month of supplementation (1.84-fold; p value = 0.002). No significant
differences were found in the mean expression of ZMIZ1, BMP2, BMPRII, BMP4, or BMP5
at the study timepoints (Figure 1), although a trend toward overexpression of BMP5 was
observed at one month and six months of VD supplementation compared to baseline. No
correlation was found between expression variables of the different study genes and serum
VD levels. Individual expression data and variables used for comparison in all figures are
provided in the Supplementary Material.

2.3. Gene Expression of TGF- Related Genes under Natalizumab Treatment and
VD Supplementation

As natalizumab was the main treatment, mean changes in TGF-f3 related gene expres-
sion were analyzed, specifically in this group of patients. The comparison revealed that
only BMPRII was differentially expressed after one month of VD supplementation. Thus,
BMPRII was overexpressed 3.66-fold in the non—natalizumab- versus natalizumab-treated
group (p value = 0.001) (Table 1, Figure 2). In addition, a trend toward overexpression of
BMPRII was observed in non-natalizumab-treated patients versus natalizumab-treated
patients during follow-up (baseline, one month, and six months). However, it was only
after one month that this difference became statistically significant.
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Figure 1. Relative expression of selected genes in relapsing-remitting multiple sclerosis patients at
baseline, after one month of supplementation, and after six months of supplementation. (a) SMAD?;
(b) ERK1; (¢) ZMIZ1; (d) BMP2; (e) BMPRII; (f) BMP4; and (g) BMP5; TO, baseline; T1, after one
month of supplementation; T6, after six months of supplementation. * p < 0.05; ** p < 0.01. Relative
quantification of expression is represented as the mean of relative individual expression value; the
error bars indicate the standard error of the mean.
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Figure 2. Relative expression of selected genes in relapsing-remitting multiple sclerosis patients with
and without natalizumab at baseline, after one month of supplementation, and after six months of
supplementation. (a) SMAD?; (b) ERK1; (c¢) ZMIZ1; (d) BMP2; (e) BMPRII; (f) BMP4; and (g) BMP5;
TO, baseline; T1, after one month of supplementation; T6, after six months of supplementation; Red,
natalizumab; Green, no natalizumab. ** p < 0.01. Relative quantification of expression is represented
as the mean of relative individual expression values; the error bars indicate the standard error of

the mean.
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In contrast, there was a trend toward decreased mean expression of BMP5 from
baseline to six months in natalizumab-treated patients, while in non-natalizumab-treated
patients, the trend was toward increased mean expression. Nevertheless, these changes
were not statistically significant.

2.4. Gene Expression of TGF- Related Genes and Clinical-Radiological Disease Activity

The expression of genes related to inflammation could be associated with the clinical
and radiological characteristics of affected patients. Therefore, we compared the group
of patients whose Rio-Score improved or remained unchanged at one year of the study
with those whose Rio-Score worsened and found a significant difference in the mean
expression of ERK1 at baseline (2.25-fold higher expression in the improvement or no
change in Rio-Score group; p value = 0.045). Significant differences were also found in mean
BMP?2 expression at baseline (7.44-fold higher expression in the worsening Rio-Score group;
p value = 0.008) and after six months of supplementation (3.92-fold increased expression
in the Rio-Score worsening group; p value = 0.023), and in mean BMP5 expression at one
month of supplementation (23-fold increased expression was observed in the worsening
Rio-Score group; p value = 0.004) (Table 1, Figure 3). A trend toward increased expression
of BMPRII after six months of supplementation was observed in the worsening group,
and a trend toward increased expression of SMAD7 was observed in both groups after six
months of supplementation. However, these changes were not statistically significant.

A total of four patients experienced a relapse during the study. Comparison between
patients who experienced a relapse and those who did not showed a significant difference
in mean BMP?2 expression at baseline in the relapse group (5.94-fold; p value = 0.017)
(Figure 4). A trend was also observed toward increased expression of BMP5 at one month
and BMPRII at one and six months in the group of patients who experienced a relapse.
However, these changes were not statistically significant.

Comparison between the patients whose EDSS improved at one year of the study
and those whose disease worsened or remained unchanged showed a significant differ-
ence in BMP5 mean expression at baseline (15.55-fold higher in the EDSS improvement
group; p value = 0.019) (Table 1, Figure 5). In contrast, the trend in expression seems
to have been lower at one and six months in the EDSS improvement group (data not
statistically significant).

A non-statistically significant trend toward overexpression of BMPRII was also ob-
served in the worsening or no-change EDSS group during follow-up (baseline, one month,
and six months).

SMAD7 ERK1
50
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20

RQ (Relative Quantification)
'S
L

RQ (Relative Quantification)
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Figure 3. Cont.
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Figure 3. Relative expression of selected genes in relapsing-remitting multiple sclerosis patients
with improvement or no change in the Rio-Score versus worsening in the Rio-Score at baseline, after
one month of supplementation, and after six months of supplementation. (a) SMAD?7; (b) ERK1;
(c) ZMIZ1; (d) BMP2; (e) BMPRII; (f) BMP4; and (g) BMP5; T0, baseline; T1, after one month of
supplementation; T6, after six months of supplementation; Red, improvement or no change in the
Rio-Score; Green, worsening in the Rio-Score. * p < 0.05; ** p < 0.01. Relative quantification of
expression is represented as the mean of relative individual expression values; the error bars indicate

the standard error of the mean.
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Figure 4. Relative expression of selected genes in relapsing-remitting multiple sclerosis patients with
or without relapses of the disease at baseline, after one month of supplementation and after six months
of supplementation. (a) SMAD?; (b) ERK1; (c) ZMIZ1; (d) BMP2; (e) BMPRII; (f) BMP4; and (g) BMP5;
TO, baseline; T1, after one month of supplementation; T6, after six months of supplementation; Red,
relapse; Green, no relapse. * p < 0.05. Relative quantification of expression is represented as the mean
of relative individual expression values; the error bars indicate the standard error of the mean.



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 14447

9o0f 16

SMAD7 ERK1
e 30
20

10

RQ (Relative Quantification)
'
o o
RQ (Relative Quantification)
o N » o ©

T0 ™ T6 TO ™ T6
Months Months
(a) (b)
ZMIZ1 BMP2

20

08 15

0.6
10
2 04

0.2

RQ (Relative Quantification)
;
RQ (Relative Quantification)

o CJ

0.0

T0 ™ T6 T0 ™ T6
Months Months
(c) (d)
BMPRII BMP4

RQ (Relative Quantification)
o N > o

RQ (Relative Quantification)
o N >

T0 ™ T6 TO T™ T6
Months Months
(e) (f)
BMP5

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

RQ (Relative Quantification)

?]

0.0
TO0 ™ T6

Months

(8)

Figure 5. Relative expression of selected genes in relapsing-remitting multiple sclerosis patients with
improvement in the EDSS versus worsening or no change in the EDSS at baseline, after one month
of supplementation, and after six months of supplementation. (a) SMAD?; (b) ERK1; (c) ZMIZ1;
(d) BMP2; (e) BMPRIL; (f) BMP4; and (g) BMP5; TO, baseline; T1, after one month of supplementation;
T6, after six months of supplementation; Red, improvement in the EDSS; Green, worsening or no
change in the EDSS. * p < 0.05. Relative quantification of expression is represented as the mean of
relative individual expression values; the error bars indicate the standard error of the mean.

3. Discussion

VD is an environmental factor that is intimately related to the development of MS [23].
It plays an immunoregulatory role by activating various pathways. One of these is the TGF-
B pathway, which, through its different cytokines and growth factors, promotes mainly
anti-inflammatory functions, such as the generation and maintenance of regulatory T cells
or the inhibition of pro-inflammatory cytokines [24,25]. However, TGF-f3 is also able to
promote differentiation toward Th17, a cell phenotype involved in the pathogenesis of MS
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and EAE [26,27]. To carry out these functions, TGF-f3 uses different signaling pathways.
These may depend or not on SMAD proteins [28-30], which in turn are regulated at different
levels by various regulatory proteins. Therefore, knowledge of the changes caused by VD
supplementation in the expression of genes involved in this pathway is essential if we are
to understand the molecular effects of this treatment and to establish future biomarkers of
response to it.

In this study, CD4+ T cells extracted from peripheral blood of RRMS patients, both
before and after VD supplementation according to standard clinical practice, were examined
for changes in the expression of TGF-3-related genes.

We found significant changes in SMAD? expression at six months from baseline and at
one month from the start of supplementation. We also found significant differences in ERK1
expression at six months compared to the first month after initiation of supplementation.
SMAD? exerts a negative feedback effect on the SMAD pathway of TGF-f3 [31,32], whereas
ERK1 is part of the non-SMAD pathway [8,9,11]. These findings suggest that TGF-3
is likely to carry out its functions primarily through the non-SMAD pathway, while the
canonical SMAD pathway is inhibited due to overexpression of SMAD?7 under the influence
of VD. An EAE study in mice revealed that when T cells lacked TGF-BRII, they did not
differentiate to Th17, but when they were treated with a TGF-BRI kinase inhibitor (SB-
431542) or overexpressed Smad7, the Th17 population was maintained through activation
of non-SMAD-dependent genes [13]. We did not find an association between VD levels
and the expression of these genes, thus suggesting that VD would be regulating them not
directly, but in a more complex way, probably by acting on other, different pathways that
indirectly end up favoring overexpression of SMAD7 and ERKI. In this sense, other studies
have demonstrated that VD can activate alternative non-SMAD pathways of TGF-f3 by
activating transcription factors that bind to the TGF-3 promoter or even influencing its
post-transcriptional regulation [16]. However, in another study, again in mice, the authors
found that the active form of VD (1,25(0OH),D3) promoted Smad3 expression and inhibited
Smad7 expression during differentiation to Th17 [33]. In humans with MS supplemented
with VD, one study found significant differences in expression in genes related to the Th17
population [34]. Another study, also in humans with MS who received VD, found increased
expression of IL-10 but not TGF-f1 in treated patients [35]. The influence of VD on gene
expression may change depending on the cell type of the immune system, as shown in
another work in MS patients [36]. Despite the difference in study models, the mechanism
by which VD regulates TGF- is still unclear.

Th17 facilitates disruption of the blood-brain barrier, thus enabling the transit of
inflammatory cells into the CNS [26]. IL-17A and other Th17-responsive cytokines have
been detected in CNS lesions in both MS and EAE [37], although it is difficult to access the
CNS compartment in MS [10]. Therefore, we investigated whether the mechanism of action
of disease-modifying treatment (DMT) would influence TGF-f3 gene expression. In our
study, all patients were receiving DMT, nine of them with natalizumab. Natalizumab is a
monoclonal antibody directed against the x-chain of the VLA-4 integrin and is a very potent
inhibitor of cell migration into tissues, including the CNS. It reduces relapses and active
lesions very effectively in the MRI of RRMS patients [38,39]. Of all of the genes studied,
significant differences in BMPRII expression were only found one month after initiation of
supplementation in those patients who were not receiving natalizumab. A trend toward
overexpression of BMPRII was observed in non—natalizumab-treated patients compared
to natalizumab-treated patients, both at baseline and after six months. With respect to
BMP5, we observed a decreasing trend in mean expression from baseline to six months
in natalizumab-treated patients versus an increasing trend in non—natalizumab-treated
patients. However, these changes were not statistically significant. The fact that there is
an effective blockade of cell entry into the CNS depending on treatment with natalizumab
and, therefore, apparently different CNS compartments, does not seem to be a determinant
in modifying TGF-f3 gene expression, except in BVIPRII. Nonetheless, it cannot be excluded
that the other mechanisms of action of DMT will affect gene expression of TGF-§3 in regard
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to VD. This finding would be in line with other works, such as a study in which the authors
measured expression of BMP genes in MS lesions and found increased expression of BMP2,
BMP4, BMP5, BMP7, BMPRII, and pSMAD1/5/8 in astrocytes, microglia/macrophages, and
neurons [22]. In another study, in this case in EAE, overexpression of Bmp4, Bmp6, and
Bmp7 was observed in the lumbar spinal cord of mice with active EAE [40].

The Rio-Score is an index created from a combination of relapse data, sustained EDSS
changes, and MRI lesions that is used to assess the degree of therapeutic response to
interferon-beta in RRMS patients [41-43]. In our case, we used the Rio-Score as a simple
measure of the clinical-radiological characteristics of the disease to assess whether they
would influence gene expression in the study. Significantly higher expression of ERK1
was found at baseline, normalizing at one month and six months after the initiation of
supplementation in patients whose Rio-Score improved or remained unchanged at one
year after the study. The higher expression of ERK1 at baseline would suggest activation of
the non-SMAD pathway of TGF-f3 [12,13], which normalized as soon as patients reached
sufficiently high serum values of VD after one month of supplementation. Thus, the
anti-inflammatory effects of TGF-3 are mediated through the SMAD protein—dependent
pathway. In patients with a worsening Rio-Score at one year, expression of BMP2 was
higher at baseline and six months, and that of BMIP5 was increased at one month, indicating
that BMP signaling is altered in MS patients [17], although its expression does not seem
to be related to VD levels and did not change after serum levels returned to normal.
Along the same lines, we also observed overexpression of baseline BMP2 in patients
whose disease relapsed and overexpression of BMP5 in patients whose EDSS improved,
indicating dysregulation of BMP signaling in MS patients. One study found increased BMP2
expression in the serum of untreated RRMS patients, and its levels correlated with those of
BMP4 and BMP5 [44]. BMPs are multifunctional proteins involved in cell differentiation
processes, such as astrogliogenesis, oligodendrogliogenesis, and neurogenesis [45-48].
BMP signaling also has effects on immune system differentiation, facilitating, together
with TGF-f3, the differentiation of FOXP3+ regulatory T cells [49]. In MS patients, this
dysregulation of BMP signaling leads to proliferation of pro-inflammatory cell lines, thus
promoting disease activity [21].

Given the lack of consensus on the dosage or the time of administration, VD supple-
mentation was prescribed according to standard clinical practice criteria. In our study;,
there were no withdrawals from treatment or related adverse effects. This observation
is in line with other published studies, which state that VD supplementation is safe and
tolerable with immunological benefits in MS patients [6]. Data are currently available from
two large clinical trials examining VD supplementation in MS (SOLAR and CHOLINE).
While neither study met its primary endpoints (no evidence of disease activity [NEDA-
3] at 48 weeks in SOLAR and annualized relapse rate at 96 weeks in CHOLINE), both
showed effects on some secondary endpoints [50-52]. Although there are discrepancies
between observational studies and clinical trials with VD, the evidence would still support
the recommendation to prescribe supplementation in MS patients with insufficient VD
levels [53,54].

Munger et al. studied changes in global gene expression in the blood cells of MS
patients who received VD supplementation, suggesting that the activity of MS is affected
by unbalanced VD-related gene expression [55]. The differences with our study are that,
first, we focused on the changes in TGF-3 signaling, whereas Munger et al. provided a
whole transcriptomic profile. Second, we measured expression in T lymphocytes, whereas
Munger et al. used whole blood. And third, patients in the Munger study were treated
with interferon £8-1b. However, our results also suggest that regulation of VD-expressed
genes may affect the activity of MS.

A limitation of the study may be the lack of a healthy control group to measure gene
expression changes after VD supplementation. The expression of SMADY increased by a
factor of 3.6 in multiple sclerosis (MS) patients after six months of VD supplementation.
Similarly, SMAD? expression exhibited a 2.3-fold increase in healthy donors compared
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to MS patients [10]. While our study did not incorporate a healthy control group, our
findings suggest a restoration of "normal" SMAD? levels after six months of VD sup-
plementation [10]. No comparisons are available for the remaining genes analyzed in
this study.

4. Materials and Methods
4.1. Patients

Patients were recruited and samples taken at the Neurology Department of Hospital
General Universitario Gregorio Marafién, Madrid, Spain between 2016-2017. The inclusion
criterion was a diagnosis of RRMS according to the 2010 McDonald criteria with or without
DMT in patients with insufficient VD levels (<30 ng/mL). Patients received VD supplement
(calcifediol 0.266 mg) at a dosage of 1 ampoule orally per month. The exclusion criteria
included relapse or corticosteroid treatment in the previous 30 days and contraindication
to VD supplementation. In Figure 1, a healthy control group supplemented with vitamin D
(VD) was not included. This decision was based on our group’s previous data, where we
observed initial differences in gene expression for SMAD7 between healthy donors and
individuals with multiple sclerosis (MS) [10]. Therefore, including such differences could
potentially obscure any effects of vitamin D on gene expression in healthy donors. Relapses
were defined as new symptoms or worsening of pre-existing neurological symptoms lasting
more than 24 h after a period of 30 days of improvement or stability in the absence of fever
or infection. Patients signed a written informed consent form. This study followed the
recommendations of the Declaration of Helsinki and was approved by the ethics committee
of Hospital General Universitario Gregorio Marafién (234/16).

4.2. Isolation and Culture of CD4+ T Cells

Blood samples (20 mL) were drawn in EDTA anticoagulant tubes at baseline and
1 month and 6 months after initiation of VD supplementation. Samples were processed
immediately after collection under sterile conditions. Peripheral blood mononuclear cells
were isolated by Ficoll gradient as described in [56]. CD4+ T-lymphocyte subtypes were
negatively selected using the DynaBeads® UntouchedTM Human CD4 T Cells kit (Invitro-
gen, Waltham, MA, USA). Cells were counted, homogenized in Ribozol (Amresco, Solon,
OH, USA), and stored at —80 °C in pellet form until RNA extraction.

4.3. RNA Isolation and cDNA Extraction

RNA from CD4+ T lymphocytes was isolated using the Ribozol Plus RNA purification
kit (Amresco) following the manufacturer’s instructions. The concentration of the RNA
obtained was quantified using spectrophotometry in a Quawell Q5000 device (Quawell
Technology, Sunnyvale, CA, USA), and its integrity was verified in a 2100 Bioanalyzer
device (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) using the RNA 6000 kit (Agilent). All
RNAs had an integrity number (RIN) > 8 and were, therefore, used for semi-quantitative
real-time PCR (qRT-PCR).

4.4. Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Candidate genes representative of the different TGF-f3 pathways were selected. SMAD7
was selected as a regulatory gene for the canonical SMAD pathway, ERK1 as a representa-
tive gene for the non-SMAD pathway, ZMIZ1 as a regulatory gene for PIAS expression,
and BMPs as members of the TGF-3 superfamily. We selected BMP2, BMPRII, BMP4,
and BMP5 for their increased expression in the MS lesions assessed in previous stud-
ies. Changes in selected genes were analyzed in 21 RRMS patients at baseline and one
month and six months after the start of VD supplementation. The cDNAs were gen-
erated from 500 ng of RNA using the High Capacity cDNA Archive Kit (Invitrogen)
in 20 pL of final volume at 37 °C for 2 h. The enzyme was inactivated at 85 °C for
15 min. Relative quantification of gene expression was performed using qRT-PCRs in
triplicate with 2 pL of cDNA per well (1/10 dilution), 1 x SYBR Green PCR Master Mix



Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, 14447

13 of 16

(Roche Applied Science, Penzberg, Germany), and 0.04 pM of oligonucleotides specific
for SMAD7 (F-ACCCGATGGATTTTCTCAA; R-AGGGGCCAGATAATTCGTTC), ERK1
(F-CCCTAGCCCAGACAGACATC; R-GCACAGTGTCCATTTTCTAACAGT), ZMIZ1 (F-
TTAGAGGGTCAGGCCGGAGC; R-TCGGGAAGGAGATCCAGCGAA), BMP2 (F-TCCAC
CATGAAGAATCTTTG; R-TAATTCGGTGATGGAAACTG), BMPRII (F-CCCGCTCCTACC
TCTCCT; R-CGCAGAACAACCGTGAGAG), BMP4 (F-CTGCAACCGTTCAGAGGTC; R-
TGCTCGGGATGGCACTAC), BMP5 (F-ATGGCAGGACTGGATTATAG; R-AGAGTCTGA
ACTATAGCGTG), and GAPDH (F-FAGCCACATCGCTCAGACAC; R-GCCCAATACGACC
AAATCC). PCR reactions were performed on a StepOne Plus thermal cycler (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The relative expression of the genes analyzed was
quantified using the 2724t method with StepOnePlus v2.3 software (Applied Biosystems).
The GAPDH gene was used to normalize expression.

4.5. Clinical-Radiological Disease Activity

Clinical-radiological disease activity was measured at baseline and one year after the
start of supplementation using the Rio-Score, which combines relapse, EDSS, and magnetic
resonance imaging (MRI) criteria. The relapse criterion scored one point if the patient had
>1 relapse per year. The EDSS criterion scored one point if the patient had an increase of
>1 point on the EDSS scale, maintained for at least 6 months and confirmed at 1 year of the
study. The MRI criterion scored one point if the patient had >2 active lesions (with respect
to a previous annual MRI), defined as new or T2-enhancing lesions, plus the number of
gadolinium-enhancing T1 lesions. The Rio-Score value was between 0 and 3. An increase
in the Rio-Score value at 1 year compared to baseline was considered a deterioration in the
Rio-Score, whereas a decrease in the value at 1 year compared to baseline was considered
an improvement in the Rio-Score. Alternatively, an increase in the EDSS score at 1 year
compared to baseline was considered a deterioration in the EDSS, while a decrease in the
score at 1 year compared to baseline was considered an improvement in the EDSS.

4.6. Statistical Analysis

For qRT-PCR, relative expression was analyzed using the 2~*4¢t method with StepOne
Software v2.3 (Applied Biosystems). Relative quantification was measured using Expres-
sion Suite software v1.3 (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). GraphPad Prism (v.8,
Irvine, CA, USA) software was used for expression graphing. ANOVA and a paired
t test were performed to identify differentially expressed genes. The Pearson correlation
was used to study the association between variables. A p value < 0.05 was considered
statistically significant. The clinical-radiological activity variables were analyzed using
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 26.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA).

5. Conclusions

VD indirectly regulates the in vivo expression of genes related to the TGF-§3 signaling
pathway in RRMS patients. Increased expression of SMAD7 and ERK1 suggests that VD
could affect both SMAD and non-SMAD signaling pathways, which are critical for the
dual functions of TGF-f3 in the immune system and in MS. Knowledge of the mechanisms
of action of VD may yield biomarkers of response. Our study could have been limited
by the impact of DMT mechanisms of action on gene expression and the evaluation of
other subtypes of peripheral blood mononuclear cells. Further studies in larger cohorts are
needed to elucidate the mechanisms by which VD exerts this regulation.
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