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ANTECEDENTES

La esclerosis miltiple (EM) es una enfermedad desmielinizante del sistema nervioso central
{SNC) que presenta desmielizacidn, inflamacién y dafio axonal, La forma clinica mas frecuente
es la EM remitente-recurrente (EMRR) (85% de casos), con brotes clinicos de disfuncion
neuroldgica, atribuidos a nuevas lesiones inflamatorias desmielinizantes en el SNC, seguidos en
la mayoria de casos de periodos de recuperacion clinica o remisién. La mayoria de estos
pacientes desarrollard tras 15-20 afios una forma secundaria progresiva (EMSP), caracterizada
por un aumento de discapacidad neuroldgica independiente de la presencia de brotes. En un
10-15% de pacientes, la progresidn estd presente desde estadios iniciales de la enfermedad

(forma primariamente progresiva, EMPP).

Se ha demastrado que la respuesta inmune adaptativa juega un papel muy importante en las
fases iniciales de la EMRR {1}. Se han encontrado infiltrados de linfocitos T (Sobre todo CD8+) y
B junto con macrdfagos y microglia en las lesiones. Asi, gran parte de la neurodegeneracidn
inicial en la EM se produce por la inflamacion originada por dicha respuesta (1). Existen
evidencias que sugieren que esta respuesta autoinmune puede deberse a una interaccion de
factores genéticos y ambientales. La predisposicién a padecer EM se asocia a polimorfismos en
una serie de genes, la mayoria de los cuales codifican moléculas asociadas a la respuesta
inmune (2). La mayor asociacidn se produce con el HLA-DR15.01. Entre los factores de riesgo
ambientales que mds se han asociado con la EM estan la infeccidén previa por el virus de
Epstein Batr, el habito tabdquico, alta ingesta de sal y niveles bajos de vitamina D. La
proliferacion de clones autorreactivos podria asociarse a un déficit de células reguladoras. De
hecho, parte dei efecto terapé.utico de los inmunomoduladores parece deberse al aumento

gue producen sobre las células B, Ty NK reguladoras (3).

Tras los primeros afios de la enfermedad, la inflamacién asociada a la respuesta adaptativa
parece ir disminuyendo en parte de los pacientes con EMRR, y a partir de los 40 afios, la
evolucién clinica no parece asociarse en estos pacientes, con la respuesta adaptativa. Los
mecanismos asociados con la EM en esta segunda fase de la enfermedad se desconocen, pero
una serie de datos sugieren una preponderancia de la respuesta inmune innata confinada en el
sistema nervioso central {4,5), sin que se sepa aun los factores que desencadenan estos

cambios.

Las formas progresivas de la EM se han dividido en la nueva clasificacion de {a enfermedad en

base a la existencia de actividad {brotes y nuevas lesiones en la resonancia craneal (RNM) y/o




progresidn {6). Se ha sugeride que las formas inflamatorias de la EM progresiva podrian
compartir, al menos en parte, los mecanismos inflamatorios de la EMRR y ser susceptibles de
ser tratados con fdrmacos eficaces en estas formas de EM {7,8). Los mecanismos implicados en
la patogenia de las formas progresivas con bajo componente inflamatorio adn se desconocen,

aunque también se ha implicado a la respuesta inmune innata (9).

Distintos datos avalan que los tinfocitos B juegan un papel importante en las formas altamente
inflamatorias de EM. Un nimero alto de linfocitos B en LCR se asocia con mayor actividad de
la enfermedad en la forma RR {10,11). Ademads se ha descrito la presencia de foliculos linfoides
ectdpicos en las meninges en un porcentaje alto de pacientes que se asocian a la aparicién de
lesiones corticales. Se sugiere que los productos sintetizadas en esos foliculos linfoides
{citoquinas y anticuerpos entre otros) causan dicha patologia cortical desde la zona subpial
hallazgos que se asocian a discapacidad y déficit cognitive (12,13) ya desde fases muy iniciales
de la EM (13). Parte del mecanismo patogénico de los linfocitos B puede estar mediado por
anticuerpos. Los anticuerpos se unen a los axones en las lesiones activas y a los
oligodendrocitos en la sustancia blanca aparentemente normal e inducen la fijacidn del
complemento lo que demuestra su papel en la patogenia de la enfermedad (14). La sintesis
intratecal (SIT) de 1gG es caracteristica de la EM, y constituye una herramienta atil para el
diagnéstico diferencial (15). La SIT de IgG tiene, ademds valor prondstico pues las bandas
oligoclonales (BOCG) predicen el desarrollo de EM en pacientes con un sindrome
desmielinizante aislado (SNA) (16). Ademas, la sintesis intratecal de IgM, demostrada por la
presencia de BOC de 1gM en LCR, y sobre todo las BOC de igM frente a lipidos, predicen una
peor evolucién de la EM (11}, v se asocian con mayor inflamacién, mayor discapacidad y
volumen lesional {17). Ademas la presencia de estos anticuerpos identifica a los pacientes con
formas inflamatorias de EMPP potencialmente tratables con los farmacos eficaces en las
formas en brotes (8). Estos datos muestran que independientemente del curso clinico, las

formas altamente inflamatorias comparten mecanismos comunes en la EM.

La respuesta innata estd muy implicada en la patogenia de las formas progresivas de la EM (18)
que presentan una amplia desmielinizacidén y neurodegeneracidn cortical (19) mediada directa
o indirectamente por la activacién de la microglia en la sustancia blanca aparentemente
normal. Esto origina stress oxidativo, disfuncién mitocondrial y acimulo de hierro que da lugar
a lesidn neuronal y progresién de la discapacidad (9, 20). La microglia representa una
pablacidén de macréfagos residentes en el SNC que se genera a partir de los monocitos que

migran al SNC en etapas tempranas del desatrollo, aunque dicha migracion también puede




darse incluso en la edad adulta (21). Al activarse en respuesta a lesiones, inflamacion o
infecciones, la microglia aumenta la expresidon de marcadores de superficie tipicamente
asociados a macréfagos como F4/80 y Mac-1. El estimulo especifico involucrado en su
activacién (citocinas, agonistas de receptores de tipo Toll) determina el fenotipo funcional que
va a presentar la microglia que puede ser proinflamatorio (fenotipo M1) o antiinflamatorio y
asociado al remodelado de tejidos y cicatrizacion (fenotipo M2) (22). Estos fenotipos, que
estan asociados a programas transcripcionales especificos, representan los extremos de un
espectro de posibles fenotipos interconvertibles in vivo, La activacidn de células de microglia y
macrdfagos produce citocinas, gquimiocinas y metabaolitos gue regulan directa e indirectamente
la neurodegeneracion en la EM. La quimiocina CClL-2 producida por microglia activada, por
ejemplo, afecta a la integridad de la barrera hematoencefdlica y atrae macréfagos periféricos
al SNC. A su vez, una vez reclutados al SNC, los macrdfagos pueden adquirir también un
fenotipo proinflamatorio (M1) que promueve la neurodegeneracion. La microglia y los
macrofagos M1 producen las citocinas [L-12 e 11.-23, las cuales contribuyen a la diferenciacion
de células Thl y Th17, respectivamente. Ademds, las células de 1a microglia y los macréfagos
expresan moléculas MHC de clase | y |l junto con moléculas coestimulantes CD40, CD80 y CD86,
lo que les permite reactivar células T en el SNC, induciendo la propagacion de epitopos vy la
diferenciacion de células patogénicas Thl y Thl7 que puede reclutar neutréfilos y activar a los
astrocitos y microglia. La microglia y los macréfagos producen también moléculas con directa
actividad neurotdxica. El TNF- o induce apoptosis en neuronas y también actda en forma
autocrina para promover |a secrecidn de glutamato, incrementando la muerte neuronal
causada por excitotoxicidad (24). La IL-18 también tiene actividades neurotoxicas e induce la
produccion de dxido nitrico. El dxide nitrico producido por la microglia v los macréfagos, junto
con especies reactivas de oxigeno, interfiere directamente con la actividad mitocondrial de las
neuronas. A su vez, los axones desmielinizados tienen mayaores necesidades energéticas que
deben ser cubiertas incrementando la actividad de las mitocondrias. La combinacién de un
incremento en la demanda energética con una disminucidn en la funcidn mitocondrial lleva a
la muerte neuronal, por un proceso que ha sido denominado “hipoxia virtual” secundaria a los
procesos comentados (23). Debido a lo anterior, en estos casos hay un aumento de
peroxidacién lipidica y formacidén de isoprostancs como la 8-lso-prostaglandina F2a,
hiomarcador de peroxidacion lipidica vy stress oxidativo in vivo (24). Recientemente se ha
descrito gue los astrocitos, activados en la EM (25) pueden sintetizar CCL-2 y lactosilceramida
ampliando la respuesta innata al atraer y activar monocitos y microglia favoreciendo la

neurodegeneracion (26),




SITUACION ACTUAL

A pesar de los datos anteriormente citados, hasta ahora se desconocen los mecanismos
inmunoldgicos que juegan un papel preponderante en las formas con alta y baja actividad
inflamatoria de 1a EMPP. Esto reviste alto interés clinico para identificar a los pacientes con
alta probabilidad de ser respondedores a los farmacos que ya estdn aprobados para esta forma

de EM, y para identificar nuevas dianas para ambas formas de EMPP.

El proyecto actual propone la identificacion de los factores inmunolégicos y ambientales que
juegan un papel preponderante en distintos tipos de EMPP. Para ello se estudiaran muestras
de sangre, LCR y cortes de tejido obtenidos a partir de necropsias de pacientes. También
estudiaremos la utilidad de nuevas dianas terapéuticas, sobre todo relacionadas con la
respuesta innata, en distintos modelos experimentales de la enfermedad.
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PLAN DE ACCION

PACIENTES

Estudio transversal y prospectivo de pacientes diagnosticados de EMPP segln criterios de
McDonald 2010 estudiados en Hospitales que pertenecen a la Red Espafiola de Esclerosis
Multiple y/o colaboran en el Plan Estratégico de la esclerosis miltiple de la Comunidad de
MAdrid (Ramén y Cajal, Gregorio Marafién, La Princesa, Getafe, Clinico San Carlos, Puerta de
Hierro, Alcald de Henares y 12 de Octubre) y concedan su consentimiento informado.
Esperamos obtener muestras de al menos 50 pacientes con EMPP. Pretendemos estudiar la
relacion del curso clinico de los pacientes con una serie de factores inmunoldgicos,
ambientales y epidemioldgicos. Se recogeran datos clinicos (Edad, edad de comienzo de la EM,
discapacidad medida por las escalas EDSS y MSSS}, epidemioldgicos (indice de masa corporal,
ingesta de sal, exposicion al sol, tabaquismo, lugar de nacimiento y residencia, historia de

infecciones en la infancia etc.} v de imagen {(Carga lesional en T1, T2, lesiones captantes).

MUESTRAS Las muesiras se obtendran como parte del estudio clinico habitual de los pacientes.
Tras obtener consentimiento informado, se usard el material sobrante en este estudio. Se
obtendran muestras de LCR y sangre periférica extraidas en el estudio rutinario para el
diagndstico o seguimiento de los pacientes. Las muestras de LCR y suero se alicuotaran y
almacenaran a -802C hasta su procesamiento. Las células mononucleares de sangre periférica
se obtendrdn mediante gradiente de densidad y se procesardn como se indica en cada

subproyecto,

ESTUDIOS INMUNOLOGICOS EN LCR

Sintesis intratecal de inmuneglobulinas: Se cuantificaran fa IgG e 1gM en LCR y suero
mediante nefelometria en un nefelémetro immage {Beckmann). Se calculardn los indices de
IgG e IgM que dan un valor semicuantitativa de la produccidn intratecal de inmunoglobulinas.
Las cadenas ligeras libres en LCR y suero se medirdn por turbidimetria en un turbidimetro Spa-
Plus (Binding Site). La presencia de BOC de 1gG, BOC de IgM totales, el mejor marcador para
detectar la sintesis intratecal de inmunoglohulinas, se estudiard mediante isoelectroenfoque e
inmunodeteccién seglin los métadas puestos a punto por el grupo del Hospital Ramdn y Cajal.
las BOC de IgM lipido especificas se estudiardn mediante Iisoelectroenfogue e
inmunoadsorcién sobre membranas tapizadas con lipidos, y western blot Segin técnicas

descritas por el grupo del Hospital Ramén y Cajal.




ESTUDIOS EN SUERO Y EN SANGRE PERIFERICA

SUBPROYECTO 1.

ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE INNATA Y ADAPTATIVA EN LA EMPP.

Investigadora principal: Luisa Marfa Villar Guimerans. lefa de Servicio de Inmunologia.
Hospital Universitario Ramaon y Cajal.

Miembros del equipo investigador

Silvia Medina Heras. Investigadora contratada. Instituto Ramdn y Cajal de Investigacién
Sanitaria.

Amalia Tejeda Velarde. Investigadora contratada. Instituto Ramdn y Cajal de Investigacidn
Sanitaria.

José Ignacio Ferndndez Velasco. Residente de Inmunologia. Hospital Universitaric Ramén y
Cajal.

Eulalia Rodrfguez Martin. Adjunto de Inmunologia. Hospital Universitario Ramén y Cajal.
Lucienne Costa Frossard. Adjunto de Neurologia. Hospital Universitario Raman y Cajal.

Susana Sainz de la Maza Cantero. Adjunto de Neurologfa. Hospital Universitario Ramén y Cajal.

Enric Monreal Laguille. Adjunto de Neurologfa. Hospital Universitario Ramaén y Cajal.

Introduccidn
Distintos trabajos recientes avalan que el perfil leucocitario en sangre periférica se asocia con
la actividad de la EM. Esto se ha demostrado principalmente en estudios de respuesta a
farmacos donde se observa que la disminucion de la produccién de citoquinas proinflamatorias
por los linfocitos B y T, asi como el aumento de algunas poblaciones reguladoras se asocian
con una remision de alta calidad de la enfermedad (NEDA, de “non evidence of disease
activity”). En este trabajo nos proponemos estudiar la relacidn entre las subpoblaciones
leucocitarias en sangre periférica v la actividad de la enfermedad en la EMPP. En caso de
disponer de LCR, también se comparardn los resultados con la presencia de bandas
oligoclonales de |gM y con las subpoblaciones leucocitarias en LCR.
Ohjetivos
1. Estudiar subpoblaciones leucocitarias en pacientes con EMPP. Correlacién con la
clinica
2. Estudio de marcadores de inflamacién y neurodegeneracidn en sangre. Correlacidn
con los datos celulares.
Métodos

Marcajes leucocitarios




Las subpoblaciones celulares presentes en sangre periférica se analizardn mediante citometria
de flujo en un citémetro FACS Canto Il. Diferenciaremos las subpoblaciones mediante la
identificacidn en la superficie celular de los siguientes antigenos: CD19, CD5, CD27, CD38,
CD24, {linfocitos B: memoria, plasmablastos, transicionales), CD3, CD8, CD25, CD127, CCRY,
CD4SRO, CD69, CD103 (linfocitos T: naive, memoria central, memoria efectora, terminalmente
diferenciadas, memoria residente, reguladoras), CD14, CD16, CD123, HLA-DR, CDiic
(monocitos, dendriticas mieloides, dendriticas plasmacitoides). Las células se marcardn con los
anticuerpos monoclonales correspondientes y se incubaran durante 20 minutos a 49C. Se
utilizard el antigeno pan-leucocitario CD45 y los pardmetros de Forward Scatter (FSC) y Side
Scatter (SSC) para definir la poblacién de linfocitos en un andlisis por citometrfa de fiujo
utilizando un citometro FACSCanto Il

Se estudiard a su vez la produccidn de citoquinas por las células de sangre. Para ello, se
estimularan las células in vitro con PMA e lonomicina en presencia de brefeldina A vy
monensina durante 4 horas a 372C. De nuevo se realizard el marcaje de los antigenos de
superficie; se fijardn y permeabilizaran las células utilizando un kit Cytofix/Cytoperm; se
marcaran las células permeabilizadas con los siguientes anticuerpos monoclonales: anti-IFN
gamma, anti- GMCSF, anti-TNFa, anti- IL-17, a 42C durante 30 min. El analisis se realizard sobre
linfocitos B, T CD4+ y CD8+ en un citometro FACSCanto 1.

A su vez, se estudiara la produccién de citoquinas por los monocitos de sangre, para lo cual se
incubardn durante 4 horas a 372C con Brefeldina A y monensina en presencia y ausencia de
lipopolisacarido {LPS). Se lievard a cabo el marcaje de los antigenos de superficie, se fijaran y
permeabilizaran y se marcaran las células permeabilizadas con los siguientes anticuerpos
monoclonales: anti-IL-1B, anti- IL-10, anti-TNFa, anti-iL-12 y anti-lL-6.

Factores solubles: Dependiendo de los resultados del estudio de citometria de flujo se
estudiardn las citoquinas implicadas en las vias que encontremos alteradas en los estudios
celulares mediante ELISAs de alta sensibilidad {RyD). También estudiaremos los niveles de |a
cadena ligera de neurofilamentos en suero mediante ELISA de alta sensibilidad. Por Ultimo, se
determinaran los niveles séricos de vitamina D das veces en cada uno de ellos. Una entre
enero y marzo y otra entre agosto y octubre para ver los niveles minimos y mdximos de esta
vitamina en tados ellos.

Todos los datos obtenidos en estos ensayos se almacenardn en una base de datos junto con los
datos clinicos y se analizaran buscandose su relacién con la edad de los pacientes y el riesgo de
progresién o la presencia de formas progresivas inflamatorias o no inflamatorias.

Estudios estadisticos: Las variables serdn clasificadas seglin su normalidad {prueba de

Kolmogorov-Smirnov) en paramétricas y no paramétricas, usando los test t de Student y U de




Mann-Whitney para evaluar la relacion entre variables continuas y dicotémicas, calculando los
indices de correlacién de Pearson o Spearman entre variables continuas. Se considerardn

significativos los valores de p<0.05.

Presupuesto
Anticuerpos monoclonales. Subtotal: 4500 euros
Kits de ELISA. Subtotal: 2000 euros
Reactivos guimicos. Subtotal: 500 euros
Material pldstico y vidrio, Subtotal: 500 euros
Total: 7500 euros
SUBPROGRAMA 2

Profundizacion en el estudio del inflamasoma NLRP3 en pacientes con esclerosis multiple
primariamente progresiva

Investigador principal: Manuel Comabella Lépez. Adjunto de Neurologia. CEMCAT: Hospital
Universitario Vall d’"Hebron. Barcelona.

Equipo Investigador:

Nicolas Fissolo. Investigador. CEMCAT.

Sunny Malhotra. Investigador, CEMCAT

Introduccion. lustificacién del estudio.

Con el objetivo de identificar biomarcadores de actividad de la enfermedad en pacientes con
esclerosis muitiple {EM)}, el Equipo Investigador llevé a cabo recientemente un estudio de
secuenciacion del ARN en células mononucleares de sangre periférica {CMSP) de una cohorte
de pacientes con EM no tratados y contrales sanos. El grupe de pacientes con EM estaba
formado por (i) pacienies con EM remitente-recurrente (EMRR) en los primeros 5 afios de
evolucion de [a enfermedad que cumplian criterios de inicio de tratamiento con firmacos de
primera linea; (ii} pacientes con EMRR benigna, definida por la presencia de una puntuacién en
la escala de discapacidad neuroldgica {EDSS) inferior a 3.0 tras 15 o mds afios de evolucidn de
ia enfermedad, y por no haber recibido previamente tratamiento especifico; pacientes con EM
secundariamente progresiva (EMSP), y pacientes con EMPP({iii). El andlisis de los resultados
mostré que las CMSP de pacientes con EMPP se caracterizaron por una mayor expresién de
genes que codifican citoquinas proinflamatorias como IL-1B, IL-6, TNF, y quimiocinas

proinflamatorias como CXCL1, CXCL2, CXCL3, y CXCL10. Uno de los genes que mostrd mayor




expresidn diferencial fue 11-1B. Dada la implicacidn del inflamasoma en la sintesis de IL-1B, se
investigd si las diferencias en la expresién de IL-1B podrian obedecer a una expresién
diferencial del inflamasoma, y se observd que las CMSP de pacientes con EMPP presentaron
una mayor expresion del inflamasoma NLRP3, el principal inflamasoma implicado en la sintesis
de IL-1B, respecto a las otras formas clinicas y los controles sanos. Sin embargo no se
ohservaron diferencias sighificativas entre grupos en la expresidn de genes gue codifican otros
inflamasomas como NLRP1, AIM?2, o NLRC4.

Los resultados preliminares expuestas anteriormente indican una mayor expresién de IL-1B en
CMSP de pacientes con EMPP. Con el objetivo de identificar la poblacién celular responsable
de la huella de IL-1B, el Equipo Investigador llevd a cabo un inmunofenctipado en CMSP de
pacientes con formas EMPP, pacientes con formas de inicio con brotes (EMRR y EMSP}, y
controles sanos. Mediante tincidn intracelular para IL-1B, IL-6, y TNF, y posterior analisis por
citometria de flujo se midid la expresidn de citocinas en células dendriticas, células B, células T,
células NK y monocitos. La expresién de |L-1B se encontré aumentada de forma significativa en
moenocitos de pacientes con EMPP respecto a las otras formas clinicas y controles sanos. Sin
embargo, no se ohservaron diferencias entre grupos en la expresion de IL-1B por parte de
células dendriticas, células T, B, o NK. Tampoco se ohservaron diferencias en la expresién de [L-
6 y TNF entre grupos en ninguna de las poblaciones celulares estudiadas, monaocitos incluidos.

Estos resultados apuntan a una huella de [L-1B selectiva en monocitos de pacientes con EMPP,

Finalmente, los niveles de [L-1B obtenidos en el grupo de pacientes con EMPP se clasificaron
en “altos” y “bajos” en funcidn de: (i) la mediana de valores de IL-1B; y (i) del percentil 25 de
valores mds altos de IL-1B. En ambaos grupos de pacientes con EMPP se calculd el tiempo en
alcanzar un EDSS de 6,0, Los pacientes con EMPP vy valores de IL-1B por encima de la mediana
presentaron un tiempo de evolucidn de su discapacidad mas répido que los pacientes con
valores por debajo de la mediana. Se obtuvieron resultados similares tras analizar el tiempo en
alcanzar un EDSS de 6,0 en funcidn del percentil 25 de valores mas altos de [L-1B. Estos
resultados apunian a un posible papel del inflamasoma NLRP3 como diana terapéutica en los
pacientes con EMPP, cuyo blogueo farmacolégico podrfa influir en fa evolucion de Ia

discapacidad en pacientes con EMPP y niveles altos de IL-1B.

Objetivos
1. Validacién del cardcter prondstico de la IL-1B sobre ia progresidn de la discapacidad en
pacientes con EMPP.

2. Caracterizacién fenotipica de los pacientes con EMPP y niveles “altos” y “bajos” de iL-1B.




Métodos
Objetivo 1.
De forma prospectiva, se obtendrdn CMSP y suero de una cohorte de pacientes con EMPP. Se
estima un tamafio muestral de 50 pacientes con EMPP v la participacion de los diferentes
grupos de la REEM. A partir de las CMSP y del suero se determinardn los niveles de IL-1B
mediante PCR a tiempo real y ELISA respectivamente. Los niveles de IL-1B se clasificarén en
“altos” y “bajos” en funcién de la mediana y el percentil 25 de valores mds altos de [L-1B, Las
puntuaciones en la escala de gravedad de la enfermedad (MSSS) desde el inicio de la
enfermedad hasta el momento de la extraccidn en pacientes con niveles “altos” v “bajos” de
IL-1B se compararan mediante una prueba estadistica de comparacién de medias {prueba U de
Mann-Whitney o prueba t de Student, dependiendo de la normalidad de las variables). El
tiempo en alcanzar un EDSS de 3,0, 4,0 v 6,0 en ambos grupos de pacientes se comparara
mediante un analisis de supervivencia de Kaplan-Meier y un test de log-rank.
Objetivo 2.
En un subgrupo de 30 pacientes incluidos como parte del Objetivo 1, 15 pacientes con hiveles
“altos” y 15 pacientes con niveles “bajos” de IL-1B, se determinara:
- Nimero de lesiones en T2 y nimero de lesiones captantes de contraste en la resonancia
magnética (RM).
- Niveles de [L-1B en liquido cefalorraquideo {LCR) mediante ELISA.
- Porcentaje de monocitos y expresidn de IL-1B en monocitos de LCR mediante citometria de
flujo.
- Bandas oligoclonales de 1gG, IgM, e indice 1gG en LCR.
Dichas determinaciones sdlo se llevaran a cabo en aquellos pacientes a los que se les practique
una RM vy puncidn lumbar con fines diagnésticos y en proximidad a la extraccidon de sangre
para determinar los niveles de 1L-1B.
El Ohjetivo 2 también se realizard con la participacion de los diferentes grupos de la REEM
Presupuesto

- Extraccion de CMSP v adquisicién de reactivos de PCR a tiempo real para determinar

los niveles de IL-1B en CMSP. Subtotal: 2500 euros.

- Adgquisicidn de ELISAs para determinar los niveles de IL-1B enh LCR y suero. Subtotal:

1500 euros.

- Reactivos de citometria de flujo para determinar el porcentaje de monocitos en LCR y

la expresidn de IL-1B en dicha poblacidn. Subtotal: 2000 euros,




Total: 6000 euros

SUBPROYECTO 3

Relacidn entre la serologia frente a herpesvirus y la actividad de la enfermedad en pacientes
con EMPP.

Investigador principal: Roberto Alvarez Lafuente. Investigador: 1dISSC. Hospital Clinico San
Carlos. Madrid.

Equipo investigador

M| Dominguez Mozo: Investigador. 1dISSC,

Silvia Pérez Pérez. Investigador. 1diSSC.

Marfa Angel Garcia Martinez. Téchico de Laboratorio. 1dISSC.

Introduccién

Uno de los herpesvirus mas estudiado en relacién con fa esclerosis multiple (EM) es el virus dei
Epstein-Barr (EBV). Estd ampliamente descrita la mayor seroprevalencia de EBV en los
pacientes con EM frente a los sujetos sanos. Ademds se ha comprobado también que el riesgo
de padecer EM no solo es menor en sujetos sin anticuerpos frente a EBV que en pacientes
seropositivos, sino gue también se incrementa en sujetos que contraen el EBV en |a edad
adulta y por lo tanto desarrollan la mononucleosis infecciosa frente a aguellos que se
contagian en la infancia y no desarrollan la infeccién clinica. Otro herpesvirus que ha
acaparado una gran atencidn en los (ltimos afios por su posible implicacién en la
etiopatogenia de la EM es el Herpesvirus humana 6 (HHV-6). Se trata de un virus con una alta
seroprevalencia, presente en casi todos los sujetos a partir de los dos afios de edad, con
tropismo por células del sistema nervioso central y del sistema inmunitario, y, que tras la
primoinfeccién puede quedar latente, con reactivaciones periddicas a lo largo de la vida. Se ha
sefialado un posible aumento de la muerte de oligodendrocitos, y una disminucién de la
proliferacidn celular mediada por este virus. También se ha sugerido un posible efecto
desmielinizante por reaccidn cruzada contra la mielina por mimetismo molecular. Par dltimo,
en relacién con el Citomegalovirus {CMV), otro herpesvirus, aungue existe cierta controversia,
acerca de su posible implicacion en la etiopatogenia de la EM; asi, hay estudios que apuntan a
un posible efecto protector sobre la EM, basdndose en unas prevalencias mas bajas de este
virus al comienzo de la enfermedad en relacién con contreles sanos con la misma edad, asi
como a una cierta actitud inmunoevasiva a través de las células Natural-Killer. Ademas, se ha
observado que existe una correlacidn inversamente proporcional entre los titulos de HHV-6 v

EBV {que disminuirian con la edad) y CMV {(cuya prevalencia y titulos se incrementan con la




edad); esta evolucidn de los titulos de anticuerpos, si bien es observada también en controles
sanos, parece suceder a edades mas tardias en estos Ultimos, lo que podria estar en relacién
con las procesos de inmunosenescencia precoz descritos en los pacientes de EM, asi como en

el establecimiento de formas progresivas en la enfermedad.

Objetivo
Estudiar la posible correlacién entre las tftulos de anticuerpaos 1gG e 1gM frente a EBV, HHV-6y
CMV con los procesos de inmunosenescencia precoz en pacientes con esclerosis mdltiple
primatria progresiva,
Metodologia
Muestras
De cada uno de los sujetos incluidos en el estudio se utilizaran 2 alicuotas de 200 microlitros de
suero para el andlisis seroldgico de los siguientes herpesvirus: EBV, HHV-6 y CMV. Todas las
determinaciones seran analizadas en el Lahoratorio de Investigacion de Esclerosis Miltiple, del
Hospital Clinico San Carlos.
Serolagia viral por ELISA.
Para la deteccién de los niveles de 1gG e 1gM frente a los virus de la familia Herpesviridae en
muestras de suerag, se empleardn kits comerciales {Vidia — HHV-6, Zeus —CMV- y Trinity —~EBV-}
siguiendo las instrucciones del fabricante. Los resultados serdn leidos en un robot de ELISA DS2
(Dynex).
Presupuesio
- Kits de ELISA para la deteccion de anticuerpos 1gG de EBNA-1 (EBV). Subtotal: 1.000 €
- Kits de ELISA para la deteccién de anticuerpos 1gG de EBNA-2 (EBV). Subtotal: 1.000 €
- Kits de ELISA para la deteccién de anticuerpos igG de VCA {EBV). Subtotal: 1.000 €
- Kits de ELISA para la deteccidn de anticuerpos igM de EBV.Subtotal: 1.000 €
- Kits de ELISA para fa deteccién de anticuerpos 1gG de HHV-6. Subtotal: 750 €
- Kits de ELISA para ta deteccidn de anticuerpos igM de HHV-6. Subtotal; 750 €
- Kits de ELISA para la deteccién de anticuerpos 1gG de CMV. Subtotal: 1,000 €
- Kits de ELISA para la deteccidn de anticuerpos IgM de CMV. Subtotal: 1.000 €

TOTAL: 7.500 €.

SUBPROYECTO 4:
Estudio de i{a asociacidn de microRNA (miRNAs} circulantes con la actividad de la EMPP.

Investigadora principal: Ester Quintana Camps. Instituto de Investigacién Biomédica de Girona

(IDIBGI}.




Equipo Investigador

Lluis Ramid Torrenta. lefe de Servicio de Neurologia. Hospital Universitario Dr. Josep Trueta.
Instituto de Investigacién Biomédica de Girona {IDIBGI)

René Robles Cedefio. Hospital Universitario Dr. Josep Trueta. instituto de Investigacion
Biomédica de Girona (IDIBGI)

Maria Mufioz San Martin. Instituto de Investigacion Biomédica de Girona (IDIBGI).

Introduccién:

Los {(miRNA) son pequefios RNA no codificantes que, en su forma madura, son de cadena
simple, tienen alrededor de 22 nucledtidos y estan muy conservados evolutivamente. Se
descubrieron a principios de los 90, pero ha sido en los Gltimos afios cuando su estudio se ha
aplicada para identificar marcadores y/o explicar procesos que se desarrollan en el organisma
{1}. Se considera que los miRNAs controlan a nivel post-transcripcional la expresion de mas del
30% de los genes en mamiferos {2), modulando la disponibilidad de RNAs mensajeros vy la
sintesis de proteinas. Estan implicados en muchos procesos celulares tales como el crecimiento,
la proliferacion, la diferenciacién y la apoptosis celular (3), también tienen un papel
importante en el desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central en la edad adulta (4).
Dado que la expresién de miRNAs estd estrechamente relacionada con el comportamiento
celular, los cambios en los perfiles de expresion miRNAs estan siendo ampliamente estudiados
y vinculados a enfermedades humanas tales como el cancer, |a osteoporosis, fa enfermedad
cardiaca y enfermedades neurodegenerativas (5-7).

Cada microRNA puede tener un gran nlimero de genes diana, y por lo tanto podria ser capaz
de regular un proceso celular en diferentes puntos o participar en mas de uno. Por todo ello
los microRNA son buenos candidatos para su estudio en enfermedades complejas.

Los miRNA tienen un gran interés en EM ya que se encuentran altamente expresados tanto en
sistema inmune, mediador de la respuesta inflamatoria, como en SNC, drgano diana de dicha
respuesta inflamatoria. Desde 2009, cuando Otaegui y col (8) describieron las alteraciones de
miRNA presentes en células mononucleadas de sangre periférica de pacientes con EM, muchos
son los estudios que han explorado los miRNA como potenciales biomarcadores para EM.
Nuestro grupo ha trabajado en el perfil de miRNAs en LCR de pacientes con EMRR
identificando miRNAs desregulados en pacientes con BOCM lipido especificas. Actualmente
estamos trabajandc en el perfil de miRNAs en LCR de pacientes con EMPP, Este trabajo
permitird definir un perfil de miRNAs diferencial en plasma para EMPP, y detectar las

diferencias entre los pacientes con curso mas inflamatorio de los menos inflamatorios. Los




miRNAs identificados, uno concreto o un grupo de ellos, podran proponerse como
biomarcadores de inflamacidn en pacientes EMPP,

lgualmente, en el caso que los MiRNAs identificados presenten como dianas proteinas que
coincidan en una misma via metabdlica, nos indicaria los procesos que se alteran en cada uno
de los fenotipos observados,
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Ohjetivos:

Identificar el perfil de miRNAs presente en pacientes con EMPP con curso altamente
inflamatorio de ia enfermedad vy en aquellos con un perfil inflamatorio bajo.

Materiales y métodos:

Pacientes y muestras:

Estudiaremos 50 pacientes con EMPP. A partir de la extraccion de sangre periférica se obtiene
suero para la determinacion de miRNAs circulantes.

Extraccion de miRNAs:

La extraccion de RNA se realizard con el Kit de aislamiento mirVana® PARIS
(AppliedBiosystems), siguiendo las instrucciones del fabricante, a partir de 600 i de suero,
Los miRNAs circulantes deben ser retrotranscritos y preamplificados antes del andlisis
mediante PCR a tiempo real. Para ello, utilizaremos el kit de sintesis de ¢cDNA TagMan™
Advanced miRNA (Applied Biosystems).

Array de miRNA con Open Array:




Para identificar los miRNAs con expresion diferencial entre los dos grupos de estudio
cuantificaremos los miRNAs detectables en muestras de suero mediante Open Array. Este
andlisis se realizard a 8 pacientes de cada grupo.

Validacidn de los resultados de los TLDAs:

Los resultados del Open Array se validaran en la cohorte completa de pacientes mediante PCR
a tiempo real y ensayos de hidrélisis TagMan® individuales de los miRNA que hayan mostrado
expresidn diferencial en el analisis de identificacién,

Accién biolégica de los miRNAs:

Una vez identificados los miRNAs relevantes, realizaremos una estimacion in silico y mediante
busqueda hibliogrdfica de ta explicacién bioldgica de las alteraciones observadas. Utilizaremos

los recursos infarmaticos disponibles online: miRsearch2.0, Dianalabs, miRDB, IPA y Pubmed.

Presupuesto:

-Extraccidon miRNAs (mirVana Paris®). Subtotal: 1000€

-Retrotranseripcion y preamplificacidn {TagMan™ Advanced miRNA cDNA synthesis). Subtotal:
1.000€

-Open Array. Subtotal: 3500€

-Validacidn por qPCR en ta cohorte total. Subtotal: 2000€

Total presupuesto: 7500€

SUBPROYECTO 5.

Estudio de las células mieloides supresoras monociticas en la esclerosis miitiple
primariamente progresiva.

Investigador principal: Diego Clemente Lépez. Investigador. Lab. Neuroinmuno-Reparacidn.
Hospital Nacional de Parapléjicos. Toledo.

Equipo investigador

Dra. M2, Cristina Ortega Mufioz (Investigadora postdoctoral; objetivo 1)

Dra. Carmen M2 Fernandez Martos {Investigadora Postdoctoral; objetivo 2}

Isabel Machin Diaz (Lab. Manager; objetivo 1)

Rafael Lebrdn Galan (T.E.L; objetivo 2)

Dra. Inmaculada Pérez Molina {F.E.A. Neurologia; objetivo 2)

Introduccién




Las células mieloides supresoras (MDSCs, del inglés myeloid-derivedsuppressorcells) san un
grupo heterogéneo de células mieloides inmaduras con una potente capacidad de supresion
del linfocito T activado. Actualmente, tanto en raton como en humano, fas MDSCs se clasifican
en dos grupos basdndose en el nivel de expresion de marcadores distinguiéndose MDSCs
polimorfonucleares (PMN-MDSCs) vy las MDSCs monociticas (M-MDSCs) (Youn et al.,2008,
Bronte et al,, 2016). El efecto inmunosupresor de las MDSCs se lleva a cabo por diferentes
métodos siendo los mas estudiados la produccidn de especies reactivas de dxigeno, la
induccion de células T reguladoras {Treg) y la alteracidn del metabolismo de la L-Arg via
activacion de iINOS, Arginasa-l (Arg-l} o ambas (Melero-lerez et al,, 2016}, En este Gltimo casa,
la activacién de ambas enzimas y su competicion por este aminodcido confleva la anergia del
linfocito T activado y su posterior apoptosis {Gabrilovich et al., 2012).

Las MDSCs, especialmente las M-MDSCs, han cobrado gran importancia en la regulacién de la
respuesta autoinmune en el modelo animal de esclerosis mdltiple (EM), encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE) {Zhu et al., 2007; Zhu et al., 2011; Alabanza et al,, 2013). Con
respecto a su papel en la EM, hay evidencia de la presencia de MDSCs en la sangre de
pacientes con EM-RR {lonannou et al,, 2012; Cantoni et al,, 2017), pero no hay datos sobre la
presencia de MDSCs en sangre periférica de pacientes en formas progresivas. Ademads, no
existe dato alguno sobre la presencia de MDSCs en el SNC de pacientes con EM,.

Nuestro grupo describid por primera vez la presencia y fenotipado de M-MDSCs, as{ como su
relacién morfo-funcional con la apoptosis de fos linfocitos T dentro del sistema nervioso
central (SNC}) de ratones con EAE, observandose que su presencia y abundancia era paralela al
curso clinico del modelo {Moliné-Velazquez et al, 2011). Ademds, observamos gue la
maduracion farmacoldgica de las M-MDSCs conllevaba un empeoramiente de los sintomas del
modelo animal, lo que indicaba que el grado de actividad de las M-MDSCs estd directamente
relacionado con el mantenimiento de su estado indiferenciado (Moliné-Veldzquez &t al., 2014).
Por Ultimo, nuestros datos avalan que la mayor abundancia de MDSCs a nivel periférico se
asocia a un curso clinico menos agresivo y a un mavyor grado de recuperacidn en los ratones
con EAE, asf como a una menor afectacion histopatolégica. Ademds, apuntan hacia un papel de
tas M-MDSCs como potenciadoras de la mielinizacion, La ausencia de fendmenos de
recuperacién espontanea de los episadios inflamatorios en el caso de las formas progresivas,
podria significar una ausencia o menor presencia de las M-MDSCs como agentes reguladores
de la respuesta inmune adaptativa, o un cambio en los pardmetros fenotipicos de las mismas.
La existencia de pacienies de EM-PP con una mayor o menor actividad inflamatoria asi como
con curso clinico mas o menos agresivo, podria también verse reflejado en el contenido en M-

MDSCs a nivel periférico o dentra del SNC, respectivamente.
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Ohjetivas

1- Andlisis de 1a presencia, abundancia y estado de actividad de las MDSCs en muestras post
mortem de SNC de pacientes de EM-PP con cursos clinicos mas o menos agresivos asi como en
sujetos control.

2.- Estudio transversal de correlacidn entre la abundancia v estado de actividad de las M-
MDSCs presentes en la pohlacion de células mononucleares de sangre periférica de pacientes
EM-PP v el grado de actividad inflamatoria de los mismos.

Materiales y métados

Objetivo 1: Analizaremos bloques de tejido de sujetos control y de pacientes de EM-PP con
lesiones activas, cronico-activas y cranico-inactivas, asi como sustancia blanca aparentemente
normal. £n fodos los casos se trata de mujeres sin antecedentes de enfermedades
neuropsiquidtricas o gliomas. Actualmente disponemos del siguiente ndmero de pacientes y
controles:

a) 6 pacientes de EM-PP {edad: 39-58; duracidn de enfermedad < 15 afios}

b) 6 pacientes de EM-PP {edad: 56-88; duracidn de enfermedad > 30 afios)

c} 6 pacientes control (rango de edad: 69-84).

En todas las muestras, se analizara el grado de desmielinizacion e inflamacion de cada lesién
mediante la técnica histoquimica de la eriocromocianina (EC; mielina) junto con el marcador
HLA-DR. El andlisis de la distribucidén de MDSCs en el tejido se analizard mediante la
inmunehistoguimica de CD11b, junto con [a presencia de CD33 {marcador mieloide inmaduro),
CD14 {coma marcador de monocitos} v de CD15 {como marcador de granulocitos); las M-

MDSCs no deben mostrar inmunorreactividad para HLA-DR o CD206 (macréfagos M2). Para




estudiar su fenctipo funcional se utilizardn Arg-l e INOS, vy se describira su distribucién en
relacion con la presencia de linfocitos T apoptdticos mediante el marcaje con CD3 y TUNEL.
Objetivo 2: Analizaremos el contenido en M-MDSCs en PBMCs totales obtenidas de pacientes
con EM-PP por parte de los miembros del consorcio. Las M-MDSCs se clasificardn como
CD11b+CD33+HLA-DR-/lowCD14+CD15- (Cantoni et al,, 2017). Compararemos el nivel de M-
MDSCs con el de sujetos control de edades y % de sexos similares y con pacientes de EM-RR en
inicio de curso clinico que no hayan recibido corticoides en los dltimos 6 meses.
Estableceremos correlaciones entre la abundancia de M-MDSCs y diferentes pardmetros: edad,
sexo, edad a la que debutd la EM, EDSS cuando se diagnosticd, EDSS en el muestreado, tiempo
de enfermedad, agresividad {MSSS), presencia de IgMs, alteraciones de RMN.

Para el andlisis de los diferentes datos se utilizard SigmaStat. Los diferentes estudios de
carrelacidn se llevardn a caho con el test de Spearman. Las diferencias entre varios grupos se
analizardn con la ANOVA (o su versién no paramétrica en Rangos) de una sola via y las posibles
diferencias entre grupos se veran con el test de Tukey o de Dunn. Para analizar relacidn entre
MSC, edad y sexo, se realizardn ANOVA de doble via seguida de un test de multicomparacién
paramétrico de Tukey o Dunn. La significacidon minima estadistica se estahlecerd en P<0.05,

siendo *<0.05;%%<0.01;***<0.001.

PRESUPUESTO
- Anticuerpaos y reactivos para citometria de flujo. Subtotal: 4.000 €
- Anticuerpos y reactivos para histologia. Subtotal: 2.000 €

- Reactivos quimicos generales: Subtotal: 500 €- TOTAL 6,500 €

ESTUDIOS EN MODELO ANIMAL

SUBPROYECTO 6

Heterogeneidad en la respuesta inmune en un modelo experimental de EM progresiva:
Identificacién de nuevas dianas terapéuticas.

Investigadora principal: Carmen Guaza Rodriguez. Grupo de Neurcinmunologia Instituto Cajal,
CSIC.

Equipo investigador

Leyre Mestre Nieto. Investigadora, Instituto Cajal

Miriam Mecha Rodriguez. Investigadora, Instituto Cajal.

Ana Felid Martinez. Investigadora, Instituto Cajal




Laura Ramos del Alamo, técnico soporte investigacion, Instituto Cajal

Introduccion

El envejecimiento supone un factor de riesgo relacionade con un aumento en la
susceptibilidad a desarrollar enfermedades, con alteraciones mds severas y con la posibilidad
de cronificacién de las mismas por una falta de respuesta del organismo adecuada que
dificulta la recuperacién debido a fallos en los sistemas de control de la homeostasis. Se dan
dos hechos interrelacionados: por un lado la aparicién de enfermedades asociadas a la edad y
por otro simultdneo, la presencia de condiciones fisioldgicas cambiantes con la edad que
propician el debut de dichas enfermedades o afectan la severidad o patologia de otras
enfermedades no asociadas en principio al envejecimiento. En cuanto al sistema inmune el
envejecimiento se asocia a una progresiva disminucidn de la integridad y eficiencia
inmunolégica que se ha venido a denominar inmunosenescencia y que implica una
remodelacién de la respuesta inmune innata y adquirida (Rawji KS, et al., 2016). Estos cambios
asociados a la edad pueden alterar la incidencia, severidad y susceptibilidad de las
enfermedades autoinmunes.

La edad cronolégica es un hecho importante en la EM tanto juvenil (nifios y adolescentes)
como de adultos con un rango de edad definido entre los 20 y los 30 afios para la aparicion
inicial de la enfermedad y un limite de tiempo después de la 52 década. La edad puede
determinar el curso de la enfermedad con presentacidn tardia que presenta un curso clinico
progresivo con transformacién mds rapida a la fase secundaria progresiva. Ademas la
conversion y el inicio de la EM progresiva podrian estar influenciados por la edad mas que por
factores relacionados con la propia enfermedad.

Modelos animales

La edad también influye en la susceptibilidad y en la sintomatologia durante el curso de los
modelos experimentales de enfermedades autoinmunes. En el caso particular de la EM,
sabemos que el modelo de EAE es especifico de especie y cepa, pero también altamente
dependiente de la edad a la que se inocula el antigeno as{ como de la edad de evaluacion de
los pardmetros inmunolégicos (Bolton and Smith 2017). {Existe un periodo critico de respuesta
a la induccién de la enfermedad? En el modelo de rata Lewis se ha descrito un aumento de la
incidencia de déficits neuroldgicos agudos v recaidas asi como de cronicidad de los sintomas y
un mavyor niimero de lesiones en animales mds viejos. Sin embargo en la rata Fisher existe una
clara disminucién de fa susceptibilidad a la EAE con el aumento de la edad {Djiki¢ | et al,2014).
En ratones SIL/) se ha descrito una reduccién notable en la incidencia de la EAE con el

aumento de fa edad.




Los cambios funcionales en el sistema inmune pueden generar un estado progresivo de
inmunosenescencia que puede contribuir a las diferencias relacionadas con la edad en la EAE y
en otros modelos experimentales de EM de diferente etiologia v que reproducen las
caracter(sticas de la EM progresiva como es el modelo de la encefalomielitis murina por
infeccion con el virus de Theiler (del inglés: “Theiler’s murine induced demyelinating disease”,
TMEV-IDD) en el que no se han explorado adn los cambios asociados a la edad sobre |a eficacia
y funcién del sistema inmune, los pardmetros inmunes que podrian remodelar el transcurso de
la enfermedad.

Objetivos

1.- Investigar en el modelo de TMEV-IDD los cambios asociados a la edad en las respuestas
inmune innata y adquirida en el SNC y en la periferia, y como afectan estos cambios en |a
evalucidn y  severidad de la enfermedad, asi como en el grado de
desmielinizacidn/remielinizacién, en médula espinal y en corteza motora. Se investigara
ademds el nivel de dafio axanal, astrogliosis, estado de activacién de la microglia, marcadores
inflamatorios y la dindmica de expresién de progenitores de oligodendrocitos (OPCs) y de
oligodendrocitos maduros en las dreas de interés.

Métodos

Se plantean dos aproximaciones en el modelo de Theiler.

La primera consistird en la inoculacidn intracerebral de TMEV (cepa Daniel) en la ventana de
tiempo de infeccién cldsica utilizando ratones hembras SIL/) de 6 a 8 semanas de edad (Lledd v
cols, 1999; Mecha y col., 2013), esperando un tiempo de latencia para el desarrollo de la
enfermedad e inicio de la patologfa de 80 dias post-infeccién {dpi) que es cuando comienzan
habituaimente los déficits motores en los ratones infectados, En este mismo esquema se
dejard un grupo de ratones infectados hasta los 6-8 meses (pi). En todos los casos se llevaran
ratones controles apareados por edad que reciben la inoculacién de vehiculo sin TMEV
(ratones sham).

La segunda aproximacién consistird en inocular el TMEV en ratones SIL/] hembras aduitas
viejas, de 6-9 meses de edad y valorar los pardmetros sefialados anteriormente durante la fase
aguda del modelo (7dpi) asi como en la fase crénica (80 dpi).

Lla funcion motora como indice de severidad se evaluard mediante la caja de actividad
(actividad horizontal, vertical y estereotipias), el test del rotarod, y el test de la huella. La
valoracion de la respuestas inmune central y periférica se realizard por FACS, utilizando
cerebro y médula espinal, bazo y ganglios linfticos. Se utilizara para el resto de las pardmetros,
analisis de inmunchistoquimica e inmunofluorescencia, ademas de PCR cuantitativa en el caso

de identificacion de marcadores inflamatorios especialmente en microglfa valorando el grado




de activacién celular vy el fenotipo inflamatorio o reparador {Mecha et al,, 2016) siguiendo
protocolos ya descritos en nhuestro grupo (Felit y col.,2017).
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Presupuesto.

No se solicita asignacién econdmica para este subproyecto.

SUBPROYECTO 7.

PAPEL DEL TRATAMIENTO FRENTES A DIANAS DE LA RESPUESTA INNATA EN MODELO
PROGRESIVO DE LA ENFERMEDAD. INFLUENCIA DE LA EDAD.

Invesigador principal: Carmen Espejo. Investigadora. CEMCAT. Hospital Universitario Vall
d’Hebron, Barcelona.

Equipo investigador

Herena Eixarch. Investigadora. CEMCAT.




Carme Costa. Investigadora. CEMCAT,

Introduccion y objetivos

Distintos datos avalan que la edad induce cambios en los mecanismos inmunoldgicos que
juegan un papel en la esclerosis maltiple, pasando la respuesta innata a jugar un papel
preponderante en |a fisiopatologia de la enfermedad. Datos preliminares de nuestro grupo en
el modelo progresivo de EM inducido en ratones C57BL6/) inmunizados con MOG avalan esta
hipétesis. La interleugquina 1 juega un papel importante en la respuesta inmune innata. El
objetivo de este trahajo es el estudio del efecto del tratamiento con anticuerpos monaoclonales
frente a IL1Ra en ratones viejos con este modelo de EAE respecto a ratones jévenes para

evaluar nuevas dianas terapéuticas en la enfermedad-

Material y métodos

- Animales: Ratones hembra C57BL6/J (Envigo) de 2 meses de edad {aproximadamente 20 afios
edad humana) y de 9 meses de edad {aproximadamente 45 afics edad humana).

- Reactivos: MOG35-55 (Unidad sintesis de péptidos, Unidad PompeuFabra, Barcelona),
Adyuvante incompleto de Freund (Sigma-Aldrich), antigeno purificado de Micobacterium
turberculosis H37RA (Difco); toxina pertussis {Sigma-Aldrich).

- Anestesia: lnyeccién intraperitoneal de 37 mg/kg de ketamina {Ketalar, Parke& Davis) y 5.5
mg/kg de xylazine (Rompun, Bayer).

- Inmunizacion: Los animales se inmunizardn subcutdneamente con un emulsificado que
contendra el antigeno (100 pg de MOG35-55) y el adyuvante de completo Freund. Ademds, se
les inyectara 250 ng de toxina pertussis por via intravenosa en el momento de fa inmunizacion
y a las 48h,

- Seguimiento clinico: Desde la inmunizacién hasta la eutanasia, los ratones se pesardn y se
valorardn diariamente mediante una escala clinica de seis puntos que valora una paralisis
ascendente {Espejo et al., Neuroscience 2001): 0 = no debilidad; 0.5 = debilidad distal de la
cola; 1 = paralisis completa de la cola; 2 = paraparesia moderada; 3 = paraplejia o paraparesia
severa con importante ataxia; 4 = tetraparesia; 5 = tetraplejia, estado moribundo, 6 = exitus.
Ademas, al final del experimento, para evaluar los cambios de la funcién motora ocasionados
por el tratamiento se utilizard el paradigma de los rodillos giratorios {“Rota-Rod”) (Moreno et
al., RevNeurol 2012). Se realizard el siguiente test: aceleracién de 4-40 revoluciones por
minuto (rpm) durante 5 minutos y su registrara el tiempo que el animal es capaz de resistir en

el rodillo y [a velocidad alcanzada. Previo al test se realizard un proceso de adaptacién vy




aprendizaje que consistira en 3 test con tres repeticiones de 20 segundos a velocidad
constante (10, 20, 30 rpm).

- Tratamiento: Tras la aparicién de los sighos clinicos los animales serdn tratados diariamente
con IL1Ra (Anakinra — Kineret). Se les administrard intraperitonealmente 100 mg/Kg de IL1Ra.
Los ratones control serdn tratados de igual forma pero con salucion salina.

- Medidas correctoras y criterios de punto final para garantizar el bienestar animal: Se pondran
pellets de comida hiimedas en el lecho cuando los animales empiecen a desarrollar los signos
clinicos para facilitarles el acceso al alimento asf como la hidratacién. Se administrard de forma
subcutanea 0,5 ml de suero glucosado 10% en caso de pérdida de peso superior al 15%. Si la
pérdida de peso excede el 30% o un animal alcanza la puntuacién clinica de 5 el animal sera
eutanasiado y puntuard 6 en la escala clinica desde la eutanasia hasta la finalizacion del
experimento,

- Evaluacién histopatoldgica: Para estudiar la inflamacién se realizard una tincion con
hematoxilina-eosina vy hara una valoracidn semicuantitativa siguiendo el siguiente criterio: 0=
Ausencia de infiltrados; 1= Infiltrado celular localizado Gnicamente en meninges; 2= Baja
presencia de infiltrados superficiales en el parénguima; 3= Presencia moderada de infiltrados,
< 25% de infiltraclon de la sustancia blanca; 4= Presencia elevada de infiltrados, < 50% de
infiltracién de la sustancia blanca; 5= Presencia severa de infiltrados, »50% de infiltracién de fa
sustancia blanca.

La desmielinizacién se estudiard mediante tincién de Kllver-Barrera y se realizard una
valoracién semicuantitativa segGn el sigulente criterio: 0= Ausencia de dreas de
desmielinizacién: 1= Baja presencia de desmielinizacién localizada tinicamente alrededor de
los infiltrados y representando <25% de la sustancia blanca; 2= Desmielinizacion moderada,
representando <50% de la sustancia blanca; 3= Elevada presencia de desmielinizacién difusa y
extensa, representando >50% de la sustancia blanca.

Mediante inmunohistoguimica se cuantificard cuantitativamente (nimero de células
positivas/drea} el dafo axonal {marcador SMI-32), la reactividad de la microglia {marcador
lectina de tomate) y astrocitaria {marcador GFAP) asi como el niimero de células T infiltrantes
{marcadar CD3).

- Andlisis de los resultados: El nimero de ratones por grupa experimental para el seguimiento
clinico vy los estudios histopatolégicos nunca sera inferior a 6 ratones para garantizar la
potencia estadistica en el andlisis de los resultados. Como en este modelo obtenemos una
incidencia de la enfermedad mayor al 90% en el grupo no tratado (o tratados con el vehiculo) y

la mortalidad puede ser de un 15% haremos grupos de 8 ratones inmunizados con el péptido




immunogénico mas dos ratones controles negativas inmunizados sin antigeno. Cada grupo de

tratamiento se comparara con su grupo vehiculo.

Para las variables cualitativas se realizaran tablas de contingencia y se aplicard [a prueba exacta

de Fisher. Para las variables cuantitativas se estudiard la normalidad y en funcién de ella se

aplicaran la prueba t-Student o U-Mann Whitney. Se consideraran las diferencias significativas

cuando el valor p sea inferior a 0,05.

- Cuestiones éticas: Todos los pracedimientos realizados en animales de experimentacién

serdn aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal de nuestro centro segin la

hormativa Europea (Directiva 2010/63/UE), Espafiola {Real Decreto 53/2013) y Autondmica

{Decreto 214/1997) vigentes.

Presupuesto
Animales de experimentacion. ..o e 3500 euros
Anticuerpos monoclonales.... i 1500 euros

Reactivos para inmunofluorescencia y kits del ELISA ....... 2500 euros

TOEAL ettt bttt e sttt 6500 euros
CRONOGRAMA
Comienzo de {a recogida de muestras
Inicio de los procesos experimentales en sangre periférica.
12-52 mes Recogida de datos clinicos de los pacientes
Comienzan los estudios en modelo animal
Comienzan los estudios en tejido de necropsias
Andlisis de los datos de cada grupo que trabaja en sangre periférica,
junto con los datos clinicos. Reajuste de protocolos, si procede
Continuacion de la recogida de muestras, datos clinicos y marcajes
leucocitarios.
62 mes
Anilisis de los primeros datos en modelo experimental. Reajuste de
protocolos si procede.
Analisis de los resultados de necropsias. Ampliacidén del estudio
segln los resultados obtenidos.
Estudios de factores solubles y marcadores de dafio axonal,
72-102 mes comparacién con otros datos experimentales en sangre
Continuacién de la recogida de muestras, datos clinicos y marcajes




leucocitarios,

s Continuacién de los estudios en modelo animal y finalizacién de los
estudios en necropsias.

» Finalizacion de todos los estudios,
112-129 mes e Andlisis estadistico de resultados.

e Andlisis de correlaciones entre los resultados de los distintos grupos.

e Preparacién de manuscritos y envio para su publicacion. Envio de

132-18¢ MES o
comuhnicaciones a congresos,

VIABILIDAD DEL PROYECTO

Nuestra consorcio estd formado por neurdlogos con una larga trayectoria en la evaluacién
clinica de los pacientes y por investigadores con una amplia experiencia en el estudio de los
mecanismos basicos de a enfermedad.

Los centros participantes cuentan con todos los medios necesarios para la realizacidon del
estudio.

Esperamos que todo esto redunde en la obtencidn de los resultados gue esperamos, esto es, la
identificacién de mecanismos que juegan un papel en las formas progresivas de la enfermedad
y, par tanto, encontrar nuevos biomarcadores y dianas terapéuticas para esa forma de la

enfermedad.

RESULTADQS ESPERADOS
Creemas que nuestro proyecto es factible. Se basa en datos cientificos recientes y se sustenta
en nuestros datos preliminares. En caso de ser exitoso y alcanzar los objetivos propuestos

tendria, las siguientes implicaciones cientificas y sociales:

1.- Aumentar el conocimiento de los mecanismas de progresion en la EM e identificar nuevas

dianas terapéuticas para el tratamiento de estos pacientes.

2.- Encontrar biomarcadores que identifiquen los distintos tipos de progresidn en la EM.

3.- ldentificar a los pacientes con formas progresivas que podrian responder a las terapias

actuales.




Esto contribuiria a retrasar el acimulo de discapacidad y a mejorar la calidad de vida de los
pacientes; podria ser susceptible de producir resultados patentables y dard lugar a

publicaciones que se publicaran en revistas de impacto medio vy alto.

CAPACIDAD DEL PROYECTO DE FOMENTAR SINERGIAS E IMPULSAR EL TALENTO EN EL SNS.
Nuestros grupos forman parte de la Red Espafiola de Esclerosis multiple. Este proyecto se
desarrollard en ese ambito y potenciard la cclaboracion entre grupos basicos y clinicos de la

red en un tema de alto interés clinico en el campo de la esclerosis mdltiple en la actualidad.

PRESUPUESTO TOTAL

SUBPROYECTO 1. SUBTOTAL..ovvevv i 7500 EUROS
SUBPROYECTO 2. SUBTOTAL....co v 6000 EUROS
SUBPROYECTO 3. SUBTOTAL.....ccov v, 7500 EURCS
SUBPROYECTO 4. SUBTOTAL..........coevee.... 7500 EUROS
SUBPROYECTO 5. SUBTOTAL....cccciviievien, 6500 EUROS
SUBPROYECTQ 6. SUBTOTAL..ccovvrerirnienns NO SCLICITA
SUBPROYECTO 7. SUBTOTAL...cecren. 6500 EUROS
GASTOS ENVIO DE MUESTRAS.......cc.oocoeune. 1000 EUROS
SUBTOTAL oo 42500 EUROS
COSTES INDIRECTOS. ..o, 7500 EUROS
TOTAL i i, 50000 EUROS

El total del premio se ingresara en la Fundacion para la Investigacién Biomédica del Hospital
Ramaén y Cajal de Madrid (FIBIO-HRC). Los grupos de investigacion cargaran las facturas a la

cuenta gue se asigne al proyecto en dicha Fundacién.




