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Introduccion

1. ESCLEROSIS MULTIPLE

La esclerosis multiple (EM) es la enfermedad desmielinizante mas frecuente del
sistema nervioso central (SNC) y una de las causas mas comunes de incapacidad
neurologica en adultos jovenes. La enfermedad tiene una patogenia inmunoldgica en
personas genéticamente susceptibles y se considera que los sintomas iniciales de la EM
son el resultado de la desmielinizacion, que produce una ralentizacion o bloqueo de la
conduccion nerviosa. Ciertos factores, atin desconocidos, desencadenan la activacion
del sistema inmunolégico con dafio inflamatorio de glia y neuronas, seguidos por una
recuperacion de la funcion y reparacion estructural, gliosis postinflamatoria y
neurodegeneracion. Esta secuencia de procesos implica un curso clinico caracterizado
por episodios de recaidas (exacerbaciones o brotes) con recuperaciones o remisiones,
seguidas en el tiempo por nuevos episodios que suelen dejar secuelas persistentes, y por

un progreso de la discapacidad.

1.1. Historia de la enfermedad

Previamente desconocida, la esclerosis multiple hace su aparicion en los inicios
del siglo XIX aunque su reconocimiento oficial en la neurologia clinica no tuvo lugar
hasta 1860. Robert Carswell en el afio 1838 y Jean Cruveilhier en 1841 describieron por
primera vez algunas de las caracteristicas patoldgicas de la EM (Hickey, 1999). Sin
embargo, estos médicos fundamentaban sus observaciones en material de necropsias,
siendo Friederich von Frerichs quien primero correlacion6 las lesiones patoldgicas con
hallazgos clinicos. El mérito de las primeras descripciones clinicas y anatdmicas
detalladas de la enfermedad, vélidas hasta hoy, se atribuye a Jean-Martin Charcot
(1868), y fue uno de sus colaboradores, Vulpian, quien introdujo el término “esclerosis
en placas”, que ain se utiliza en la literatura francesa. Debido a la reputacion y
notoriedad de Charcot, la existencia de la nueva enfermedad se difundié rdpidamente.
Las primeras descripciones en Estados Unidos se deben a Edward Seguin, quien la
denomind con el término “esclerosis multiple”. A principios del siglo XX, una
enfermedad que s6lo unos pocos afios antes se describia en casos esporadicos comenzo
a ser una de las razones mas comunes de ingreso en centros de tratamiento neurologico.

Dando inicio al proceso de organizacion de especialistas y pacientes mediante la

fundacion de sociedades en Estados Unidos, en 1946 aparecio la National Multiple



Introduccion

Sclerosis Society (NMSS), con sede en Nueva York. Posteriormente, con el objetivo de
facilitar la investigacion y el intercambio entre los diversos centros especializados
surgieron varios comités tales como ECTRIMS (European Comittee for Treatment and
Research in Multiple Sclerosis) en 1982 y ACTRIMS (American Comittee for
Treatment and Research in Multiple Sclerosis) en 1996. En la actualidad, esta
enfermedad enigmatica atn sigue retando a los investigadores que intentan comprender

su patogénesis y prevenir su progresion.

1.2. Historia natural

La historia natural de la EM se refiere particularmente al curso de la enfermedad
sin “interferencia” o efecto de tratamiento alguno. Pueden considerarse un niimero
variado de caracteristicas para describirla, entre ellas el curso evolutivo de la
enfermedad (remitente o progresiva, primaria o secundariamente progresiva, benigna o
maligna), la frecuencia y gravedad de los ataques, la discapacidad y déficit de acuerdo
con las escalas pertinentes, y las curvas de supervivencia a largo plazo.

En la mayoria de los pacientes (80%) la enfermedad comienza con episodios de
disfuncidon neuroldgica que dura varias semanas, seguida de una mejoria parcial
o completa ( EM remitente - recurrente ). Algunos pacientes continian bien durante
décadas como consecuencia de periodos prolongados de remision clinica o por
recuperacion sustancial a partir de episodios repetidos de empeoramiento clinico
(recidivas, exacerbaciones o brotes). Con el tiempo, la recuperacion de los brotes es
cada vez menos completa, y se desarrolla una progresion clinica gradual sin brotes (EM
secundaria progresiva). En una pequena proporcién de pacientes (aproximadamente un
20%), el declive de la funcidon neuronal es gradual, comenzando desde el inicio de la
enfermedad (EM primaria progresiva). Esta forma de EM ocurre particularmente en
pacientes en los que los sintomas se desarrollan después de los 40 afios.

El curso de la enfermedad en cada paciente es muy impredecible. Los pacientes
que desarrollan un sindrome neurolégico aislado (por ejemplo afectacion cerebelosa,
disfuncion en el tronco cerebral o mielitis transversa incompleta) como primer sintoma
tienen un mayor riesgo de padecer una enfermedad recurrente y discapacidad dentro de
una década. La presencia de bandas oligoclonales de inmunoglobulinas en el liquido

cefalorraquideo (LCR) incrementa el riesgo de enfermedad recurrente.
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El 10% de los pacientes evolucionan bien durante mas de 20 afios y se considera
que presentan una EM benigna. Aproximadamente el 70% tendrd una progresion
secundaria. Los brotes frecuentes en los primeros dos afios, el curso progresivo desde el
inicio de la enfermedad, el sexo masculino y las lesiones tempranas, motoras o
cerebelosas son independientemente predictivos de un curso clinico mas grave. Las
mujeres y los pacientes con sintomas predominantemente sensoriales o neuritis optica
tienen un prondstico mas favorable. La esperanza de vida suele disminuir ligeramente
aunque en casos raros los pacientes con enfermedad maligna fulminante mueren en los
meses posteriores al inicio de la enfermedad. El suicidio es también un riesgo, incluso

en pacientes jovenes con sintomas no muy graves (Noseworthy et al., 2000).

1.3. Epidemiologia y Clinica

1.3.1. Epidemiologia

La epidemiologia permite conocer la frecuencia de las enfermedades mediante la
utilizacion de las tasas de incidencia, prevalencia y mortalidad. Puede aportar datos para
determinar posibles factores desencadenantes y agravantes, asi como para explicar la
frecuencia variable de la EM en el mundo. Los estudios epidemioldgicos han permitido
saber que la EM es la enfermedad neurologica cronica mas frecuente en adultos jovenes
en Europa y Norteamérica.

La tasa de prevalencia contabiliza el numero de casos vivos por cada 100.000
habitantes en una fecha determinada a priori, llamada fecha de prevalencia. Los
estudios de prevalencia han permitido apreciar una distribucion irregular a lo largo del
mundo, pues se detectan mayores frecuencias entre los 40 y 60 grados de latitud norte y
se aprecia un fendémeno muy similar en el hemisferio sur. Se han definido zonas de
riesgo alto (mas de 100 casos/100.000), medio (50-100 casos/100.000) y bajo (menos de
50 casos/100.000) (Kurtzke, 1995). En la actualidad la EM se conoce en todo el mundo,
con alrededor de dos millones y medio de afectados (Compston y Coles, 2002). Es
frecuente en el norte de Europa y norte de América, pero no en Africa, Suramérica o
India. Dentro del norte de Europa, la enfermedad es mas frecuente en el sur de
Escandinavia, norte de Alemania, Reino Unido y algunas zonas de Italia que en el sur
de Escandinavia, Francia, Espafa y paises del Mediterraneo oriental. En Espafa nos

encontramos en una zona de riesgo medio (prevalencia de 53-65 casos/100.000)
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(Fernandez et al., 1994; Bufill et al., 1995). En Italia, existen grandes diferencias entre
regiones e islas que estan geograficamente cerca pero que difieren en su historia cultural
y genética. En Norteamérica, hay un gradiente diagonal en frecuencia con las tasas mas
altas en el medio Oeste y las mas bajas en el delta del Mississipi. S6lo en Estados
Unidos hay entre 250.000 y 350.000 pacientes con EM. En Australia hay un gradiente
latitudinal entre la poblacion blanca con tasas mayores en el sur que en el norte. En
resumen, la EM es comun en areas pobladas por norte-europeos (entre las personas de
origen norte-europeo aproximadamente una de cada mil desarrollaran EM a lo largo de
su vida) e infrecuente en regiones donde la poblacion es de origen africano o asiatico
(Compston, 1999). Todo esto apoya la existencia de un factor genético. En 1994, Poser
propuso una hipdtesis segin la cual la EM se originaria en las poblaciones con
antecedentes escandinavos en las que se conocia a la enfermedad como el “mal de
Odin”, y se propagaria a través de las invasiones vikingas (Poser, 1994, 1995).

En la actualidad, hay una tendencia hacia el aumento de la prevalencia e
incidencia (nimero de casos nuevos al afio), especialmente en el sur de Europa. Sin
embargo la incidencia ha disminuido en algunas, aunque no en todas las zonas del norte
de Europa. En regiones con altas prevalencia e incidencia es donde mas a menudo se
han encontrado tasas estables o en disminucion. No se conoce con certeza si los
aumentos en incidencia observados se pueden explicar por un aumento en la vigilancia
de la enfermedad y una mejora de las técnicas diagnosticas. Hay un gran reservorio de
casos de gravedad intermedia cuyo reconocimiento depende mucho de la pericia y
recursos del sistema sanitario (Noseworthy et al., 2000). No se comprenden las razones
de la variacion que existe en la prevalencia e incidencia de la EM en las distintas zonas
geograficas. Se han barajado explicaciones ambientales y genéticas, y probablemente
ambos factores contribuyan.

La EM afecta a todas las edades, pero la mayoria de los pacientes desarrollan los
sintomas entre los 18 y 50 afios. Hay una predominancia femenina importante (2:1) en
la EM remitente-recurrente, aunque en la EM primaria progresiva, la proporcion
masculina supera ligeramente a la femenina.

No se conoce con certeza si la EM clasica es una enfermedad simple o si los
patrones de variaciéon clinica (por ejemplo las formas progresiva y recurrente)
representan entidades distintas. Tampoco esta clara la relacion de la EM multiple con

otros sindromes inflamatorios y desmielinizantes menos comunes del SNC como son la
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encefalomielitis aguda diseminada, neuromielitis dptica, esclerosis concéntrica de Balo,

y la variante Marburg de EM aguda (Noseworthy, 1999).

1.3.2. Clinica

La caracteristica clinica mas llamativa de la EM es su gran variabilidad. Sus
sintomas y signos vienen determinados por la localizacion de las lesiones
desmielinizantes, que pueden ocurrir a lo largo del neuroeje. Sin embargo, las lesiones
muestran predileccion por ciertas partes del SNC con participaciéon mayoritaria en la
sustancia blanca periventricular, nervio y quiasma &ptico, tronco cerebral, pedinculos
cerebelosos y médula espinal, lo que da lugar a debilidad, parestesias, alteracion de la
vision, diplopia, nistagmo, disartria, temblor intencional, ataxia, alteracion de la
sensibilidad profunda, disfuncién vesical, paraparesia, alteraciones emocionales y

deterioro intelectual.

1.3.3. Escalas de disfuncion neurologica

La evaluacion clinica es imprescindible en la EM, para valorar cuantitativamente
el grado de afectacion, que a su vez se necesita para conocer la evolucion de la
enfermedad y la influencia que sobre ella tienen los distintos tratamientos,
especialmente los que estan en fase experimental. En 1955, Kutzke desarroll6 la primera
escala para definir el estado de discapacidad fisica, la DSS (Disability Status Scale), que
se aceptd mundialmente. En 1983, Kutzke publicd una version ampliada de su escala,
la EDSS (Expanded Disability Status Scale). Actualmente, a pesar de varias criticas, la
EDSS es la escala mas utilizada en todo el mundo, y funciona como un lenguaje
universal entre los investigadores de la enfermedad. El estado del paciente recibe una
puntuacién entre 0 (exploracion normal) y 10 (fallecido por EM), con intervalos de 0,5
puntos a partir de 1 punto. La puntuacién se obtiene mediante la valoracion de las
alteraciones en los sistemas funcionales (FS). Para la valoracion de los FS, Kutzke
disefi6 ocho escalas destinadas a cuantificar los resultados de la historia y la exploracion
neuroldgicas (funcidon piramidal, funcién cerebelosa, funcion del tronco cerebral,
funcién sensitiva, funcion esfinteriana, funcidon visual, funcion mental y otras

funciones).
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1.4. Diagnostico

El diagnoéstico de la EM es fundamentalmente clinico aunque las imagenes de
resonancia magnética (IRM) y la medida de los potenciales evocados han simplificado
el proceso diagnostico y han permitido realizarlo de forma mas temprana.

Seglin la evolucidn clinica, se pueden encontrar diferentes formas de EM. La
mas habitual es la forma en brotes o remitente-recurrente (RR) que puede evolucionar a
una forma secundaria progresiva (SP) o bien puede iniciarse con progresion sin relacion
con los brotes desde el inicio, es la forma primaria progresiva (PP).

Las formas remitentes se consideran clinicamente definidas cuando la disfuncion
neuroldgica es “diseminada en el espacio y en el tiempo”, este requisito junto con la
exclusion de otras enfermedades sigue siendo el eje principal del diagndstico. Ninguna
prueba complementaria (de imagen, LCR o potenciales evocados) es patognomonica de
la enfermedad, por lo que junto a los hallazgos clinicos sugestivos de enfermedad
desmielinizante, es necesaria la valoracion por un neurdlogo con experiencia en dicha
enfermedad. Se consideran sintomas clinicos sugestivos de enfermedad desmielinizante
los sintomas neurolégicos que duran mas de 24 horas, se presentan habitualmente de

forma subaguda y reflejan afectacion de la sustancia blanca.

1.4.1. Criterios diagnosticos

El protocolo diagnostico mas utilizado hasta ahora es el del comité presidido por
Poser (1983) que establece varias categorias de EM: EM clinicamente definida (dos
brotes separados en el tiempo y de distinta localizacion en el SNC), EM definida con
ayuda del laboratorio (con el apoyo de pruebas complementarias del LCR, neuroimagen
o potenciales evocados) y EM clinicamente probable. Estos criterios ademés definen
con exactitud los términos:
Brote (recurrencia, recidiva, exacerbacion): es la ocurrencia de sintomas de disfuncion
neurologica de mas de 24 horas de duracion. Para aceptar la existencia de la enfermedad
deben constatarse al menos dos brotes, estos deben afectar a diferentes partes del SNC y
separarse en el tiempo por un periodo de, al menos, un mes.
Remision: constituye una mejoria hasta la desaparicion de los sintomas y signos que han
estado presentes al menos durante 24 horas. La remision debe permanecer un mes como

minimo para considerarse como tal.
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Evidencia clinica de una lesion: presencia de algin signo clinico anormal en la
exploracion neuroldgica; se acepta como tal que el dato proceda de la historia clinica,
aunque no se halle en el momento de ver al paciente, siempre que haya sido recogido
por un clinico competente.
Evidencia paraclinica de una lesion: se acepta la demostracion de una lesion en el SNC,
haya o no dado lugar a sintomas y signos. Incluye los resultados obtenidos del estudio
de los potenciales evocados, técnicas de neuroimagen y valoracion uroldgica realizada
por un experto.
Exclusiones: deben excluirse los sintomas y signos secundarios a la alteracion del
sistema nervioso periférico. La cefalea, convulsiones, depresion o alteraciones de la
conciencia no deben en principio aceptarse como debidos a la EM.
Lesiones separadas: se consideran como tales aquellas que involucran distintas partes
del neuroeje. Asi por ejemplo, la neuritis Optica, si afecta a ambos 0jos y ocurre en un
intervalo inferior a 15 dias entre uno y otro ojo, no constituye indice de existencia de
lesiones separadas.
Apoyo de laboratorio: se refiere a la existencia de sintesis intratecal de IgG y de bandas
oligoclonales en el LCR.

En el ano 2001 se han redactado unos “nuevos” criterios diagndsticos
(McDonald et al., 2001) que incluyen los avances en las técnicas de imagen y otros
datos clinicos y paraclinicos. Sin embargo, dado que nuestro estudio comenzo en el afio

1998, hemos aplicado los criterios de Poser en el diagnostico de los pacientes.

1.4.2. Estudio de las imagenes de resonancia magnética

Las imagenes de resonancia magnética (IRM) pueden ser muy futiles en la
caracterizacion de los procesos patologicos subyacentes a la EM. La EM se caracteriza
por la existencia de lesiones multifocales, aparecidas en diversos momentos en las IRM,
especialmente las que afectan a la sustancia blanca periventricular, al tronco cerebral,

cerebelo y sustancia blanca de la médula espinal.

Secuencias ponderadas en T2

Se considera que las imagenes de resonancia magnética en T2 (secuencia de

IRM ponderada con TR (tiempo de repeticion) (2000 ms) y TE (tiempo de eco) corto
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(22-80 ms) reflejan un amplio espectro de cambios patologicos entre los que se
encuentran inflamacion, edema, desmielinizacion y gliosis. Los cambios en el nimero y
volumen de lesiones en T2 son indicadores sensibles pero no especificos de actividad de

la enfermedad y de la respuesta al tratamiento.

Secuencias ponderadas en T1

En las lesiones crénicas se producen degeneracion axonal y gliosis que se
observan en las secuencias en T1 (secuencia de IRM ponderada con TR corto (540 ms)
y TE corto (15 ms) como lesiones hipointensas denominadas "agujeros negros" o “black
holes”. Estas sefiales hipointensas probablemente reflejan un sustrato  patologico
diferente segun el tipo de lesion. En las lesiones activas reflejan la presencia de edema y
grados variables de destruccion tisular y las sefiales pueden desaparecer cuando se
resuelve el proceso inflamatorio. En las placas cronicas las sefiales hipointensas

persisten y reflejan la presencia de destruccion tisular irreversible.

Secuencias ponderadas en T1 con gadolinio

Las imagenes de resonancia magnética en T1 que captan contraste de gadolinio
detectan desmielinizacion inflamatoria con rotura de la barrera hematoencefélica (BHE)
(lesiones activas). Existe evidencia patologica de que la sustancia blanca de apariencia
normal estd alterada en los pacientes con EM y que los cambios en esta sustancia
preceden en semanas o meses a la alteracion de la barrera que permite el paso de
contraste y su visualizacion en IRM. También los estudios seriados de IRM de la
sustancia blanca de apariencia normal pueden ser utiles para determinar donde pueden
desarrollarse nuevas lesiones (Briick et al., 1997; Van Walderveen et al., 1998; Van

Waesberghe et al., 1999).

Espectroscopia de resonancia magnética de proton

La espectroscopia de resonancia magnética permite medir de forma no invasiva
los metabolitos cerebrales tales como colina, creatina, N-acetil aspartato (NAA) y
lactato. Midiendo la intensidad de resonancia relativa de los grupos N-acetilo

(principalmente de NAA que es un aminodcido confinado en las células del SNC y
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especialmente en las neuronas y sus prolongaciones en el cerebro maduro) con respecto
a la de la creatina, se puede obtener un indice de medida de pérdida axonal.
Recientemente se ha descrito la presencia de NAA en otros tipos de células ademas de
en las neuronas, tales como células precursoras de oligodendrocitos, oligodendrocitos
inmaduros y maduros. Estos estudios aportan una nueva informacion sobre la

distribucion del NAA en el cerebro (Bhakoo et al., 2000).

Transferencia de magnetizacion

Es una técnica de resonancia magnética basada en el intercambio de
magnetizacion entre los nucleos de hidrogeno que forman parte del agua libre y los que
forman parte del agua ligada a macromoléculas o de sus propios grupos hidroxilo. Entre
estas macromoléculas cabe destacar el colesterol, que es un componente

cuantitativamente importante de la mielina.

Cuantificacion del volumen cerebral y del area medular cervical

La cuantificacion del volumen cerebral y, por tanto, del grado de atrofia cerebral
tiene una estrecha correlacion con el grado de disfuncion clinica. Esta valoracion es
especialmente util en las formas PP, ya que en estos pacientes la carga de lesiones en

T2 es cuantitativamente menor que en otras formas clinicas de la enfermedad.

1.4.3. Estudio del liquido cefalorraquideo

El diagnéstico clinico de la EM se puede confirmar mediante el uso de técnicas
de laboratorio, y en especial mediante el analisis del LCR. De los diversos analisis que
se pueden aplicar al LCR, los mas importantes son los que detectan una respuesta
inmune humoral dentro del SNC. El resultado de estos andlisis puede demostrar si las

anormalidades observadas en el SNC tienen un origen inflamatorio.

Extraccion del LCR y examen de las células

Se extrae una cantidad determinada de LCR por puncion lumbar y se realiza un

examen citologico que se considera una prueba complementaria en el diagndstico de la
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EM. El numero de leucocitos en el LCR normal no debe ser mayor de 4 por pl. EI 50%
de los pacientes con EM tienen un nimero normal de células y solo el 1% presentan
mas de 35 por pl. Un recuento mayor de 35 células por pl descarta el diagndstico de EM

(Andersson et al., 1994).

Evaluacion del dario de barrera

Mediante el analisis del contenido de proteinas del LCR lumbar es posible
comprobar la integridad funcional de la barrera hematoencefalica (BHE), realmente la
barrera sangre-LCR. En personas sanas el paso de proteinas plasmaticas a través de la
BHE depende de sus radios hidrodinamicos, que estdn relacionados con sus pesos
moleculares. En tales poblaciones las concentraciones de proteinas plasmaticas en LCR
dependen de diversos factores tales como la concentracion plasmatica, la integridad de
la BHE, la tasa de flujo del LCR, el tamafio molecular de la proteina y la edad del
paciente.

La albiimina, la mayor proteina del LCR, sdélo se sintetiza por los hepatocitos y
no se cataboliza dentro del SNC. Diversos estudios han demostrado que el suero es la
fuente de albumina del LCR, lo cual confirma que los cocientes de albimina (Qamp =
albumina LCR/albumina suero) pueden evaluar la funcion de la BHE. Otros métodos
alternativos serian la medida de la cantidad de albumina en LCR (cualquier aumento
sobre la media indica una alteracion en la BHE) y la determinacién de proteinas totales,
aunque es menos fiable que la de albumina. El cociente de albumina depende de la
edad. El limite superior es 5,0x10~ para pacientes menores de 15 afios, 6,5x10~ para
pacientes entre 16 y 40 afios, 8x10~ para pacientes entre 40 y 60 afios y 8-9x10~ para
pacientes con mas de 60 afos. La mayoria de los pacientes con EM tienen valores del
cociente de albiimina inferiores al limite superior. Valores superiores son indicativos de

otras enfermedades neurologicas (Andersson et al., 1994).

Cuantificacion de la respuesta inmune humoral en el cerebro

La deteccion de una respuesta inmune humoral en el SNC requiere un analisis
que discrimine entre las fracciones de inmunoglobulinas que procedan de la sangre y del
cerebro. Esta cuantificacion se basa en el calculo de los cocientes LCR/suero. Estos

cocientes también se utilizan para comparar la sintesis intratecal de todas las clases de
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inmunoglobulinas (IgG, IgA, IgM), asi como el seguimiento cuantitativo de la sintesis
intratecal de anticuerpos y el calculo de los valores del indice de anticuerpos
especificos.

La utilizacion del cociente de IgG LCR/suero reduce la variacion debida a las
diferencias en las concentraciones individuales de IgG en el suero. Al referir este
cociente respecto al cociente de albimina es posible reducir mas la variacion en el
cociente de IgG debida a las diferencias individuales en la BHE. Existen varias
aproximaciones por las que ambos cocientes se combinan para obtener una expresion
que discrimine entre la fraccion de IgG sintetizadas localmente en el cerebro y la
fraccion de IgG del LCR que procede de la sangre por filtracion (Andersson et al.,

1994).

Isoelectroenfoque de IgG oligoclonales

La mayoria (95%) de los LCR de pacientes con EM presentan bandas
oligoclonales de IgG. El isoelectroenfoque es el método mas sensible para la deteccion
de la respuesta inmune humoral cuando se utilizan las mismas cantidades de IgG en
muestras paralelas de LCR y suero. Las bandas oligoclonales que se resuelven se
visualizan especialmente por tincion de anticuerpos especifica para IgG. Existen
diversos tipos de patrones de bandas oligoclonales pero solamente representan sintesis
local de IgG dentro del SNC cuando no aparecen en el suero simultaneamente, o si lo
hacen, es en menor cantidad que en el LCR. Sin embargo, la deteccion de bandas
oligoclonales por isoelectroenfoque no es especifica para la EM, so6lo tiene valor
diagnéstico cuando se han descartado otras causas de inflamacion del SNC (Andersson

etal., 1994).

1.5. Histologia del SNC y Anatomia patolégica

1.5.1. Histologia del SNC

Neuronas

Las neuronas son el componente mas importante del SNC. Conectan para formar

una intrincada red que conduce impulsos eléctricos. La sustancia gris esta compuesta
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principalmente por los cuerpos celulares, y la sustancia blanca estd compuesta por las
fibras nerviosas (axones) cubiertos por mielina que aisla los axones nerviosos
permitiendo una conduccién mas rapida de los impulsos eléctricos. La mielina compacta
consiste en una membrana condensada, enrollada alrededor de los axones para formar la
vaina aislante segmentada que es necesaria en la conducciéon axonal saltatoria. Los
canales de sodio voltaje-dependientes estan localizados entre los segmentos de mielina,
en los nodos de Ranvier, a partir de donde se propagan los potenciales de accion y se
extienden pasivamente a lo largo del segmento mielinizado para enviar otro potencial de

accion al nodo siguiente.

Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos son los responsables de la mielinizacion de los axones en
el SNC. Un solo oligodendrocito puede ser el responsable de mielinizar hasta 50
axones. La estirpe oligodendroglial estd compuesta por una serie de fenotipos celulares
que va desde células madre indiferenciadas (stem cells) hasta células maduras
formadoras de mielina. Las células precursoras de oligodendrocitos (OPC), también
conocidas como células progenitoras O-2A, son cé¢lulas bipolares proliferantes que
pueden diferenciarse hacia oligodendrocitos maduros o hacia astrocitos tipo 2 in vitro.
Las OPC se transforman en preoligodendrocitos multipolares inmunorreactivos para el
anticuerpo anti-sulfatidos O4 que dan lugar a oligodendrocitos maduros que expresan
galactocerebrosido C (Gal C). El fenotipo de oligodendrocito maduro se identifica por
la aparicion secuencial de antigenos especificos de mielina, proteina proteolipidica
(PLP) y proteina basica de mielina (MBP). Se considera que las OPC in vivo se originan
y diferencian inicialmente en las zonas subventriculares de los ventriculos laterales del
cerebro que contiene una poblacion heterogénea de progenitores. Después de
multiplicarse, eventualmente emigran a la sustancia blanca y gris subyacente donde se

desarrollan y maduran. (Dawson et al., 2000; Levine et al., 2001).

Astrocitos

Los astrocitos han sido considerados como células de soporte tréfico, estructural
y metabolico de las neuronas y otras células dentro del SNC, pero sin participacion

activa en el procesamiento de informacion. Esta idea, mantenida durante mas de un
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siglo, ha sido desafiada durante la ultima década, cuando el desarrollo de nuevas
herramientas de estudio de la fisiologia y la biologia celular ha proporcionado
evidencias experimentales que sugieren una mayor relevancia funcional de los
astrocitos. Recientemente se ha demostrado que los astrocitos poseen una forma de
excitabilidad basada en variaciones de la concentracion intracelular de calcio y se
comunican entre ellos mediante ondas de calcio intracelulares. Ademas,
neurotransmisores liberados sindpticamente son capaces de movilizar calcio de los
reservorios intracelulares astrocitarios. A su vez, los astrocitos pueden liberar glutamato
de manera calcio dependiente, modulando asi la actividad eléctrica neuronal y la
transmision sinaptica (Araque et al., 2001). Ademas, los astrocitos tienen también la
funcion de reparar el tejido danado en el SNC, cicatrizando las areas lesionadas. Este

proceso de reparacion se conoce con el nombre de astrocitosis, gliosis o esclerosis.

Vasos sanguineos cerebrales y barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefalica controla el paso de células y moléculas al SNC. Los
capilares cerebrales difieren estructural y funcionalmente de los vasos sanguineos de
otros oOrganos, existiendo una compleja relacion entre sus células endoteliales,
membranas basales y células asociadas (por ejemplo macroéfagos perivasculares y
astrocitos). Los endotelios de la barrera hematoencefalica estan firmemente unidos con
una resistencia eléctrica extremadamente alta. Ademads, hay poco o ningin paso de
moléculas a través de las células endoteliales en las vesiculas de transporte. Las células
endoteliales estan casi completamente rodeadas por las prolongaciones de los astrocitos
y por microglia, y los macrofagos perivasculares, con caracteristicas fagociticas, actiian

como una linea defensiva adicional.

1.5.2. Anatomia patologica

La EM produce lesiones que son visibles a simple vista en una observacion post-
mortem. Una caracteristica general es la atrofia en el cerebro y médula espinal, con
ensanchamiento de los surcos cerebrales y dilatacion de los ventriculos. El examen
histologico revela la existencia de lesiones redondas, ovales o irregulares, ligeramente
deprimidas y bien delimitadas en la sustancia blanca del SNC. Estas lesiones,

denominadas placas varian en tamafio y duracion, incluso dentro de un mismo paciente.
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Las lesiones antiguas son de color gris, translucidas y endurecidas (esclerosadas). Las
nuevas son esponjosas y rosadas. A lo largo de la vida del paciente y durante muchos
aflos, aparecen nuevas lesiones en diferentes partes del SNC. Estas placas aumentan en
tamafio bien por coalescencia de lesiones adyacentes o por extension en forma de dedo a
partir del borde de la placa (Dawson’s fingers). El patron de distribucion de las placas
varia considerablemente de un paciente a otro. Toda la sustancia blanca es susceptible,
pero la gris puede también estar involucrada, lo cual esta generalmente infravalorado.
Las lesiones tienen predileccion por los nervios Opticos, sustancia blanca
periventricular, tronco cerebral, cerebelo y sustancia blanca de la médula espinal. Las
placas son comunes cerca del sistema ventricular, especialmente en los angulos de los
ventriculos laterales. Ademas, tienden a estar rodeando uno o varios vasos de mediano
tamano (Lassmann, 1995).

Las placas son heterogéneas y se pueden clasificar, segin diversos criterios.
Estudios recientes realizados en un gran numero de muestras de biopsias y autopsias de
pacientes con EM sugieren que en los distintos pacientes pueden existir mecanismos
diferentes de destruccion de la mielina. Se han encontrado cuatro patrones de lesiones.
Mientras que en las lesiones de los patrones I y II el objetivo principal del proceso
destructivo es la mielina, en los patrones III y IV parecen ser los oligodendrocitos los
que sufren una degeneracion. Sélo los tipos I y II se han podido reproducir en modelos
animales, en los que las toxinas liberadas por los macrofagos tales como el TNF-a o
especies reactivas de oxigeno (patrén I) o anticuerpos y complemento (patréon II)
median la desmielinizacion. Las lesiones del patron III se caracterizan por tener bordes
bien definidos, y los vasos inflamados pueden estar rodeados por un reborde de mielina
con una pérdida inicial de glucoproteina asociada a la mielina (MAG) dentro de las
lesiones y con apoptosis de oligodendrocitos. En el patron IV, los oligodendrocitos
degeneran en la sustancia blanca que rodea a la placa por mecanismos no apoptoéticos
(Kornek y Lassmann, 2003).

A su vez, las placas pueden estar inflamadas y desmielinizadas (activas) o
latentes (inactivas) y parece haber importantes diferencias patoldgicas entre las placas

nuevas y cronicas (Lassmann, 1995; Kornek et al., 2001).
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Placas activas o agudas

La identificacion de los productos de degradacion de la mielina en los
macrofagos es el método mas fiable de identificacion de lesiones activas. Las células
inflamatorias presentan una localizacion perivascular tipica, pero pueden infiltrarse
difusamente en el parénquima. La BHE es mdas permeable en las placas activas que en
las inactivas lo que permite a los macrofagos y a los linfocitos T entrar en el cerebro y
causar inflamacion (los macrofagos superan mucho en niimero a los linfocitos T). Los
macrofagos pueden ser las células clave en la patogénesis de las lesiones activas,
promoviendo la desmielinizacién al secretar citoquinas y presentar antigenos a los
linfocitos T (Fabry et al., 1994).

En estas placas, las vainas de mielina y algunas células son constantemente
atacadas y su destruccion produce abundantes productos de degradacion de la mielina y
restos lipidicos. El grado de destruccion de los oligodendrocitos (al contrario que la
degradacion de la mielina) es variable. Ademas, en los bordes de las placas activas hay
gran cantidad de macrofagos, y los astrocitos se extienden varios centimetros dentro del
tejido que rodea a la placa. Ambos tipos de células pueden estar involucrados en la
ampliacion de la placa. Estas lesiones captan gadolinio en las IRM en las secuencias
ponderadas en T1, lo cual permite saber cuando se estan iniciando nuevas lesiones en el
SNC. Si estas placas permanecen activas varios meses, pueden aumentar. Las lesiones
activas durante mucho tiempo suelen aparecer hipocelulares y esclerosadas en el centro,

desarrollando algunas de las caracteristicas de las placas inactivas antiguas.

Placas inactivas

Son areas que han sido afectadas por la enfermedad en el pasado, y aunque ya no
son activas, muestran un dafio residual. Estdn desmielinizadas (pero no contienen
productos de degradacion de la mielina), muestran pérdida de oligodendrocitos, son
hipocelulares y esclerosadas. A lo largo de estas placas se observan axones desnudos
que contactan con astrocitos de forma aberrante (debido a la pérdida de mielina). Las
vénulas en las placas inactivas presentan paredes adelgazadas y los infiltrados
inflamatorios perivenosos persisten. En las regiones periventriculares son especialmente

comunes las placas inactivas alargadas.
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Placas nuevas

En las placas activas de EM en el inicio de la enfermedad, la rotura de la BHE
estd acompanada de una acumulacion de linfocitos y macrofagos alrededor de los vasos
sanguineos (hay menos cé¢lulas plasmaticas en las placas de EM inicial que en las de
EM cronica). Las vainas de mielina se desintegran y los macréfagos infiltrados
fagocitan la mielina. Los axones pueden permanecer intactos o estar fragmentados, y los
astrocitos presentes cicatrizan el tejido alrededor de los axones desmielinizados. La
destruccion de la mielina ocurre antes de que haya un dafio evidente de los
oligodendrocitos en estas etapas tempranas. Las placas contienen un nimero de
oligodendrocitos casi normal, aunque algunos de ellos pueden ser nuevos diferenciados
a partir de células progenitoras para reparar a los que se han destruido. La abundancia
de zonas parcialmente remielinizadas denominadas “shadow plaques”, producidas por
la actividad de los oligodendrocitos demuestra la normalidad relativa de esta poblacion

celular en los inicios de la enfermedad.

Placas cronicas

En contraposicion a la EM inicial, las placas de EM cronica muestran una
amplia pérdida de oligodendrocitos. También la remielinizacion es escasa y restringida
a los bordes de las placas. Ademas, en algunos casos, la destruccion de oligodendrocitos
parece ocurrir antes de la destruccion de la mielina. La activacion de los astrocitos
puede ser una caracteristica muy temprana de la formacion de la placa en la EM cronica,
ocurriendo simultaneamente a la desmielinizacion activa, incluso en la sustancia blanca
que la rodea. Otras caracteristicas incluyen atrofia del cerebro y médula,
desmielinizacion extensiva, pérdida de axones y esclerosis. Las placas en la EM cronica
son causadas probablemente por inflamacion, aunque los sintomas de esta sean menos
obvios que en la EM inicial. Tipicamente, la BHE esta menos dafada, y la intensidad de
la reaccion inflamatoria perivenosa es menos pronunciada. Sin embargo, las células
inflamatorias también aparecen en las placas desmielinizadas activas de la EM crénica e
incluso en la sustancia blanca normal. También estan presentes mas células plasmaticas
productoras de inmunoglobulinas que en los inicios de la enfermedad. En las placas
inactivas de EM croénica, los signos de degeneracion celular estan restringidos a los

bordes de la placa.
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La frecuencia de placas activas en los pacientes con EM cronica es
extremadamente baja cuando se utilizan criterios estrictos para definir la actividad de las
lesiones. Aunque la remielinizaciéon es minima en las lesiones asociadas con la EM
cronica, las placas en la EM aguda y temprana pueden presentar una remielinizacion
abundante y las lesiones en la EM cronica contienen un gran nimero de OPC. Asi, la
mielina del SNC se podria reparar y los mecanismos que promuevan la remielinizacion

enddgena podrian ser una posible estrategia terapéutica.

BHE y vasos sanguineos cerebrales

Los episodios recurrentes de rotura de la BHE juegan un papel principal en la
EM, y explicarian por qué las placas son generalmente perivenosas. El dafio de la BHE
se puede ver in vivo en las lesiones nuevas en IRM con contraste de gadolinio ya que
este compuesto solo atraviesa la BHE cuando esta dafiada. Los linfocitos y los

macrofagos entran al SNC por estos mismos puntos dafiados.

1.6. Modelos experimentales

No existen modelos animales unicos que mimeticen todas las caracteristicas de
la EM, por lo que se utilizan modelos que reflejan facetas especificas de la enfermedad
(Gold et al., 2000). A mediados del siglo XIX, se observo la aparicion de sintomas de
neurodegeneracion en algunas personas inmunizadas con la vacuna de la rabia
desarrollada por Pasteur, compuesta por cerebro homogeneizado de animales
infectados. Estudios posteriores pusieron de manifiesto que la administraciéon de tejido
nervioso sélo o con virus causaba también paralisis en animales, lo cual demostraba que
el propio tejido nervioso era capaz de inducir una enfermedad autoinmune en el sistema
nervioso, que actualmente conocemos como encefalomielitis alérgica (o autoinmune)
experimental (EAE). Este modelo se ha utilizado ampliamente para producir una
respuesta inflamatoria cronica del SNC asociada con desmielinizacion y pérdida axonal.
La EAE puede inducirse por la inmunizacion con mielina o con proteinas de mielina o
por la transferencia de células T CD4+ especificas para proteinas de la mielina en varias

especies animales, como ratas, ratones, conejos y primates.
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Otra forma de inducir una enfermedad inflamatoria desmielinizante es mediante
la inoculacién de virus capaces de persistir en el SNC. El modelo mejor estudiado es el
que utiliza el virus murino de la encefalomielitis de Theiler que desencadena una
respuesta patogénica que en ciertos aspectos es analoga a la EM PP ya que mantiene

homologias patoldgicas, clinicas e histoldgicas (Arévalo-Martin et al., 2003).

1.7. Etiologia: susceptibilidad ambiental y genética

La EM se describio6 hace mas de 150 afios, pero su causa sigue siendo
desconocida. A pesar de haberse planteado numerosas hipotesis sobre diferentes
factores etiopatogénicos, no se ha podido identificar ninguno que explique
adecuadamente la naturaleza del proceso ni su causa. Aunque es muy poco lo que se
conoce acerca de los factores que contribuyen a su curso impredecible, los estudios

epidemiologicos han demostrado la participacion de factores ambientales y genéticos.

1.7.1. Factores ambientales

La ocurrencia de cambios rapidos en la incidencia de la EM es un argumento a
favor de la influencia ambiental, como lo es la evidencia de casos aislados geografica y
cronoldgicamente en las epidemias, especialmente en las que tuvieron lugar en las Islas
Feroe (Kurtzke y Hyllested, 1987). El aparente cambio en la frecuencia de la EM entre
la gente que migra a y desde zonas de alta prevalencia es otro factor que apoya la
existencia de un factor ambiental. Sin embargo cada una de estas relaciones esta influida
por variables que sugieren que existen otros factores que modulan el riesgo de aparicion
de la enfermedad.

La naturaleza de posibles factores ambientales no esta clara en numerosos
estudios caso-control. Asi, los estudios que demuestran que la incidencia de la EM entre
nifios adoptados de pacientes con EM no es mayor de lo esperado parecen argumentar
contra la posibilidad de que un factor transmisible es el responsable primario del
aumento de riesgo de la enfermedad entre parientes y sugiere que los responsables
pueden ser factores genéticos (Noseworthy et al., 2000).

El herpesvirus humano tipo 6 puede causar una situacion que mimetiza a la EM
y aparece en los oligodendrocitos de los tejidos de algunos pacientes y no en tejidos

control. Sin embargo no se ha confirmado la causa de esta relacion. En otro estudio, se
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aislo Chlamydia pneumoniae en el 64% de los pacientes con EM respecto al 11% en los
pacientes control con otras enfermedades neuroldgicas y se detectd en el LCR por el
ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en el 97% de los pacientes de EM
con respecto al 18% en los pacientes control. Estos resultados tienen ain que

confirmarse por otros laboratorios (Sriram et al., 1999).

1.7.2. Factores genéticos

Sin lugar a dudas los factores genéticos tienen una importancia fundamental en
la susceptibilidad a la EM. La mayoria de los casos son esporadicos, a pesar del claro
riesgo entre parientes de pacientes y, por ejemplo, la tasa de concordancia entre gemelos
monozigoticos (31%) es aproximadamente seis veces mayor que la tasa entre gemelos
dizigoticos (5%). El riesgo absoluto de la enfermedad entre parientes de primer grado de
un paciente con EM es menor del 5%, sin embargo el riesgo en estos parientes es 20 a
30 veces mayor al de la poblacion general. El modo de transmision de la susceptibilidad
genética de la EM es complejo. Los estudios genéticos de ligamiento y asociacion han
identificado como determinante genético para la EM al complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH), localizado en el brazo corto del cromosoma 6. La region
clase II de este sistema se asocia con la EM, en particular el alelo DR2 y su
correspondiente haplotipo (DRB1*1501, DQA1*0102, DQB1*0602).

Ademas, se han realizado otros estudios con genes candidatos en los que se ha
estudiado el genoma completo (Whitney ef al., 1999; Lock et al., 2002; GAMES, 2003;
Goertsches et al., 2003; Mycko et al., 2003) y se han identificado numerosas regiones
de interés aunque ninguna se ha podido asociar especificamente con la enfermedad.
Considerando el gran nimero de pacientes que se han evaluado en esos estudios, se
podria considerar que no hay un gen que influya directamente.

La gravedad y curso de la EM también pueden estar influidos por factores
genéticos. La evidencia epidemioldgica que justifica esta premisa procede de estudios
que examinan la tasa de concordancia entre variaciones en el curso de la enfermedad,
entre las que se incluyen la edad de instauracion, la proporcidon de pacientes en los que
progresa la enfermedad, y la evolucion de la discapacidad a lo largo del tiempo. Los
polimorfismos HLA-DR y DQ no se asocian con el curso y gravedad de la EM, a pesar
de su importante contribucion a la susceptibilidad de la enfermedad. Recientemente, se

han asociado con el curso de la enfermedad variantes en el receptor de la interleuquina-
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1-B, genes antagonistas del receptor de la interleuquina-1, genes del receptor de
inmunoglobulinas F. y gen de la apolipoproteina E, pero estos hallazgos estan a la

espera de confirmacion (Noseworthy et al., 2000).

1.8. Fisiopatologia

Se considera que los sintomas iniciales de la EM son el resultado de la
desmielinizacion axonal, que produce una ralentizacién o bloqueo de la conduccion
nerviosa. El cerebro casi siempre estd involucrado como se comprueba en las IRM, pero
la mayoria de las lesiones de la sustancia blanca no se pueden asociar a sintomas
clinicos especificos. Las lesiones del tronco cerebral y del cerebelo presentan
correlaciones clinicopatoldgicas precisas. Es frecuente la participacion de la via visual
anterior, y también la médula espinal suele estar afectada produciendo alteraciones
motoras, sensoriales y en las funciones autonomas (Compston y Coles, 2002).

Las consecuencias de la desmielinizacidon en la conduccion saltatoria explican
muchas de las caracteristicas clinicas de la EM. Los axones parcialmente
desmielinizados conducen los impulsos a menos velocidad, lo que explica los retrasos
de conduccion caracteristicos en los potenciales evocados. Los axones desmielinizados
pueden descargar espontdneamente y aumentar su sensibilidad, causando destellos de
luz al mover el ojo (fosfenos) y una sensacion eléctrica que baja por la médula espinal al
flexionar el cuello (signo de Lhermitte). En los axones parcialmente desmielinizados la
conduccion esta comprometida y no pueden soportar la caida de capacitancia de la
membrana inducida por un aumento de temperatura. Esto produce un fallo en la
conduccion que causa los sintomas y signos caracteristicos del fenomeno de Uhthoff.
Entre axones vecinos desmielinizados se origina una transmision con interferencias, que
produce sintomas paroxisticos (neuralgia de trigémino, ataxia, y disartria, o dolor
postural tetdnico) que dura uno o dos minutos y que a menudo se desencadena por
contacto o0 movimiento.

La desconexion corticosubcortical o corticocortical resultantes de la
desmielinizacion periventricular y del cuerpo calloso es la explicacion que se da
actualmente al déficit cognitivo de la EM, dado que las funciones superiores, como el
razonamiento abstracto y la memoria, requieren un proceso de integracion que puede
interrumpirse en varias regiones del cerebro. El grado de deterioro intelectual varia

ampliamente entre los pacientes, y no es infrecuente que sea un sintoma infravalorado.
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Los individuos con EM sufren una caracteristica fatiga por tareas intelectuales o
fisicas y tardan en recuperarse mas tiempo de lo normal. Aunque muy desconocida, y
probablemente multifactorial, la fatiga en la EM puede producir una gran discapacidad,
incluso por si sola. Otros sintomas se deben al edema, a los mediadores inflamatorios
toxicos y a la pérdida de axones. Los que se deben a edema y mediadores toxicos se
suelen resolver rapidamente al comenzar la terapia con corticosteroides. Los que se
deben a la destruccion axonal tienden a ser permanentes.

La regresion de los sintomas se ha atribuido a la resolucion del edema
inflamatorio y a la remielinizacion parcial. Sin embargo, las citoquinas inflamatorias
pueden inhibir la funcién axonal, y la recuperacion de la funcion puede ser el resultado
de la redistribucion de los canales de sodio en los segmentos de axones desmielinizados.
El dafio axonal irreversible, la astrogliosis y el agotamiento de los precursores de
oligodendrocitos pueden ser debidos a repetidos episodios de actividad de la
enfermedad y conducir a la pérdida progresiva de funcién neurolédgica. El dafo axonal
puede ocurrir no s6lo en las ultimas fases de la EM sino también después de los
episodios tempranos de desmielinizacion inflamatoria. No se conoce aun la patogénesis
de este dafio axonal temprano.

La conduccion de las fibras nerviosas a veces se restablece antes del inicio de la
remielinizacion. Esto es mas facil en las fibras de didmetro pequefio (por ejemplo en los
nervios Opticos), que en las de gran didmetro (en la médula espinal). La remielinizacién
es mas facil en los inicios de la EM. Sin embargo, no siempre se recupera la funcion,
porque la nueva mielina puede ser fisiologicamente anomala. Sin embargo, la
remielinizacion es probablemente una de las causas de remision definitiva de los
sintomas y la progresion de la enfermedad puede estar causada por un fallo en la

remielinizacion.

1.9. Tratamientos

Dada la considerable heterogeneidad clinica, genética y patologica de la EM,
quizas mas de un mecanismo patogénico contribuya al dafo tisular. Esta posibilidad
tiene implicaciones terapéuticas ya que pueden ser necesarias diversas estrategias para
tratar la enfermedad con eficacia. El objetivo del tratamiento es reducir la frecuencia y
limitar las secuelas de los brotes, mejorar los sintomas, prevenir la discapacidad causada

por la progresion de la enfermedad y promover la reparacion de los tejidos.
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EM remitente-recurrente

Durante décadas se han utilizado tratamientos breves con corticosteroides para
favorecer la recuperacion del brote mas rapidamente. Sin embargo, esta mejoria del
brote disminuye con el tiempo. En los ultimos afios varios agentes han demostrado
disminuir la frecuencia de brotes y los marcadores de actividad de la enfermedad a corto
plazo, evaluados segun las manifestaciones clinicas y por IRM, aunque el beneficio a
largo plazo de estos tratamientos necesitara aun un estudio mas prolongado. El primer
tratamiento util en la prevencion de nuevos brotes fue el interferon B1b. En 1993 se
demostré que reducia la aparicion de nuevos brotes en un 30%. En 1995, el copolimero-
1 o acetato de glatiramero fue también capaz de demostrar eficacia en la reduccion del
numero de brotes. El interferén Bla, en 1996, fue el primer tratamiento que ademas de
reducir el namero de brotes y su intensidad, disminuia la progresion de la discapacidad.
Tras el uso prolongado de interferon pueden aparecer anticuerpos neutralizantes que
reducen su eficacia terapéutica. En ese caso se utilizan firmacos alternativos como

azatioprina o mitoxantrona.

EM primaria progresiva

Los ensayos clinicos con interferon 3 han demostrado que no se aprecia mejoria
clinica y no hay datos que justifiquen la utilizaciéon de inmunomoduladores en esta
forma de EM. Una vez el paciente entra en la fase progresiva de la enfermedad, ninguno
de los farmacos ensayados -ciclofosfamida, ciclosporina, metotrexato, cladribina,
mitoxantrona- ni la irradiacion linfoide total han mostrado ser efectivos en modificar el
curso progresivo de la enfermedad. El transplante autdlogo de progenitores
hematopoyéticos obtenidos de sangre periférica es una opcidén terapéutica emergente
que se basa en la erradicacion de las células T autorreactivas y la reconstruccion, a partir
de los progenitores, de un nuevo sistema inmune que tolere los antigenos responsables

de desencadenar y perpetuar la respuesta inmune.
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EM secundaria progresiva

No estan claras las indicaciones de tratamiento para esta forma de la
enfermedad. Se postula que probablemente la utilidad de interferén B podria limitarse
solo a los pacientes con actividad inflamatoria. En Europa y Canadé se ha aprobado el
tratamiento de las formas secundarias progresivas que contintian teniendo brotes con
interferon B1-a y con interferon 31-b.

También se ha utilizado mitoxantrona en formas de EM SP con brotes que no
hayan respondido al tratamiento inmunomodulador convencional y que presenten claras

muestras de inflamacion activa.

2. INFLAMACION Y DESMIELINIZACION

2.1. Inmunopatogenia e inflamacion

La EM es una enfermedad inflamatoria y desmielinizante, en la que el dafio y la
pérdida axonal son importantes para el desarrollo de la discapacidad irreversible. La
mayoria de los investigadores creen que el dafio de los tejidos en la EM tiene una causa
inmunoldgica en personas genéticamente susceptibles (Noseworthy, 1999). Sin
embargo la secuencia de eventos que inicia la enfermedad dista mucho de conocerse.

Los modelos experimentales de desmielinizacion inflamatoria in vitro e in vivo
sugieren que diversos procesos de la enfermedad, que incluyen autoinmunidad e
infeccion viral, pueden inducir la formaciéon de placas desmielinizadas inflamatorias
analogas a las de la EM. Se piensa que células T CD4+ activadas especificas para uno o
mas autoantigenos se adhieren a la superficie de las células endoteliales en las vénulas
del SNC y migran dentro del SNC en el momento en que se rompe la BHE (Figura 1).

Este proceso conlleva a una amplificacion de la respuesta inmune después del
reconocimiento de antigenos diana sobre células presentadoras de antigeno. Se ha
propuesto la existencia de células T que son reactivas a varios posibles “autoantigenos
de esclerosis multiple”, algunos de ellos relacionados con la mielina como MBP, MAG,
glucoproteina de la mielina de oligodendrocitos (MOG), PLP, aB-cristalina,
fosfodiesterasas, y proteina S-100 y otras proteinas no mielinicas como las proteinas de

choque térmico (Steinman, 2000). La implicacion adicional de algunos factores como
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Figura 1. Mecanismos posibles de lesidon y reparacion en la EM. Factores ambientales
y genéticos tales como infecciones virales, lipopolisacaridos bacterianos, superantigenos, metabolitos
reactivos y estrés metabolico pueden facilitar la movilizacién de células T autorreactivas y de anticuerpos
desmielinizantes desde la circulacidn sistémica al interior del SNC gracias a la rotura de la BHE. En el
SNC, otros factores locales como infecciones virales o estrés metabdlico pueden activar la expresion de
moléculas de adhesion endotelial, como la molécula de adhesién intracelular 1 (ICAM-1), la molécula de
adhesion célular-vascular 1 (VCAM-1) y la E-selectina, que hacen posible la entrada de células T al SNC.
Las proteasas, como las metaloproteasas de la matriz, pueden incrementar la migracion de células
inmunes autorreactivas mediante la degradacion de macromoléculas de la matriz extracelular. Las
citoquinas proinflamatorias liberadas por las células T activadas, tales como el interferon-y y el TNF-$
pueden activar la expresion de moléculas en los linfocitos y células presentadoras de antigeno. La unién
de posibles antigenos de EM, como MBP, MAG, MOG, PLP, aB-cristalina, fosfodiesterasas y proteina S-
100, por medio del complejo trimolecular — junto con el receptor de la célula T y las moléculas del CMH 1l
sobre las células presentadoras de antigeno - pueden desencadenar un aumento en la respuesta inmune
contra el antigeno unido, o por el contrario, pueden desencadenar anergia (disminucién de la respuesta
inmune), dependiendo del tipo de sefial que resulte de las interacciones con las moléculas
coestimuladoras de la superficie (por ejemplo CD28 y CTLA-4) y sus ligandos (por ejemplo B7-1 y B7-2).
La anergia puede ser el resultado de la liberacion de citoquinas antiinflamatorias (interleuquina-4 e
interleuquina-10). Las células Th2 pueden enviar sefiales antiinflamatorias a las células presentadoras de
antigeno activadas y estimular a las células B productoras de anticuerpos que pueden ser patoldgicos o
por el contrario reparadores. Por otra parte, si los antigenos producen un aumento de la respuesta
inmune, las citoquinas proinflamatorias (por ejemplo interleuquina-12 o interferén-y) pueden desencadenar
una cascada de eventos que conduce a la proliferacion de células Th1 proinflamatorias y por dltimo a la
lesion de la mielina de los oligodendrocitos. Se han postulado multiples mecanismos de dafio a la mielina
mediados por la respuesta inmune: dafo a los oligodendrocitos y a la mielina mediado por citoquinas,
digestion de antigenos de mielina por macréfagos que implica la unién de anticuerpos a la mielina y a los
oligodendrocitos (por ejemplo citotoxicidad dependiente de anticuerpos), dafio mediado por complemento
y dafio directo a los oligodendrocitos por células T CD4+ y CD8+. La consecuencia de todos estos
procesos es que los axones desmielinizados no son capaces de transmitir los potenciales de accion con
eficacia dentro del SNC por pérdida de la conduccién saltatoria. Se produce una ralentizacion o bloqueo
de los potenciales de accién que da lugar a los sintomas neurolégicos. Los segmentos axonales
expuestos pueden ser susceptibles a un dafo adicional procedente de mediadores solubles (citoquinas,
quimioquinas, complemento y proteasas) que producen un dafio axonal irreversible (como la rotura axonal
y la formacién de bulbos axonales terminales). Hay varios mecanismos posibles de reparacion de la vaina
de mielina, como la resolucion de la respuesta inflamatoria seguida por remielinizacidon espontanea,
diseminacion de los canales de sodio a partir de los nédulos de Ranvier para cubrir los segmentos
axonales desnudos y restaurar la conduccion, remielinizacion mediada por anticuerpos, y remielinizacion
procedente de la proliferacién, migracion y diferenciacion de OPC. (Modificado de Noseworthy et al.,
2000).
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autoanticuerpos o citoquinas puede ser también necesaria para producir la placa
desmielinizada (Noseworthy, 1999; Lucchinetti et al., 2000) (Figura 1).

Los anticuerpos que se dirigen contra los antigenos localizados en la superficie de la
mielina o del oligodendrocito pueden causar desmielinizacion directa, posiblemente a
través de la activacion de complemento, que conduce a una citolisis mediada por
complemento. Estos anticuerpos pueden tener acceso al SNC mediante la rotura de la
BHE como consecuencia de la respuesta inflamatoria iniciada por las células T. La
existencia de desmielinizacién debida a anticuerpos se justifica en parte por la
observacion de que la desmielinizacion aumenta por la administracion de anticuerpos
especificos de la MOG (glucoproteina de la mielina de oligodendrocitos) cuando se
induce en ratas la encefalomielitis alérgica experimental. En los cerebros de pacientes
con EM se pueden encontrar anticuerpos contra MOG y MBP. En las lesiones de EM en
las que la mielina se estd degradando, pueden estar presentes depositos de
inmunoglobulinas y de complemento activado (Storch ef al., 1998). Todas estas
observaciones en conjunto sugieren que los procesos inmunitarios tienen una gran
importancia en la patogenia de la EM. Existen otros factores que también pueden
contribuir a la degradacion de la mielina y el dafio en los oligodendrocitos. Los
macrofagos activados y las células microgliales pueden contribuir a esta actividad
produciendo citoquinas proinflamatorias (como TNF-a e interferon-y) (Figura 1)
generando especies reactivas de oxigeno o nitrégeno, produciendo aminoacidos
excitatorios, activando componentes del complemento, o liberando enzimas
proteoliticas o lipoliticas. Otros factores potencialmente toxicos para las células
oligodendrogliales incluyen productos solubles de las células T (tales como perforina),
la interaccion del antigeno Fas con Fas ligando, la citotoxicidad mediada por la
interaccion de las células CD8+ con los antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad clase I (CMH) sobre las células presentadoras de antigeno, y las

infecciones virales persistentes (Noseworthy et al., 2000).
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2.2. Desmielinizacion

Se ha demostrado que los sintomas iniciales de la EM se deben a la
desmielinizacion de los axones neuronales causada por la inflamacion del SNC y que la
pérdida de aislamiento de la fibra nerviosa produce la disminucion de la velocidad de
conduccion con deficiencia en la funciébn neuronal. La desmielinizacion focal
contribuye a una pérdida de funcion consecuente con el dano del SNC que puede
conducir a una disfuncién neuroldgica grave (Genain et al., 1999; Noseworthy, 1999,
2000).

En la EM pueden estar involucrados varios mecanismos patogénicos. Hay un
importante grado de variabilidad entre pacientes tanto en las caracteristicas estructurales
como inmunologicas de las lesiones. La supervivencia de los oligodendrocitos varia de
paciente a paciente pero es uniforme dentro de un paciente determinado, lo que sugiere
que el foco de la lesion (mielina, oligodendrocito maduro, célula progenitora) varia de
un paciente a otro. Aunque la mayoria de las lesiones se caracterizan por una reaccion
inflamatoria, compuesta principalmente por linfocitos T y macrdéfagos (Figura 1), se han
descrito diversos tipos de destruccion de la mielina.

En algunas lesiones, la presencia de inmunoglobulinas y de componentes del
complejo terminal del complemento activado sugiere que los anticuerpos
desmielinizantes tienen un papel patogénico. Diversos anticuerpos presentes en el LCR
de los pacientes, con afinidad hacia las proteinas MBP, PLP, MOG (Genain et al., 1999;
Sun et al., 1991; Sun et al., 1991; Warren y Catz, 1994), ganglidsidos (Sadatipour et al.,
1998) y antigenos indefinidos (Archelos et al., 1998) pueden participar en la
destruccion de la mielina y de los oligodendrocitos asociados. Estos autoantigenos
podrian ser las dianas del ataque inmune que conduce al dafio del SNC (Genain et al.,
1999) (Figura 1). En otros tipos de lesion, se ha observado una distrofia en los
oligodendrocitos que se manifiesta por la pérdida selectiva de MAG y apoptosis de los
oligodendrocitos. Finalmente, en otros casos, se ha encontrado un pequeio grupo de
oligodendrocitos necroéticos en la sustancia blanca de apariencia normal adyacente al
borde de la placa activa. Los patrones de desmielinizacion son heterogéneos entre
pacientes, pero homogéneos dentro de las placas activas de un mismo paciente. Asi
pues, la EM podria ser una serie de sindromes con diferentes causas y mecanismos
patogénicos (por ejemplo, dafno mediado por células inmunes, dafio mediado por

anticuerpos y complemento o distrofia oligodendroglial primaria). Si esto se confirmara,
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se podrian identificar marcadores de los procesos patoldgicos que se podrian utilizar en

tratamientos personalizados (Noseworthy et al., 2000)

2.3. Remielinizacion

En los inicios de la EM, es posible la reparacion de las placas desmielinizadas,
pero cuando la enfermedad se hace cronica esta capacidad se pierde y falla la
remielinizacion (Archer et al., 1997; Wolswijk, 1998; Blakemore y Keirstead, 1999).
Esta falta de remielinizacion seria una de las causas de la pérdida progresiva de la
funcion neurologica. No existen medios efectivos para promover la remielinizacion del
SNC cuando ya ha sido afectado por la EM (Archer et al.,, 1997; Blakemore y
Keirstead, 1999; Noseworthy, 1999). No se conoce aun el motivo, pero se ha observado
que los oligodendrocitos supervivientes en un area de desmielinizacién no contribuyen a
la remielinizacion. La remielinizacion se lleva a cabo por las células OPC (Raff ef al.,
1983b; Blakemore y Keirstead, 1999). Recientes investigaciones sugieren que estas
células son extremadamente eficientes en la reparacion de la mielina, tanto
espontdneamente como después de un transplante dentro del SNC (Scolding et al.,
1999). Las OPC tienen una morfologia bipolar tipica, presentan inmunorreactividad
A2BS5 positiva (A2B5+) (Raff et al., 1983b; Temple y Raff, 1985) (Figura 2) y la
mayoria de ellas se diferencian en oligodendrocitos postmitdticos (Temple y Raff,
1986). Estas células se han identificado en el cerebro de roedores adultos (Ffrench-
Constant y Raff, 1986; Reynolds y Hardy, 1997; Shi et al., 1998). Aunque la
demostracion de su presencia en el SNC humano ha sido mas problematica, las OPC
también se han descrito en el cerebro fetal humano y en el SNC humano adulto. De
hecho, estas células son A2B5+, inmunofenotipicamente similares a sus homodlogas de
los cultivos celulares de roedor y del sistema nervioso central de roedor adulto
(Armstrong et al., 1992; Rivkin et al., 1995; Scolding et al., 1995; Roy et al., 1999;
Scolding et al., 1999). Es necesario entender por qué la remielinizacion falla para

desarrollar estrategias para promoverla en la EM.
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Figura 2. Estirpe oligodendroglial. La figura ilustra las caracteristicas de la estirpe
oligodendroglial que conducen a su diferenciacion secuencial, desde células progenitoras y
precursoras de oligodendrocitos (OPC) hasta oligodendrocitos maduros. Los distintos fenotipos
se diferencian por su morfologia y por sus marcadores especificos: A2B5
(tetrasialogangliésidos caracteristicos de OPC), NG2 (proteina marcadora de precursores de
oligodendrocitos), O4 (sulfatidos marcadores de preoligodendrocitos), O1 (galactocerebrosidos
marcadores de oligodendrocitos inmaduros), Gal C (galactocerebrésido C marcador de
oligodendrocitos maduros), PLP (proteina proteolipidica) y MBP (proteina basica de mielina).

3. NEURODEGENERACION

3.1. Daiio axonal

Clasicamente, se ha considerado que el axén se afectaba en las etapas tardias de
la enfermedad o en formas muy agudas donde habia una grave lesion de todo el tejido
nervioso. Sin embargo, recientemente varios estudios han confirmado la presencia de
lesion axonal en la EM y han demostrado que la discapacidad causada se correlaciona
mejor con la pérdida axonal que con la desmielinizacion (De Stefano et al., 2001).
También se ha llamado la atencion sobre el dafio axonal en el paradigma de enfermedad
desmielinizante del sistema nervioso periférico, el sindrome de Guillain-Barré (Sobue et
al., 1997).

Aunque ya se habia descrito en los estudios patoldgicos iniciales de la EM
(Charcot, 1868), la importancia de la pérdida axonal ha cobrado mayor importancia
recientemente gracias a los estudios realizados por ERM de proton que permite el

estudio in vivo de la estructura quimica tisular. El N-acetil aspartato, es un marcador
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neuronal cuya pérdida refleja la existencia de lesion axonal (Arnold et al., 1990) y
puede disminuir en areas de desmielinizacion reciente o cronica en la EM (Narayana et
al., 1997 y 1998). Esta disminucion se incrementa con la progresion de la enfermedad
(Arnold et al., 1994) y esta relacionada con el déficit funcional en la EM (Davie ef al.,
1995; Pelletier et al., 2001). La importancia de la pérdida axonal en el origen de los
sintomas se ha demostrado por los estudios realizados con IRM (Filippi et al., 1995) y
con técnicas de inmunocitoquimica detectando la proteina precursora B-amiloide (-
APP) en muestras de autopsias (Gilbert y Sadler, 1983; Medana y Esiri, 2003), los
cuales han demostrado que puede existir una desmielinizacion grave en pacientes con
EM que son normales neurologicamente. Ademds, en un modelo de EAE, se ha
observado que una gran desmielinizacion puede ser asintomatica a menos que esté
asociada con una lesion axonal (Rivera-Quifiones et al., 1998). Asi pues, la pérdida
axonal puede jugar un papel més importante en la EM al determinar la incapacidad
funcional del que se le habia atribuido anteriormente (McDonald, 1994). Ferguson
(1997) ha confirmado recientemente por medio de estudios patologicos la existencia de
dafo axonal en la EM en lesiones recientes, cronicas activas y cronicas no activas. Estas
investigaciones han demostrado que el niimero de axones dafiados estd estrechamente
asociado al nimero de macrofagos del entorno, sin relacion con la actividad de la lesion
y que el numero de axones dafiados esté relacionado con el grado de inflamacion dentro
de la lesion (Trapp et al., 1998; Bitsch et al., 2000). Ademas, las placas nuevas y los
bordes desmielinizados de las placas activas crdénicas presentan numerosos axones
danados que son B-APP inmunorreactivos, mientras que las placas cronicas no activas
contienen pocos o ninguno (Ferguson et al., 1997; Kuhlmann et al., 2002).

Las IRM han correlacionado la atrofia de la médula espinal, que se considera un
reflejo de pérdida axonal (McGavern et al., 2000), con la incapacidad de los pacientes
(Stevenson et al., 1998). Los estudios de lesiones de EM realizados con IRM en T1 han
demostrado que existe una relacion entre el dafio neuronal, la concentracion de NAA, la
hipointensidad de las lesiones en T1 y la incapacidad neuroldgica (Briick et al., 1997;
Van Waesberghe et al., 1999; Van Walderveen et al., 1999). Se ha descrito que las
lesiones hipointensas en T1 sin contraste se correlacionan con el grado de incapacidad
de los pacientes con EM (Simon et al., 2000b; Van Walderveen et al., 2001),
comparadas con las medidas convencionales de las lesiones en T2 hiperintensas que
parecen ser relativamente inespecificas (Briick ef al., 1997; Van Waesberghe et al.,

1999; Simon et al., 2000b). Asi pues, los estudios patologicos han demostrado una
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disminucién en la densidad de axones en las lesiones en T1 (Briick et al., 1997; Van
Walderveen ef al., 1998; Van Waesberghe ef al., 1999). Todos estos estudios nos llevan
a la conclusion de que los sintomas neuroldgicos irreversibles y la progresion de la
enfermedad en la EM se deben a la fragmentacion axonal (Steinman, 2000; Trapp et al.,
2000). Sin embargo, la causa exacta por la cual los axones se lesionan en la EM es aiin

desconocida.

3.2. Agentes causantes del dafio axonal

Como la fragmentacion axonal también estd presente en areas sin respuesta
inflamatoria evidente (Lovas et al., 2000), podria haber en el SNC de los pacientes con
EM un proceso alternativo capaz de inducir el dafio neuronal. Se han propuesto diversos

mecanismos causantes del dafio axonal:

Desmielinizacion e Inflamacion

Por estudios de inmunocitoquimica y patologia se ha observado que el dafio mas
precoz se situaria en la BHE, con rotura de la misma y entrada de linfocitos T
autorreactivos que darian lugar a la lesion de la mielina (Figura 1). Se ha valorado
mediante resonancia magnética el grado de dafio axonal y de desmielinizacion en las
lesiones cronicas de pacientes con EM y se ha encontrado una fuerte correlacion entre
estos dos parametros. De manera indirecta se sugiere un paralelismo entre el dafio
axonal y la desmielinizacion. Sin embargo, también se ha demostrado (Gay y Esiri,
1991) que en fases muy precoces de la enfermedad existe dafio axonal a la vez que
activacion de la microglia y de los linfocitos B, sin alteracion estructural de la BHE. La
cadena de acontecimientos se produciria desde el LCR a través de los espacios
subaracnoideos, por difusion de alguna sustancia que actuaria desencadenando una
respuesta inmune (Bo et al., 2003).

También se ha propuesto como posible causa del dafio axonal el ataque
inflamatorio durante el proceso de desmielinizacion y/o la presencia de una alteracion
en la senalizacion. Los mediadores inflamatorios son atractivos candidatos como
agentes de dafio axonal en las placas activas de EM. El oxido nitrico y la oxido nitrico
sintasa, cuyos niveles se han visto incrementados en las placas de EM, pueden daiiar los

axones in vitro (Bitsch et al., 2000; Smith y Lassmann, 2002), especialmente las fibras
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pequetias. Las metaloproteasas de la matriz, que se liberan en las placas de EM, también
son capaces de dafar los axones in vitro.
Dada la importancia de la desmielinizacion e inflamacion en la EM, este aspecto

se detalla en el siguiente capitulo.

Degeneracion walleriana

La gran mayoria de axones danados se encuentran dentro o en los bordes de las
placas, y muy pocos en la sustancia blanca de apariencia normal. El dafio a los axones
en las placas produce degeneracion walleriana, que se detecta por la reducida densidad
de axones en la sustancia blanca (reducciones de hasta un 50%). La degeneracion
walleriana se han propuesto como un mecanismo responsable del dafio axonal a
distancia (Trapp et al., 1998). Una vez dafiado el axon en una zona de lesion
determinada, el resto del axon puede degenerar alin estando mielinizado. Esta forma de
dafo axonal se ha comprobado al observar que existen zonas con una disminucién de
NAA en la sustancia blanca de apariencia normal que son contralaterales a las lesiones

(Lovas et al., 2000; Simon et al., 2000Db).

Dario directo al axon

Se puede proponer la presencia de un dafio directo a los componentes axonales
en la EM dada la existencia de dafio axonal en areas sin inflamacion, detectadas por
IRM y estudios histologicos, e incluso en areas remielinizadas (Bitsch et al., 2000). Se
ha demostrado el aumento de los niveles intratecales de proteinas del citoesqueleto de
los axones, especialmente actina y tubulina en pacientes con formas de EM progresivas
(Semra et al., 2002). También la acumulacion de B-APP en los axones de lesiones
inactivas (Bjartman et al., 2002), y la progresion de la discapacidad aiun en ausencia de
actividad inflamatoria (Confavreux et al., 2000; Noseworthy et al., 2000), sugieren que
mecanismos distintos a la desmielinizacion y la inflamacion contribuyen a la
transeccion axonal en los pacientes con formas SP. Se ha encontrado dafio axonal agudo
dentro de placas inactivas, lo que sugiere que el dano axonal causado por mecanismos
no inflamatorios puede contribuir a la progresion de la enfermedad (Kornek et al.,

2001).
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Estrés metabolico de las neuronas

La falta de factores troficos segregados por las células gliales puede ser la causa
del estrés metabolico que sufren las neuronas, el cual originaria secundariamente un

dano axonal.

Alteracion funcional eléctrica

En 1996, Koller demostré que el LCR de los pacientes con EM inhibe las
corrientes de sodio. Dicha inhibicion tiene como consecuencia la hiperpolarizacion del
axolema y el bloqueo de la conduccion nerviosa. Se ha descrito un pentapéptido
(QYNAD) presente en el LCR de los pacientes con EM y con sindrome de Guillain-
Barré que actia como bloqueante en los canales de sodio alterando la funcion eléctrica

(Brinkmeier et al., 2000) y que podria ser la causa del dafio o de la disfuncion en la EM.

Factores solubles

El dafio axonal en la EM podria proceder de mediadores inflamatorios solubles
(Trapp et al., 1998; Noseworthy et al., 2000; Waxman, 2000) presentes en el LCR.
Recientemente, se ha propuesto la excitotoxicidad por glutamato en la EM (Pitt ef al.,
2000, 2003; Werner et al., 2001). Las elevadas concentraciones del glutamato
extracelular producen un efecto neurotoxico que se conoce desde el afio 1969. Las
neuronas, especialmente las del SNC, son sensibles a ciertos estimulos letales que no
afectan a otros tipos celulares, por ejemplo la hiperestimulacion de los receptores de
glutamato debida al 4cido glutamico o a algunos de sus analogos puede inducir necrosis
neuronal o apoptosis, segun la concentracion extracelular. El glutamato estd implicado
directamente en el dafio neuronal ya que contribuye a la pérdida de la integridad de la
membrana y se considera que el efecto neurotdxico del glutamato no so6lo se ejerce por
el aumento de Ca”" intracelular sino que ademas, puede estar mediado por segundos
mensajeros.

Por otra parte, se ha demostrado que algun factor soluble del LCR de pacientes
con EM es toxico para las células gliales en cultivo, aunque aun no se ha caracterizado

el factor gliotoxico (Ménard et al., 1998).
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3.3. Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada es un mecanismo fisioldgico presente
en todas las células del organismo por el cual éstas mueren cuando su propio
funcionamiento es inapropiado o el 6rgano o sistema en que se encuentran inmersas se
ve afectado por la presencia de esa célula. Es un proceso fundamental en el desarrollo
del sistema nervioso pero las alteraciones en su regulacién, sea por exceso o por
defecto, parecen ser relevantes en numerosos procesos patoldogicos como el cancer,
SIDA, enfermedades autoinmunes y en diversas enfermedades neurodegenerativas, tales
como esclerosis lateral amiotrofica, enfermedad de Parkinson y enfermedad de
Alzheimer (De la Monte et al., 1998; Sastry y Rao, 2000). El aspecto tipico de una
célula apoptotica es el de una célula encogida, con el nticleo condensado y con la
membrana celular intacta, pero con abundantes protuberancias. Estas caracteristicas se
contraponen con las de la necrosis en que la célula se hincha y la membrana celular se
rompe prematuramente. Los cambios en el tamafio y forma de la célula que conducen a
esta situacion parecen debidos a una profunda desestructuracion del citoesqueleto y a un
cierto grado de deshidratacion del citoplasma. Las células adherentes pierden su
adhesion y se redondean. La fase final de la célula apoptotica consiste en su
fragmentacion en vesiculas, llamadas cuerpos apoptoticos, a partir de las ampollas
superficiales, quedando siempre indemne la membrana, lo que explica la ausencia de
inflamacion. Los cuerpos apoptoticos son finalmente fagocitados por células vecinas.
Sin embargo, los cambios mas precoces y tal vez responsables de todo el resto de
alteraciones de la célula apoptotica son los que se producen en el nucleo. Este,
inicialmente se encoge y la cromatina se condensa en acimulos que finalmente se van
desgajando, de forma que el nlcleo queda roto en multiples fragmentos.
Bioquimicamente, esta catastrofe nuclear viene determinada por la fragmentacion del
DNA en multiples subunidades formadas por DNA bicatenario. Esta ruptura se lleva a
cabo con una endonucleasa endogena que corta la cadena de DNA a intervalos

regulares, de manera que se generan oligonucle6tidos de unos 200 pares de bases.
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Figura 3. Cascada apoptética. La iniciacion de la cascada apoptética se lleva a cabo por la
activacion de un receptor de muerte, por ejemplo el de TNF o Fas, o por la falta de un factor de
crecimiento. A partir del receptor de muerte se activa la caspasa 8, lo cual conlleva la rotura de
diversos sustratos o la activacion de procaspasa 3. Las caspasas también se pueden activar
por la via mitocondrial. Aqui la familia Bcl-2 se asocia con la mitocondria, libera citocromo c
junto con el factor Apaf-1 y activan la caspasa 9. Ambos caminos conducen a la activacion de
la caspasa 3, que se considera la “ejecutora central de la apoptosis”. Ademas, hay una familia
de proteinas IAP que previenen la muerte celular al unirse e inhibir a las caspasas activas.
(Modificado de Medical & Biological Laboratories, 2003).

3.4. Caspasas

Las células apoptdticas se pueden caracterizar por cambios morfoldgicos y
bioquimicos especificos coordinados por una familia de cistein-proteasas denominadas
caspasas, de la que hasta el momento se han identificado 14 miembros (Thornberry y
Lazebnik, 1998) (Figura 3). Las caspasas se empezaron a relacionar con la apoptosis
con el descubrimiento de que CED-3, el producto de un gen necesario para la muerte

celular en el nematodo Caenorhabditis elegans, estaba relacionado con la enzima de
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mamiferos ICE (Interleukin-1/-Converting Enzyme) o caspasa 1. Aunque la caspasa 1
no tiene un papel directo en la muerte celular, fue el primer miembro identificado de
una gran familia de proteasas cuyos miembros tienen distintas funciones en la

inflamacion y en la apoptosis.

En las células existen diversas caspasas expresadas de forma constitutiva que
residen en el citosol en forma inactiva. La caspasa mas abundante en la célula es la
caspasa 3. Esta caspasa es la responsable ultima de la mayoria de los efectos aunque
funciona junto con otras dos, las caspasas 6 y 7. Estas tres caspasas se suelen denominar
“caspasas ejecutoras” debido a su papel en la ejecucion de la muerte celular.

Se cree que las caspasas originan el fenotipo apoptotico por rotura o degradacion
de diversos sustratos. Por ejemplo, la fragmentacion de DNA se debe a la accion de la
caspasa 3 sobre un complejo de CAD/DFF40, una nucleasa, y su inhibidor
ICAD/DFF45 (Liu et al., 1997; Enari et al., 1998). La caspasa 3 rompe el inhibidor,
permitiendo que la nucleasa corte la cromatina. Otro ejemplo es la formacion de
vesiculas apoptoticas que se produce a través de la rotura de una proteina del
citoesqueleto, la fodrina o a-espectrina, lo cual disocia la membrana plasmatica del
citoesqueleto (Martin ef al., 1995; Nath et al., 1996).

Las caspasas son similares en cuanto a su secuencia de aminodacidos, estructura y
especificidad (Thornberry y Lazebnik, 1998). Todas ellas se expresan como proenzimas
(de 30 a 50 kDa) que contienen tres dominios: un dominio N-terminal, una subunidad
grande (~ 20 kDa) y una subunidad pequefia (~ 10 kDa). En general, su activacion
requiere su rotura, preferiblemente después de un residuo de aspartato, dando lugar a la
formacion de la enzima activa a partir de una proforma inactiva. Las caspasas se activan
para convertirse en proteasas totalmente convencionales mediante dos roturas sucesivas:
la primera rotura proteolitica divide la cadena en subunidades grande y pequeiia y una
segunda rotura elimina el prodominio N-terminal. La caspasa activa es un tetramero de
dos subunidades grandes y dos pequefias, con dos centros activos. Puesto que la rotura
proteolitica genera caspasas maduras, una forma de activar a estas enzimas es por la
accion de proteasas, incluyendo a otras caspasas. Por lo tanto, las caspasas que
desencadenan la apoptosis rompiendo y activando a las ejecutoras se denominan
“caspasas iniciadoras”. Entre las caspasa iniciadoras, las mas importantes son la caspasa

8 y la caspasa 9.
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Hay dos rutas principales de muerte celular por apoptosis (Figura 3). Una de
ellas consiste en la interaccion de un receptor de muerte, como el receptor de TNF o el
Fas con su ligando, lo cual conlleva la activacion de la caspasa 8 que a su vez activa a
otras caspasas. En la segunda ruta, estd involucrada la mitocondria. Los miembros
proapoptoéticos y antiapoptoticos de la familia Bcel-2 regulan esta via induciendo la
liberacion de citocromo ¢ mitocondrial. Este citocromo c en el citosol forma parte del
apoptosoma de los vertebrados, compuesto por citocromo c, Apaf-1 y procaspasa 9, que
permite la activacion de la caspasa 9.

El resultado final por cualquiera de estas dos vias es la activacion de la caspasa 3
que se considera la “ejecutora central de la apoptosis”, y la rotura de sustratos celulares
especificos, llevando a cabo los cambios morfolégicos y bioquimicos asociados con el
fenotipo apoptotico (Green y Reed, 1998; Zimmermann y Green, 2001).

Recientemente, se ha identificado una tercera ruta de apoptosis. La caspasa 12 se
localiza en el reticulo endoplasmico y es activada por estrés del reticulo, lo que implica
una alteracion en la homeostasis del calcio, pero no por sefiales apoptoticas dirigidas a
la membrana plasmatica o a la mitocondria. La procaspasa 9 es un sustrato de la caspasa
12, y el estrés del reticulo inicia una activacion consecutiva de las caspasas 12, 9y 3 de
manera independiente al citocromo c.

El papel clave que estas enzimas juegan en las rutas apoptdticas se ha
conservado a través de la evolucion de los eucariotas multicelulares. Las rutas
apoptoéticas definidas hasta el momento parecen no presentar ninguna ambigiiedad pero,
(puede haber otras? Es casi seguro que existen, aunque aun no sabemos cémo se
relacionan con la muerte celular o como interaccionan con las sefiales procedentes de
los receptores de muerte o de la mitocondria. Ademas, cada vez estd mas claro que en
muchos casos la muerte celular activa que se controla a nivel molecular puede ocurrir

incluso en ausencia de activacion de caspasas.
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Objetivos

HIPOTESIS DE TRABAJO

En el estudio de la EM se pueden considerar tres aspectos fundamentales. En primer
lugar, la desmielinizacion de los axones neuronales causada por la inflamacién del SNC, en
segundo lugar, la falta de remielinizacién, y por ultimo, el dafio axonal en las neuronas.
Tradicionalmente se han estudiado la inflamacion y desmielinizacion como causas primarias
de la enfermedad. En este trabajo se ha abordado el estudio de los mecanismos de
neurodegeneracion causada por una desmielinizacion créonica debida a la ausencia de
remielinizacion y/o por un dafio directo a las células neuronales, dos aspectos de la

enfermedad poco conocidos y que han adquirido una gran importancia en los ultimos afios.

Algunos autores consideran que la caracteristica fundamental de las lesiones en la EM
es la desmielinizacion cronica debida a la falta de remielinizacién. Asi pues, es necesario
entender por qué la remielinizacion falla para desarrollar estrategias capaces de promoverla.
Teniendo en cuenta la extensa bibliografia, ya mencionada, que describe la presencia de
anticuerpos contra los oligodendrocitos en el LCR de pacientes con EM, un ataque inmune a
los precursores de oligodendrocitos podria ser un mecanismo posible que comprometeria la

capacidad de remielinizacion de las lesiones.

Por otro lado, existe una estrecha relacion entre la pérdida de axones y la incapacidad
de los pacientes, sugiriendo asi que la disfuncion y el dafo neuronal pueden ser
fundamentales en los mecanismos de discapacidad de los pacientes. Teniendo en cuenta los
trabajos anteriores realizados en nuestro laboratorio que demostraban la existencia de muerte
neuronal por apoptosis inducida por el LCR de pacientes con EM en cultivos neuronales,
diversas moléculas, y entre ellas los mediadores inflamatorios, serian atractivos candidatos

como agentes de dafio axonal en las placas activas de EM.

En este trabajo nos planteamos como hipotesis avanzar en el conocimiento de los
posibles agentes inductores de citotoxicidad presentes en el LCR de pacientes con EM. Esta
toxicidad puede ser diferente para los distintos tipos celulares del cultivo y puede estar

relacionada con la incapacidad de los pacientes y con sus lesiones.
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OBJETIVOS

1.- Determinar la relacion entre la neurotoxicidad inducida por LCR de pacientes con EM en

cultivos neuronales y la patologia de los pacientes.

2.- Caracterizar el factor neurotoxico del LCR causante del dafio neuronal.

3.- Estudiar el mecanismo de muerte neuronal inducido por dicho factor y prevenir su efecto

con posibles fines terapéuticos.

4.- Verificar si las células precursoras de oligodendrocitos que existen en nuestros cultivos
pueden ser también las dianas de un ataque inmune en la EM, investigando si los anticuerpos
contenidos en los LCR de pacientes reconocen especificamente a estas células, tal y como ya

se ha descrito para los oligodendrocitos maduros.
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Materiales y Métodos

1. Cultivos celulares

El cultivo de células ha llegado a ser un método muy valioso y difundido para la
investigacion en neurobiologia. Los diversos origenes de las células nerviosas que se cultivan
y los diferentes métodos de cultivarlas componen una amplia gama de técnicas para estudiar
las propiedades neuroquimicas y funcionales tanto de las neuronas como de la glia. Estas
técnicas de cultivo son un poderoso medio para el estudio de la complejidad del sistema
nervioso y hacen posible el estudio del efecto sobre el comportamiento celular de la adiciéon o
eliminacion de moléculas especificas y ofrecen alternativas mas rapidas y sencillas que los
modelos animales para evaluar posibles efectos toxicos.

El cultivo de tejidos del sistema nervioso comenzé en 1907 con un experimento cuya
finalidad radicaba en esclarecer la controversia que suponia la doctrina neuronal, defendida
por Santiago Ramoén y Cajal basandose en observaciones anatdmicas. Un punto importante de
esta teoria era la nocion de un sistema nervioso constituido por células separadas, bien
definidas y que se comunicaban entre si en las sinapsis, en la que cada neurita procedia
directamente del cuerpo celular como una prolongacion del soma, y no como producto de la
fusiéon de diferentes células. Para esclarecer esta disputa, Harrison colocd pequefios
fragmentos de tejidos o explantes procedentes del cordon dorsal del embrion de rana en
plasma coagulado sobre una camara humeda y caliente, observandolos al microscopio a
intervalos regulares. Al cabo de un dia se pudo ver que las distintas células nerviosas emitian
prolongaciones largas y finas hacia el plasma coagulado. De esta manera quedo6 confirmada la

teoria neuronal y se establecieron las bases de los futuros cultivos celulares.

Cultivos primarios

En los afios 60 se introdujo este tipo de cultivo que produce sistemas facilmente
accesibles para la manipulacion. Son los cultivos preparados directamente a partir de tejidos
de un organismo, en los que las células son descendientes directos de las células in situ y tanto
su comportamiento como su funcion deberian ser proximos a los de estas células. En la
actualidad los cultivos primarios se realizan habitualmente a partir de suspensiones de células
disociadas de tejidos. En este método, el tejido se disocia por medios mecanicos o
enzimaticos, para obtener una suspension de células aisladas que se cultivan sobre la
superficie de placas de cultivo. Hasta ahora se han podido cultivar con éxito células

disociadas de diversas regiones cerebrales, del cerebelo y de la médula espinal. Bajo
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condiciones favorables, el mantenimiento de estos cultivos es posible durante largos periodos
de tiempo, en los que adquieren propiedades de células maduras. En el caso de las neuronas
estas desarrollan neuritas, forman sinapsis y se hacen eléctricamente activas formando una
densa red. En general, las propiedades morfologicas y fisiologicas se relacionan fuertemente
con las caracteristicas que presentan las poblaciones celulares en el tejido original (Banker y
Waxman, 1988). Las ventajas de estos cultivos son numerosas y la mayor de todas radica en
la posibilidad de acceder a las células de forma individual. Las células son facilmente

visualizadas y pueden estudiarse de manera aislada en cultivos puros neuronales o gliales.

Figura 4. Cultivos neuronales primarios. Células cultivadas durante 6 dias a partir de los
hemisferios cerebrales de embriones de rata observadas mediante microscopio con contraste de fase
y objetivo 40x.

En los estudios realizados en este trabajo se han utilizado cultivos primarios de células
disociadas (Figura 4). Dada la mayor dificultad para mantener en cultivo las neuronas de
animales adultos hemos utilizado neuronas de embriones. En estos cultivos primarios de
neuronas de embrion estan bien conservadas las propiedades neuronales intrinsecas, tales
como la morfologia, el comportamiento neuroquimico especializado, las propiedades de
membrana, la quimiosensibilidad y el funcionamiento sinaptico (Kriegstein y Dichter, 1983;
Huettner y Baughman, 1986; Banker y Waxman, 1988). Dentro de los modelos animales se
eligio la rata por ser la opcidon mdas accesible teniendo en cuenta las caracteristicas del
animalario del centro. Las neuronas que se obtienen de esta manera tienen caracteristicas

similares a las neuronas humanas, cosa que no ocurre con las células tumorales. Ademas, se
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eligieron este tipo de cultivos con la intencion de reproducir unas condiciones analogas a las

que podrian existir en el SNC de los pacientes con EM.

Los cultivos primarios se realizaron segun dos modelos fundamentales como se
describe a continuacion. Los cultivos neuronales se prepararon a partir de células de
embriones de rata Sprague-Dawley de 16-17 dias (Alcazar et al., 1996) procedentes del
animalario del Hospital Ramén y Cajal. Se procedio a la extraccion de los fetos, con material
previamente esterilizado, que se depositaron en una palca de Petri con medio L-15 (medio de
Leibovitz L15 con rojo de fenol como indicador de pH, suplementado con anfotericina B 0,5
ug/ml, penicilina 200 U/ml y estreptomicina 200 pg/ml). Se retird6 la membrana
amniocorionica y se realizo la diseccion de los cerebros en una campana de flujo horizontal,
con ayuda de una lupa binocular. La corteza cerebral se separ6 del resto del cerebro,
eliminando las meninges cuidadosamente para evitar la posible contaminacion del cultivo con
otros tipos de células. Después, se disociaron utilizando una pipeta Pasteur y agujas del
nimero 20 y 21 hasta obtener una suspension de células homogénea. Las células vivas se
contaron con azul tripan en una camara de Neubauer. Estas células se sembraron sobre cubres
de vidrio a una densidad de 80x10” células/cm® en placas multipocillo recubiertas con poli-D-
lisina 0.05 mg/ml y se mantuvieron en un incubador a 37°C en una atmosfera con 7.5% de
CO; en medio D-15 (medio glucosado de Dulbecco suplementado con un 15% de suero
ternera fetal inactivado por calor a 56°C, 30 minutos) y con anfotericina B 0,25 pg/ml,
penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml. Después de 24 horas, los cultivos se
cambiaron a un medio de cultivo sin suero, como describieron Bottenstein y Sato (Bottenstein
y Sato, 1979) con las modificaciones de Butler (Butler, 1992) (Dulbecco’s/Ham’s F12 1:1
(viv), glucosa 5 mg/ml, L-glutamina 2 mM y piruvato sédico 1 mM y suplementado con
transferrina 1 pg/ml, putrescina 100 uM, progesterona 20 nM, selenito sddico 30 nM e
insulina 5 pg/ml). Este medio se denominard de forma abreviada DFN2. El contenido
neuronal se determind por inmunocitoquimica con anticuerpos especificos contra la proteina
especifica de neuronas B-tubulina isotipo III (Banerjee et al., 1990). En estos cultivos el
contenido de neuronas fue del 90%. Con estas condiciones de cultivo se obtiene un modelo
que carece de células inflamatorias y con una baja proporcion de células gliales.

En otros experimentos, los cultivos celulares se prepararon de acuerdo a las
recomendaciones de Raff er al. (1983b) para favorecer el desarrollo de células gliales con

antigenicidad A2B5 (Figura 3) en cultivos con gran cantidad de neuronas. Estos cultivos se
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prepararon a partir de los hemisferios cerebrales de embrion de rata de 17-19 dias, que
contienen una mayor proporcion de células inmunorreactivas A2B5+ (Eisenbarth et al., 1979;
Raff et al., 1983b; Lubetzki et al., 1991). En estas condiciones, se puede conseguir que el
contenido de células A2B5+ sea mayor que en los cultivos descritos anteriormente, llegando a
un 10-12% del total. Este contenido fue determinado por inmunofluorescencia indirecta con el
anticuerpo monoclonal A2BS5 (Eisenbarth et al., 1979). Se utilizaron células cultivadas
durante 6 a 7 dias con una densidad celular total de 33x10° células/cm®. Asi, las células se
sembraron sobre cubres de vidrio recubiertos con poli-D lisina para evitar el enmascaramiento
de células A2B5+ por otros tipos de células. Los cubres se mantuvieron en medio de cultivo
sin suero para evitar la proliferacion de otros tipos de células (especialmente células GFAP+
(glial fibrillary acidic protein). Las células se sembraron a una densidad muy baja para
minimizar el contenido neuronal. Los cultivos de seis dias contienen neuronas maduras [3-
tubulina positivas (Banerjee et al., 1990; Menezes y Luskin, 1994) que no presentan afinidad

por el anticuerpo A2B5 (Raff et al., 1983a; Fanarraga et al., 1999).

2. Pacientes

Los pacientes estudiados fueron 75 con EM RR clinicamente definida de acuerdo con
los criterios vigentes (Poser et al., 1983; McDonald et al., 2001), 14 pacientes control con
otras enfermedades neurologicas no inflamatorias tales como enfermedad vascular cerebral,
neuropatias craneales o cefalea inespecifica (grupo OEN, Otras Enfermedades Neurologicas),
6 pacientes con polirradiculoneuropatia aguda (Sindrome de Guillain-Barré, enfermedad
desmielinizante del sistema nervioso periférico) y 6 individuos neurolégicamente sanos
(INS). Los pacientes con EM fueron 52 mujeres y 23 hombres con edades comprendidas entre
los 16 y 46 afios (media 29 afios) con una duracion de la enfermedad entre 18 y 49 meses
(media 26 meses). Su valor de EDSS inicial estuvo comprendido entre 1,0 y 5,0 (mediana
3,0), con el 77% de los valores entre 2,0 y 3,5.

El nimero de pacientes incluidos en cada ensayo concreto se detalla en Resultados.

3. Evolucion clinica de los pacientes con EM

La evolucion clinica de cada paciente de EM se cuantifico por la escala EDSS,
calculada a partir de los valores de la escala funcional, utilizando la guia de Kurtzke (1983).

También se evaluaron los cambios en los sistemas funcionales (FS). Los valores de FS y
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EDSS se registraron en el momento de la puncién lumbar (inicial) y 1 mes mas tarde (después
del brote), puesto que la recuperacion del brote ocurre mayoritariamente en este periodo de
tiempo (Kurtzke et al., 1973). La evolucion clinica de cada paciente de EM también se
expres6 como porcentaje de recuperacion después del brote: [(FSiniciai-FSdespuss del brote)/F Sinicial
x 100] y [(EDSSinicial-EDSS cspués del brote)/ EDSSinicial X 100]. Los pacientes que se recuperaron

completamente del brote obtuvieron una puntuacion de 100% en FS o EDSS.

4. Evaluacion de las imagenes de resonancia magnética

Los estudios de IRM se realizaron antes de la puncion lumbar, utilizando un equipo
estandar (Gyroscan, Philips, Eindhoven, Holanda) a 1,5 Teslas. Se realizaron secuencias
ponderadas en T2 (tiempo de repeticion [TR] 2000 ms; tiempo de eco [TE] 22-80 ms),
secuencias ponderadas en T1 (TR 540 ms; TE 15 ms) y secuencias en T1 después de la
administracion de contraste de gadolinio. En todos los casos, se obtuvieron 22 cortes (de 5
mm de grosor con intervalos de 0,5 mm). Las lesiones se localizaron en las imagenes en T2 y
se analizaron las lesiones hipointensas en T1 sin contraste que eran coincidentes con las
imagenes en T1 con contraste. Para cuantificar el grado de hipointensidad de la lesion en T1
de las diferentes imagenes, se utilizd6 un densitometro calibrado de transmisién con una
resolucion de 200 x 200 pixel y un rango de densidad optica (DO) de 0-2,0 unidades,
aplicando un método analogo al de Briick y col. (1997). La densidad optica de cada lesion en
T1 se determind mediante analisis de imagen (Bio-Rad) y se corrigio respecto a la densidad
optica de la sustancia blanca de apariencia normal adyacente a la lesion como el cociente
(DOgustancia blanca/ DOlesion), para obtener el valor de hipointensidad relativa de la lesion. Un
valor de 1.0 representa la sustancia blanca normal sin lesiones en la secuencia en T1. Los
valores decrecientes representaron el grado de hipointensidad de las diferentes lesiones en T1
(con un rango de 0,9 a 0,1, desde lesiones moderadas hasta graves, respectivamente). En el
estudio de correlacion se consideraron tanto la media de lesiones hipointensas como la lesion

mas hipointensa encontrada.

5. Muestras de LCR

Las muestras de LCR de los pacientes con EM y control se obtuvieron durante el
brote, mediante la puncion lumbar realizada para el diagnostico inicial. Se centrifugaron

durante 10 minutos a 700xg, se hicieron alicuotas y se congelaron a -40°C hasta el momento
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de su uso. Las muestras de LCR recibieron un c6digo numérico, para realizar todos los
procedimientos experimentales de forma ciega respecto a las caracteristicas clinicas de los
pacientes. Los estudios de los LCR, realizados en todos los casos, incluyeron recuento de
células, determinacion de glucosa y proteinas, cuantificacion nefelométrica de albumina e IgG
y bandas oligoclonales mediante los procedimientos de rutina, realizados por los Servicios de
Bioquimica e Inmunologia del Hospital Ramon y Cajal. Después de la extraccion de LCR, los
pacientes con EM en brote fueron tratados con corticosteroides (1 g de metilprednisolona i.v.
diario durante 5 dias). Ningin paciente habia recibido tratamiento con farmacos
inmunosupresores, inmunomoduladores ni corticosteroides en los seis meses precedentes a la
extraccion de LCR. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado para ser

incluidos en este estudio.

6. Tratamiento de los cultivos celulares con LCR

En los experimentos en los que se estudid la neurotoxicidad del LCR en cultivos
neuronales se utilizaron células cultivadas durante 4 a 6 dias. Este se considero el dia 0 del
experimento. Las células se trataron con 0.1 ml de LCR por ml de medio DFN2 los dias 0, 2 y
4,y se mantuvieron a 37°C dos dias mas (Xiao et al., 1996) (Figura 5). Después, las células de
11-12 dias se procesaron para medir el pardmetro de estudio. En cada experimento se llevaron
en paralelo controles en los que las células se trataron con 0,1 ml de PBS (tampon fosfato
salino) por ml de medio de cultivo sin suero. Cada LCR se analiz6 de forma ciega respecto a
los datos clinicos 2-4 veces con diferentes cultivos y cada experimento se llevd a cabo por

duplicado.
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Figura 5. Representaciéon esquematica del tratamiento de los cultivos neuronales con LCR. Las
flechas representan los dias de tratamiento con 0.1 ml de LCR en 1 ml de medio DFN2. (Modificado
de Regidor, 2002).

7. Viabilidad celular

La viabilidad neuronal se evalu6é mediante el ensayo de MTT que cuantifica las células
metabolicamente activas capaces de llevar a cabo la reduccion del reactivo de bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-difenil-tetrazolio a un producto de azul formazan en sus
mitocondrias. El ensayo se realiz6 incubando las células con 0,2 mg/ml de MTT en medio sin
suero durante 1,5 horas en un incubador a 37°C en atmosfera de CO; al 7,5%. Después del
periodo de incubacion, las células se lisaron con un volumen igual de HCI 10 mM y SDS
(dodecilsulfato so6dico) 10% en incubador toda la noche. Los resultados de la valoracion
colorimétrica realizada por espectrofotometria se dieron en unidades de absorbancia (U.A.)

(595 nm, referencia 690 nm).
8. Medida de apoptosis

Para el estudio de los factores que intervienen en la apoptosis de un tipo celular es
esencial disponer de un método capaz de determinar el nimero o, mas concretamente, el

porcentaje de células que se hallan en apoptosis en una determinada preparacion o cultivo. El

estudio por microscopia Optica y electrénica es muy especifico para detectar células en
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apoptosis y para distinguirlas de las necréticas. Otros métodos habitualmente empleados se
basan en la deteccion de la ruptura del DNA nuclear, que se produce de una forma
caracteristica en la apoptosis, dando lugar a fragmentos de un tamano bastante regular (180-
200 pares de bases). El método clésico es la electroforesis en gel del DNA, en la que se
observan las bandas tipicas correspondientes a dichos fragmentos, lo que se denomina
“escalera de DNA” (DNA ladder). Si bien es muy Ttil para estudios cualitativos, es ineficaz
para cuantificar. El primer método cuantitativo utilizado fue el colorimétrico. Consiste en la
separacion del DNA intacto del fragmentado mediante centrifugacion y posterior tincién con
sustancias que se unen a la desoxirribosa del DNA. En la actualidad los procedimientos
cuantitativos mas utilizados son los que emplean la citometria de flujo. Para ello se utilizan
colorantes fluorescentes capaces de unirse al DNA. Los colorantes mas usados son el yoduro
de propidio y el Hoechst 33342. Sin embargo, este método no es adecuado cuando se utilizan
cultivos adherentes como los neuronales.

Otro método habitualmente empleado para la deteccion de la apoptosis, especialmente
en sus estadios iniciales es el de la anexina que detecta la externalizacion de fosfatidil serina
en las células. En los momentos iniciales de la apoptosis, las células pierden la asimetria de
los fosfolipidos de su membrana y exponen la fosfatidilserina a la superficie celular. Este
proceso se puede monitorizar mediante la anexina, una proteina dependiente de calcio que se
une a los fosfolipidos, con alta afinidad por la fosfatidilserina. La translocaciéon de
fosfatidilserina a la superficie celular externa no es una caracteristica Uinica de la apoptosis. La
diferencia mas importante entre los dos tipos fundamentales de muerte celular, apoptosis y
necrosis, es que durante los estadios iniciales de la apoptosis la membrana celular permanece
intacta, mientras que en la necrosis se pierde la integridad celular. Asi pues, las células
necroticas se pueden marcar facilmente con yoduro de propidio (que puede atravesar las
membranas celulares) y con anexina, mientras que las células apoptoticas s6lo se marcan con
anexina.

Otro método muy empleado para la deteccion de la apoptosis es el ensayo de TUNEL
(terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP-fluorescein nick end-labeling),
que detecta la fragmentacion de DNA nuclear mediante la deoxinucleotidil transferasa
terminal que incorpora nucledtidos marcados con fluoresceina en los extremos 3'-OH de los
fragmentos de DNA generados en respuesta a las sefiales apoptoticas. En nuestros estudios, la
apoptosis neuronal causada en los cultivos después del tratamiento con LCR de pacientes con
EM se analiz6 mediante esta técnica de TUNEL. Ademas se utilizé el marcaje fluorescente de

la cromatina con Hoechst 33342 para observar la morfologia nuclear y detectar las
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caracteristicas de las células apoptoticas tales como la condensacion de cromatina y su
segmentacion en pequefios cuerpos apoptoticos redondeados (Earnshaw, 1995). Las células se
consideraron apoptoticas cuando aparecieron encogidas en el andlisis morfolégico por
contraste de fase, mostraron condensacion de la cromatina nuclear con Hoechst 33342, y

ademas fueron TUNEL positivas (Figura 6).

Figura 6. Deteccion de apoptosis en los cultivos neuronales. Observacién del mismo campo
simultaneamente con contraste de fase (izquierda), Hoechst 33342 (centro) y TUNEL (derecha). Los
nucleos marcados en la reaccion de TUNEL son los mismos que aparecen picnoéticos (azul intenso)
en la imagen central. Objetivo 40x. (Alcazar et al., 2000)

Después del tratamiento con LCR, las neuronas cultivadas sobre cubres de vidrio se
fijaron durante 25 minutos a 4°C con formaldehido al 3,7%, se permeabilizaron en hielo con
Triton X-100 al 0,2% en PBS durante 5 minutos, se lavaron 3 veces en PBS y se llevo a cabo
la incorporacion catalitica de dUTP-fluoresceina en los extremos 3°-OH del DNA utilizando
el ensayo de TUNEL (Promega, Madison, EEUU). Se realiz6 un control positivo con DNasa
I, y un control negativo excluyendo a la enzima TdT de la reaccion. Después, los cubres se
montaron sobre portas de vidrio en tampon con glicerol, p-fenilendiamina y bis-benzimida 30
uM (Hoechst 33342). Las células apoptdticas TUNEL positivas (en verde) se contaron en un
microscopio de fluorescencia (objetivo 20 X) y se expresaron en porcentaje con respecto al
numero total de nucleos tefiidos con Hoechst 33342 (en azul). Las imagenes se digitalizaron
con una cdmara de video color Sony DXC-950P-3CCD (Charge-Coupled Device) (con una
resolucion de 760 x 570 pixel). Las imdgenes se procesaron y contaron con un analizador de
imagen (PDQest y Diversity One, Bio-Rad, Nueva York, EEUU). En cada experimento se

contaron cuatro puntos cardinales por cubre con un area de 140.725 um?.
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9. Microscopia de contraste de fase y de fluorescencia

La morfologia celular se examind en un microscopio invertido (Olympus IX70,
Hamburgo, Alemania) con objetivo (40x) con contraste de fase, utilizando luz transmitida.

La observacion de las células en algunos experimentos de inmunocitoquimica y el
recuento de células apoptoticas marcadas con Hoechst 33342 y TUNEL se realizé en el
mismo microscopio utilizando una fuente de fluorescencia, con objetivos de fluorita de 20x y
40x. Las imagenes se digitalizaron con una camara de video CCD (con una resolucioén de 760

x 570 pixel) con el programa informatico Image-Pro Plus.

10. Inmunocitoquimica

Los estudios de inmunocitoquimica se realizaron mediante ensayos de

inmunofluorescencia indirecta llevados a cabo por tres métodos:

Con células permeabilizadas. Las células cultivadas sobre cubres recubiertos con poli-D-
lisina se fijaron con p-formaldehido 3,7% durante 10 minutos y se lavaron tres veces con
PBS. Después, las células se permeabilizaron con etanol/acido acético 19:1 (v:v) durante 15
minutos a -20°C y se incubaron durante 2 horas con una solucion de bloqueo (suero de ternera
fetal inactivado por calor 10% en PBS). Las células se expusieron durante una hora a
temperatura ambiente a los anticuerpos primarios correspondientes: anti-fB-tubulina o anti-
GFAP. Después se expusieron a los anticuerpos secundarios especificos conjugados con
fluorocromos durante una hora a temperatura ambiente. Los cubres se montaron sobre portas
de vidrio en glicerol con p-fenilendiamina y se observaron por microscopia confocal de

fluorescencia. También se realizaron controles omitiendo el anticuerpo primario.

Con células sin permeabilizar. Este método se aplico para la deteccion de moléculas en la
superficie celular. Las células cultivadas sobre cubres recubiertos con poli-D-lisina se fijaron
con p-formaldehido 3,7% durante 10 minutos se lavaron tres veces con PBS y se incubaron
durante 3,5 horas en una solucion de bloqueo (suero de ternera fetal inactivado por calor 10%
en PBS). Las células fijadas se incubaron una hora a temperatura ambiente o toda la noche a
4°C con los anticuerpos primarios correspondientes: A2B5, O4, anti-heat shock protein (Hsp)

90, anti-Hsp70, anti-fB-actina, anti-IgM humana, anti-complejo terminal del complemento
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humano (C5b9) o IgG humanas. En los marcajes dobles o triples, los anticuerpos se anadieron
secuencialmente. Después se expusieron a los anticuerpos secundarios especificos conjugados
con fluorocromos durante una hora a temperatura ambiente, los cubres se montaron sobre
portas de vidrio en glicerol con p-fenilendiamina y se observaron por microscopia confocal de

fluorescencia.

Con células vivas. Las células vivas se incubaron con IgG purificadas de LCR de pacientes
con EM y control (50 pg/ml de medio) durante 30 minutos a 25°C (1 hora a 37°C en los
experimentos de deteccion del complemento) y se marcaron con su anticuerpo secundario 1
hora a 4°C. Después, las células se fijaron y se expusieron a los anticuerpos A2BS5, O4, anti-
GFAP o anti-C5b9. Ademas se realizaron experimentos control en los que las células se
incubaron con PBS o con IgG purificadas de donantes de sangre. Todos los anticuerpos se
diluyeron en suero de ternera fetal 10% en PBS inactivado por calor. En otros experimentos,
las células cultivadas se trataron con LCR, y después se fijaron y se expusieron a los

anticuerpos primarios.

11. Anticuerpos utilizados en inmunocitoquimica

Anticuerpos monoclonales de raton: anti B-tubulina IgG (Sigma, EEUU); A2B5 IgM
(Eisenbarth et al., 1979) contra tetrasialogangliosidos, caracteristico de OPC (Raff et al,,
1983b; Temple y Raff, 1985); O4 IgM, contra sulfatidos, como marcador de
preoligodendrocitos (Sommer y Schachner, 1981; Bansal et al., 1989). Estos anticuerpos
fueron donados por los Drs. C. Paino y C. Redondo (Hospital Ramén y Cajal, Madrid)
obtenidos a partir de los sobrenadantes de cultivos celulares de hibridoma (American Type
Tissue Collection, EEUU); anti-Hsp90 (a0 y B) IgG (Calbiochem, EEUU); anti-Hsp70 IgG
(Santa Cruz, EEUU); anti-B-actina IgG (Sigma, EEUU).

Anticuerpos policlonales de conejo: anti-GFAP (Dako, Dinamarca), como marcador de
astrocitos; anti-Hsp90f (Chemicon, EEUU); anti-IgM humana (Jackson, EEUU); anti-C5b9
humano (Calbiochem, EEUU), para estudiar la activaciéon de complemento (Schifer et al.,
1986).

Anticuerpos humanos: 1gG purificadas de LCR de pacientes con EM y control; anti-Hsp90

inmunopurificadas de LCR de EM; IgG purificadas a partir de suero de donantes de sangre
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(Flebogamma®, Grifols, Espafia). En otros experimentos, se utilizaron como fuente de
anticuerpos humanos LCR individuales o mezclados de pacientes con EM o control.

Anticuerpos secundarios: los anticuerpos monoclonales de raton se visualizaron en ensayos
de inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos anti-IgM conjugados con rojo de rodamina
(Jackson, EEUU) o con fluoresceina (Roche, Alemania), o con anticuerpos anti-IgG
conjugados con fluoresceina (Chemicon, EEUU). Los anticuerpos de conejo se visualizaron
con anticuerpos anti-IgG conjugados con lisamina-rodamina (Chemicon, EEUU). Los
anticuerpos humanos se visualizaron con anticuerpos anti-IgG conjugados con Cy5
(Chemicon, EEUU), o con fluoresceina (Chemicon, EEUU). Todos los anticuerpos
secundarios conjugados se habian purificado por afinidad y adsorbido en fase solida por el

fabricante para asegurar una minima reaccion cruzada.

12. Microscopia confocal

Las células se analizaron en un microscopio confocal (MRC-1024 Bio-Rad, Hercules,
EEUU). Se realizaron controles para eliminar la sefial de fondo omitiendo los anticuerpos
primarios.

Las imagenes de inmunocitoquimica estan formadas por 11 secciones fusionadas para
formar una imagen. Las secciones (de 1,0 um cada una) se tomaron simultaneamente a una
resolucion de 512 x 512 pixel en los tres canales del laser: 488 nm para fluoresceina, 568 nm
para rodamina y 647 nm para Cy5, usando filtros de emision de 540, 585 y 680 nm
respectivamente. No se observo cruce de sefales entre los canales (se comprobd utilizando
cada fluorocromo por separado). Las imagenes tridimensionales se reconstruyeron usando el

programa informatico LaserSharp y Confocal Assistant (Bio-Rad, EEUU).

13. Medida de la intensidad de fluorescencia

Las intensidades de fluorescencia de los anticuerpos IgG humanos o anti-C5b9 unidos
a las células A2BS5 se midieron en las imagenes confocales utilizando el programa informatico
LaserSharp (Bio-Rad, EEUU). Estas medidas se expresaron como la intensidad media de
pixel en la escala de grises (valores entre 0 y 255) por célula A2B5+, corrigiendo la sefial de
fondo. Los datos registrados para cada muestra son la intensidad de fluorescencia media

debida a los anticuerpos IgG humanos o anti-C5b9, observada en 3 x 3 campos de 74,529
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) . . . .
um”. Los experimentos se realizaron con los mismos lotes de fluorocromos y medio de

montaje.

14. Analisis de aminoacidos excitatorios

Las muestras de LCR de pacientes con EM se sometieron a derivatizacion con o-
ftalaldehido. Posteriormente, se determind su composicion de aminoacidos excitatorios
mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando un equipo Beckman con

columna C18 y se cuantificaron con un detector de fluorescencia.

15. Cromatografia liquida de alta resolucion

Los LCR se filtraron a través de membranas con una exclusion molecular de 10 kDa
(Centricon C10, Millipore). La fraccion del LCR menor de 10 kDa se analizé por HPLC con
una columna de fase reversa uRPC C2/C18 con gradiente de acetonitrilo 0%-90% y flujo de
0,3 ml/minuto en condiciones 4cidas (acido trifluoroacético 0,1%). Se utilizé un cromatédgrafo
Amersham Biosciences con detector de fotodiodos Waters 490E. Los cromatogramas se

registraron con el programa informéatico FPLCdirector.
16. Identificacion de péptidos por espectrometria de masas

En otros experimentos, las fracciones de LCR aisladas por HPLC (ver mas adelante)
se analizaron directamente por espectrometria de masas MALDI-ToF (Matriz Assisted Laser

Desorption/lonization Time of Flight) utilizando como matriz 4cido a-cianocinamico y acido

dihidroxibenzoico. Se admitié una exactitud en la masa de (100 ppm).

17. Obtencion de lisados celulares y determinacion de la actividad caspasa
La actividad caspasa en las neuronas tratadas con LCR se midi6 por un ensayo

fluorimétrico basado en la hidrdlisis de los sustratos selectivos: N-acetil-Tyr-Val-Ala-Asp-7-

amino-4-metil-cumarina  (Ac-YVAD-amc), N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-7-amino-4-metil-
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cumarina  (Ac-DEVD-amc), N-acetil-Ile-Glu-Thr-Asp-7-amino-4-trifluorometil-cumarina
(Ac-IETD-afc) y N-acetil-Leu-Glu-His-Asp-7-amino-4-trifluorometil-cumarina (Ac-LEHD-
afc), para las caspasas 1, 3, 8 y 9 respectivamente.

Las células cultivadas en placas multipocillo tratadas con LCR y sin tratar se lisaron
con tampon Tris-HCI 10 mM pH 7.6, KCI 140 mM, MgCl, 4 mM, DTT (DL-ditiotreitol) 1
mM, EDTA 1 mM, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1 mM, benzamidina 1 mM y leupeptina,
pepstatina y antipaina 10 pg/ml, Triton X-100 0,1% y Nonidet NP40 0,5%, y el lisado se
centrifugd durante 10 minutos a 12.000xg para obtener el lisado celular. La actividad caspasa
en los lisados celulares (25 pg de proteina) se determiné utilizando el sustrato correspondiente
(50 uM) en tampon HEPES (4acido N-2-hidroxietil-N'-2 piperazin-etano-sulfonico) 50 mM,
pH 7,5, NaCl 100 mM, DTT 10 mM, EDTA (acido etilendiaminotetraacético) 1mM, glicerol
10% y Chaps (3-[(3-Colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propanosulfonato) 0,1%. Se midi6 la
fluorescencia debida al amc (360 nm excitacion/465 nm emision) o al afc (405 nm
excitacion/535 nm emision) entre 1 y 3 horas a 30°C en un lector de placas (Spectra Fluor
Tecan).

Para comprobar la eficacia del ensayo, se utilizaron controles negativos realizados con
los inhibidores de caspasa 1 N-acetil-Tyr-Val-Ala-Asp-clorometil-cetona (Ac-YVAD-cmk),
de caspasa 3 N-acetil-Asp-Glu-Val-Asp-clorometil-cetona (Ac-DEVD-cmk), de caspasa 8 N-
bencil-oxi-carbonil-Ile-Glu-Thr-Asp-fluorometil-cetona (z-IETD-fmk) y de caspasa 9 N-
bencil-oxi-carbonil-Leu-Glu-His-Asp-fluorometil-cetona (z-LEHD-fmk) (25 pg/ml), asi como
controles positivos con caspasas 1, 3, 8 y 9 recombinantes.

El incremento de fluorescencia a lo largo del tiempo para cada muestra se calculd
como AF; = [Fruestra-Fblanco] (donde F es la intensidad de fluorescencia y t es el tiempo de
reaccion) y se expresé en unidades relativas de fluorescencia (AUF). El blanco estaba

compuesto solamente por sustrato en la mezcla de reaccion.
18. Electroforesis en geles de poliacrilamida

Los lisados o los extractos celulares (50 pg) se analizaron por electroforesis en geles
de poliacrilamida-dodecil sulfato soédico (SDS-PAGE) con geles discontinuos de acrilamida

5%-12% (2,6%C). Las muestras se prepararon afiadiendo tampdn de carga de electroforesis

(Tris-HC1 186 mM, pH 6,8; SDS 9%; B-mercaptoetanol 6%; glicerol 15% y azul de

54



Materiales y Métodos

bromofenol 0,025%) en proporcion 2:1 (v:v). En algunos ensayos se utilizaron diferentes
proporciones de acrilamida, que se indican en las leyendas de cada figura.

Los geles se tifieron con plata o se transfirieron a membranas (ver siguiente capitulo).

19. Transferencia a membrana e inmunodeteccion

Las proteinas de los geles de electroforesis se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa o de PVDF (difluoruro de polivinilideno) (Amersham Biosciences) y se
incubaron con el anticuerpo primario correspondiente durante una o dos horas a temperatura
ambiente o durante toda la noche a 4°C. Después, las membranas se incubaron a temperatura
ambiente durante una hora con anticuerpos anti-IgG frente a las diferentes especies
conjugados con fosfatasa alcalina o peroxidasa (Bio-Rad, EEUU), y se revelaron con sus
reactivos respectivos.

Revelado con fosfatasa alcalina: para el bloqueo de la membrana se utilizé6 BSA (5%) en PBS
durante 1,5 horas. La incubacion con el suero primario correspondiente, diluido en BSA (1%)
en PBS, se realizo durante 2 horas a temperatura ambiente. Para el lavado de la membrana se
utilizd Tween-20 (0,05%) en PBS. La incubacion del anticuerpo secundario anti-especie
conjugado con fosfatasa alcalina y diluido en BSA (1%) en PBS, se realiz6é durante 1 hora. La
actividad de la fosfatasa alcalina se detect6 con NBT (azul de nitrotetrazolio) 0,3 mg/ml y
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) 0,15 mg/ml en Tris-HCI 100 mM, pH 9,0, NaCl
100 mM y MgCl, 5 mM.

Quimioluminiscencia de ECL™: se utiliz6 el procedimiento y los reactivos recomendados por

el fabricante. Para los lavados de la membrana se emple6 Tween-20 (0,05%) en PBS.

20. Anticuerpos utilizados en la inmunodeteccion

Anticuerpos monoclonales IgG de raton: anti-a-espectrina (Chemicon, EEUU); anti-Hsp90
(o y B) (Calbiochem, EEUU); anti-Hsp70 (Santa Cruz, EEUU); y anti B-actina (Sigma,
EEUU).

Anticuerpos policlonales de conejo: anti-caspasa 9 (Alexis, EEUU); anti-Hsp90f (Chemicon,
EEUU); anti-IgM humana (Jackson, EEUU); anti-NG2 (Chemicon, EEUU).

Anticuerpos policlonales de cabra: anti-caspasa 8 (Santa Cruz, EEUU).
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Anticuerpos humanos: Muestras de LCR individuales o mezclados (diluidos 1:5); IgG de LCR
de pacientes con EM y control; anticuerpos inmunopurificados de LCR de pacientes con EM;

IgG purificadas a partir de suero de donantes de sangre (Flebogamma®, Grifols, Espaiia).
21. Preparacion de extractos celulares

Los extractos celulares se obtuvieron por un método andlogo al de Hovanessian et al.,
(1987). Las células cultivadas durante seis dias en placas multipocillo tratadas con poli-D-
lisina, se recogieron, se lavaron con PBS y se lisaron durante 10 minutos en tampdn
hipoténico A (Tris-HCI 10 mM pH 7.6, KCI 10 mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 1 mM, benzamidina 1 mM y leupeptina, pepstatina y antipaina 10 pg/ml).
Después se anadieron acetato magnésico 4 mM y acetato potasico 140 mM y se centrifugaron
durante 10 minutos a 500xg. El precipitado se lavo, se resuspendié en tampoén A con acetato
magnésico 4 mM, acetato potasico 140 mM y Triton X-100 0,3% (v:v), y se centrifugd
durante 10 minutos a 12.000xg. El sobrenadante, que correspondié a una fracciéon de
membrana, es el denominado extracto celular. Todos los pasos de la extraccion se realizaron a

4°C.
22. Fraccionamiento subcelular

Para realizar el fraccionamiento subcelular se emple6 un método similar al descrito
por Hovanessian et al., (1987) (Figura 7). Las células cultivadas se lisaron con un tampon
hipotonico A con acetato magnésico y acetato potasico, y el lisado se centrifugd a 500xg
durante 10 minutos. El sobrenadante se centrifugd de nuevo a 12.000xg durante 20 minutos
para obtener una fraccion citosolica 12.000xg (S12) y un precipitado mitocondrial (P12). El
precipitado de 500xg se resuspendié en tampon que contenia Triton X-100 0,5% (v:v) y se
centrifugo para separar la fraccion de membranas extraida con detergente (M) y el precipitado
nuclear (N). Para la determinacion de la concentracion de proteina en los extractos se empled
el método Bradford, utilizando BSA (albimina de suero bovino) como patréon (Bradford,

1976).
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CULTIVO CELULAR

Lisis, Tampdn A, 10 min

== 900xg, 10 min

I

S P
+ Triton X-100

12.000xg, 20 min &=

S: sobrenadante
P: precipitado

Figura 7. Procedimiento empleado en el fraccionamiento subcelular.

23. Obtencion de la fraccion de gangliosidos

La fraccion enriquecida en gangliosidos se extrajo segin el procedimiento de

(Eisenbarth et al., (1979). Los hemisferios cerebrales de embriones de rata de 19 dias se

homogeneizaron con metanol/cloroformo/agua, 2:1:0,3 (v:v) en un homogeneizador Potter-

Elvehjem. El homogeneizado se centrifugd durante 10 minutos a 3.000xg y el precipitado se

volvid a extraer y se centrifugd. Las fracciones de sobrenadante se combinaron y se afiadieron

dos volumenes adicionales de cloroformo y agua. La mezcla se centrifugd durante 10 minutos

a 3.000xg, y se separ¢ la fase superior de metanol/agua que contenia los ganglidsidos (Figura

8). El metanol se evapor6 con vacio. Todos los pasos se realizaron a 4°C.
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HEMISFERIOS CEREBRALES
EMBRIONARIOS

l

Homogeneizador Potter-Elvehjem
metanol/cloroformo/agua
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l

= 3000xg,10 min
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metanol/cloroformo/agua

2:1:0,8 (viv)

l
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—
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cloroformo/agua
2:2 (viv)

S: sobrenadante
P: precipitado

<= 3000xg,10 min

I
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GANGLIOSIDOS

Figura 8. Procedimiento empleado en la extracciéon de gangliésidos.
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24. ELISA

Para realizar el ensayo de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), las placas
se recubrieron con el extracto de gangliésidos como describieron Sadatipour ef al., (1998). En
otros experimentos, las placas se recubrieron con los extractos celulares (50 pl). Las placas se
incubaron toda la noche a 4°C con muestras de LCR y después se incubaron a temperatura
ambiente durante una hora con los anticuerpos de cabra anti-IgG conjugados con fosfatasa
alcalina descritos anteriormente. Se revelaron utilizando como sustrato p-nitrofenil-fosfato y

se leyeron a 405 nm en un equipo Spectra Fluor Tecan.

25. Purificacion de IgG humanas

Algunos LCR se utilizaron para obtener IgG humanas. Se reunieron LCR de pacientes
con EM y OEN (Otras Enfermedades Neurologicas) (12 a 14 ml de cada grupo de 5 a 7
pacientes), y sus IgG se purificaron con una columna de afinidad de proteina G-sefarosa

(Amersham Biosciences, Espafa) siguiendo las instrucciones del fabricante.

26. Inmunoprecipitacion

Los extractos celulares se sometieron a un paso de preinmunoprecipitaciéon previa
incubandolos con IgG (procedentes del suero de donantes de sangre) y proteina G-sefarosa.
Estos extractos (500 pg) se inmunoprecipitaron con IgG purificadas de los LCR de pacientes
con EM durante 2 horas a temperatura ambiente en tampon A. Después, se aiadio proteina G-
sefarosa (100 pl de resina al 50%), se mantuvo una hora a 4°C y se centrifugd. Los
inmunoprecipitados se lavaron tres veces en 1 ml de tampén con HEPES-KOH 25mM, pH
7,4, DTT 1 mM y acetato magnésico 4 mM y se analizaron por SDS-PAGE y posterior
tincion de los geles con plata o transferencia a membranas e inmunodeteccion. Se llevaron a
cabo controles en paralelo en los que se omitieron los extractos celulares (con tampén A
s0lo).

En otros experimentos, se inmunoprecipitaron los extractos celulares (200 pg)
obtenidos de los cultivos celulares de embriones de rata o de células de neuroblastoma
humano con 5 pg de anticuerpo anti-Hsp90 monoclonal y 50 pl de proteina G-sefarosa como

se ha descrito anteriormente.
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27. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

Las bandas de proteinas procedentes de la inmunoprecipitacion se recortaron de los
geles de poliacrilamida y se procesaron automaticamente utilizando un equipo Investigator
ProGest™ (Genomics Solutions, Gran Bretafia) (Houthaeve et al., 1995). El protocolo de
digestion utilizado fue el de Schevchenko et al., (1996) con algunas variaciones: los
fragmentos de gel se lavaron con bicarbonato amonico 25 mM vy acetonitrilo antes de su
reduccion con DTT 10 mM en bicarbonato amoénico 25 mM y su alquilacion con
yodoacetamida 100 mM en bicarbonato aménico 50 mM. Después los fragmentos de gel se
lavaron con bicarbonato amoénico 50 mM y acetonitrilo y se secaron con una corriente de
nitrogeno. Se afadio tripsina porcina modificada (para secuenciacion; Promega, EEUU) a una
concentracion final de 16 ng/ul en bicarbonato amoénico 25 mM para realizar la digestion de
proteinas durante 12 horas a 37°C. Los péptidos se eluyeron con acetonitrilo, bicarbonato
amonico 25 mM vy 4cido féormico 10% (v:v) en un volumen de extraccion final de 100 pl.

Para la obtencion de la huella peptidica se deposit6 manualmente una alicuota de 0,5
ul de solucion matriz (acido 2,5-dihidroxibenzoico 5 g/l en acetonitrilo:agua 33% y 4cido
trifluoroacético 0,1%) sobre una sonda de MALDI AnchorChip™ de 400 um y se dejo secar a
temperatura ambiente. Después se anadieron 0,5 ul de la solucion de extraccion anteriormente
mencionada y se dejaron secar de nuevo.

Las muestras se analizaron por espectrometria de masas MALDI-ToF en un
espectrometro (Bruker Reflex™ IV, Broker-Franzen Analytic GMBH, Alemania) equipado
con una fuente SCOUT™ en modo positivo. El voltaje aplicado para la aceleracion de iones
fue de 20 kV. El equipo se calibro primero externamente empleando sefiales de masa
protonada de una mezcla peptidica con un rango de masas entre 1000 y 3200 m/z y después
cada espectro se calibré internamente utilizando sefiales seleccionadas procedentes de la
autoproteolisis de la tripsina para conseguir una medida de masa tipica con una exactitud de +
30 ppm. Las masas peptidicas de los fragmentos tripsinizados se transfirieron con el programa
MS BioTools™ a la base de datos NCBInr utilizando el programa informético Mascot™
(Matrix Science, Gran Bretafia). No se establecieron restricciones en cuanto a las especies de
origen de las proteinas, y el rango de masa molecular permitido fue de 1-200 kDa. En todas
las busquedas se consideraron los siguientes limites: hasta un error como maximo en la rotura

por tripsina y una exactitud en la masa de 50 ppm.
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28. Obtencion de anticuerpos humanos por inmunoafinidad

Los extractos celulares se cargaron en un gel de electroforesis con peine continuo. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y se recort6 una tira horizontal en
la posicion de 82 kDa. Esta tira se incubd toda la noche a 4°C con 1 ml de LCR. El LCR se
recogid y se reservo como “adsorbido”. Los anticuerpos ligados a la membrana se extrajeron

con HCI pH 2,2, se neutralizaron con Tris 1 M y se dializaron en PBS.

29. Electroforesis bidimensional

La electroforesis bidimensional (2-DE) se realizO por combinacion de
isoelectroenfoque horizontal (IEF) con electroforesis SDS-PAGE utilizando un equipo
Multiphor II (Amersham Biosciences, Espafia) para la primera dimension y un equipo de
electroforesis en gel vertical para la segunda, siguiendo las instrucciones del fabricante. El
isoelectroenfoque con urea y anfolitos se realizé utilizando tiras inmovilizadas con gradiente
de pH. Los extractos celulares (hasta 100 pg) se prepararon con urea 7 M, tiourea 2 M y -
mercapto-etanol 5% y se aplicaron en tiras de 13 cm con gradiente no lineal de pH 3-10. La
electroforesis de la segunda dimension se realizé en geles de acrilamida 12% (2,6% C) de 1
mm de espesor, utilizando las tiras de IEF como gel concentrador. Posteriormente, los geles

se tifieron con plata o Coomasie, o se transfirieron a membranas.

30. Analisis estadistico

Todos los ensayos y correlaciones se llevaron a cabo de forma ciega. Los datos se
expresaron como medias * su error estandar (S.E.M.). Las correlaciones se determinaron por
el coeficiente de correlacion de Spearman (7). Las diferencias entre grupos de pacientes se
estudiaron por analisis de varianza usando el test de Kruskal-Wallis y por ANOVA seguida
por el post-test de Newman-Keuls cuando el valor de p con la ANOVA fue menor de 0,05. En
los ensayos, las diferencias significativas para las comparaciones entre grupos se
determinaron por el test Mann-Whitney o por el test de ANOVA con el post test de Dunnet
cuando el valor de p con el andlisis de varianza fue menor de 0,05. El analisis estadistico se
realizo mediante el programa informéatico PRISM®, versiones 2.0 y 4.0 para Windows (Graph

Pad Software).
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31. Productos, reactivos y equipos

Analisis de imagen: PDQest y Diversity One de Bio-Rad.

Columnas: Columnas para HPLC de fase reversa RP C18, uRPC C2/C18. Columna de
afinidad de proteina G-sefarosa de Amersham Biosciences.

Cromatografo: Amersham Biosciences con detector de fotodiodos Waters 490E y programa
informatico FPLCdirector.

Espectrofotometro: Beckman DU 640

Homogeneizador: Potter-Elvehjem vidrio-vidrio de Afora.

Inhibidores: de proteasas de Sigma, de caspasas de Calbiochem.

Lector de placas: Spectra Fluor Tecan.

Medios de cultivo: Invitrogen-Gibco.

Membranas de transferencia: de nitrocelulosa y de PVDF (Hybond-P) de Amersham
Biosciences.

Microscopios: Microscopio de fluorescencia Olympus 1X70. Microscopio confocal MRC-
1024 Bio-Rad.

Peliculas fotograficas: Agfa RX e hipersensibles Hyper-film de Amersham Biosciences.
Placas y tubos para cultivos: Costar, Afora y Falcon.

Reactivos: Sigma, Merck, Panreac y Bio-Rad.

Resinas: Proteina A-sefarosa y proteina A/G sefarosa de Amersham Biosciences.

Sistemas de electroforesis, isoelectroenfoque y transferencia: Equipo Multiphor II
(Amersham Biosciences). Acrilamida, bisacrilamida, marcadores de alto y bajo peso
molecular y el resto de reactivos de Amersham Biosciences y Bio-Rad.

Sustratos de caspasas: Calbiochem.

La procedencia del resto de los materiales se detalla en el texto.
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1. INDUCCION DE APOPTOSIS NEURONAL Y DANO AXONAL POR LCR DE
PACIENTES CON ESCLEROSIS MULTIPLE EN CULTIVOS NEURONALES

Tanto la espectroscopia de resonancia magnética como los estudios patologicos han
destacado recientemente la importancia del dafio axonal y de la apoptosis en relacion con la
EM, sin embargo el mecanismo exacto por el que se producen estos fendmenos aun sigue
siendo desconocido. Ya se ha indicado anteriormente que el dafio axonal en la EM podria ser
causado por mediadores inflamatorios solubles que podrian estar presentes en el LCR de los
pacientes. Asi pues, se ha continuado un estudio en el que se han intentado caracterizar los
LCR de pacientes con EM RR que contienen factores solubles que puedan dafiar a las
neuronas en cultivo, ya que estos factores podrian ser igualmente toxicos para su SNC. En
este grupo de ensayos se estudiaron 47 LCR de pacientes con EM RR, 12 pacientes control, 6
individuos neuroldgicamente sanos y 6 pacientes con sindrome de Guillain-Barré. Cada
muestra de LCR que se obtuvo de los pacientes se analizé individualmente, y estos ensayos
fueron ciegos respecto a sus parametros clinicos. Se realizaron 2-4 veces con diferentes lotes

de cultivos neuronales y se llevaron a cabo por duplicado.

1.1.  Analisis morfoldgico

En primer lugar, se prepararon cultivos neuronales primarios y se mantuvieron las
células en cultivo durante 4 a 6 dias. Después, los cultivos neuronales se trataron con
muestras de LCR, como se ha descrito en Materiales y Métodos, con 0.1 ml de LCR por ml de
medio DFN2 sin suero en los dias 0, 2 y 4, y se mantuvieron a 37°C hasta el dia 8-10. En cada
experimento se llevaron en paralelo controles en los que las células se trataron con 0,1 ml de
PBS por ml de medio de cultivo sin suero. El cultivo neuronal se estudi6 después del
tratamiento observando la morfologia celular por microscopia con contraste de fase (objetivo
40x). El resultado de esta observacion demostréo que los LCR de algunos pacientes con EM
resultaron ser toxicos para las neuronas en cultivo. La degeneracion de las neuronas a lo largo
de los dias de este tratamiento se defini6 por la presencia de encogimiento celular y retraccion
de las neuritas. Para realizar el andlisis de la morfologia celular, se establecidé una escala
semicuantitativa de observacion: (—), mas del 50% de las células se apreciaron encogidas y
con retraccion de las neuritas; (+/-), del 25 al 50% de las células se observaron encogidas y
con retraccion en las neuritas; (+), menos del 25% de las células se apreciaron encogidas y

con retraccion en las neuritas. El deterioro de las células se produce mayoritariamente cuando
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el cultivo tiene a partir de 8 dias de tratamiento (11-12 dias de cultivo), y este es el momento
en que se procesaron y analizaron. El valor que se dio a cada muestra fue la media de los
valores asignados a 3 x 3 campos observados por pocillo, con un area de 237.583 pm® en cada

campo (Figura 9).

Morfologia celular

¥ ¥ ¥

Observacion por contraste
de fase

0 2 4 6 8 10 12

Dias de cultivo (0.1ml LCR/mI medio)

Figura 9. Evaluacion de la morfologia neuronal durante los dias de tratamiento del cultivo con
LCR. La morfologia neuronal se observé por contraste de fase y se asigné un valor al estado de las
neuronas, estableciendo una escala semicuantitativa de observacion entre (+) y (-). El valor (+)
corresponde al cultivo en buen estado y el (-) al cultivo deteriorado. Las flechas corresponden a los
dias en que se traté el cultivo con LCR.

1.2. Viabilidad celular

La actividad neurotdxica de los LCR sobre el cultivo de neuronas también se evalud
con el ensayo de viabilidad celular. Una disminucion en la medida de MTT implica una
disfuncion mitocondrial y cuantifica la pérdida de viabilidad celular.

Ademas, se realizdé un estudio de toxicidad dosis-respuesta midiendo la viabilidad
celular para determinar la dosis toxica de LCR y observar la neurotoxicidad en los cultivos
tratados con LCR de estos pacientes con EM en comparacion con cultivos tratados con LCR
de pacientes control OEN (Figura 10). La supervivencia neuronal disminuyé con

concentraciones crecientes de LCR, de manera dosis-dependiente unicamente en los cultivos
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tratados con LCR de pacientes con EM, mientras que los LCR de OEN no resultaron toxicos

para el cultivo utilizando dosis analogas.

Figura 10. Curvas dosis-respuesta
de la viabilidad celular en los
cultivos neuronales después del
tratamiento con muestras de LCR.
Las neuronas cultivadas se trataron
con LCR de tres pacientes con EM RR
y tres controles OEN. La viabilidad
celular se cuantific6 mediante el
ensayo de MTT y se expres6 como
porcentaje de células viables. EI 100%
corresponde a la viabilidad de las
células sin tratamiento. Las
concentraciones de LCR se expresan
en ml de LCR por ml de medio de
cultivo. Las barras representan la
media+ S FM

1.3. Apoptosis neuronal
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Posteriormente, se caracterizo el tipo de muerte que sufrian los cultivos neuronales

tratados con LCR de pacientes con EM. Con este objetivo, los cultivos neuronales se trataron

con muestras de LCR de pacientes con EM y de pacientes control, y después se cuantifico la

apoptosis neuronal. El porcentaje medio de apoptosis neuronal inducida por LCR de pacientes

con EM fue 34,3 + 1,9%, significativamente diferente del porcentaje que se obtuvo con LCR

de pacientes control OEN (23,4 £+ 0,93%, p < 0,01), individuos neuroldégicamente sanos (22,8

+ 0,72%, p < 0,01) y pacientes con sindrome de Guillain-Barré (19,8 = 1,5, p <0,01) (Figura

11).
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Figura 11. Distribucién de los LCR de pacientes con respecto a la apoptosis que inducen en el
cultivo neuronal. La figura muestra la apoptosis neuronal que se induce en los cultivos por
tratamiento con LCR de pacientes: control (OEN, n=12), individuos neurolégicamente sanos (INS,
n=6), pacientes con sindrome de Guillain-Barré (GB, n=6) y pacientes con EM RR (n=47). Las barras
horizontales representan el porcentaje medio de apoptosis neuronal. Las diferencias estadisticas
entre los cuatro grupos se estudiaron por ANOVA y post test de Dunnett. Se encontré diferencia con
significacion estadistica en el grupo EM con respecto a los grupos OEN, INS y GB (**, p < 0,01). La
linea punteada horizontal representa el limite estadistico superior de apoptosis inducida por LCR del
grupo OEN (33%), que define dos categorias en la poblacién de LCR de EM: LCR que inducen altos
valores de apoptosis neuronal (ANA) y LCR que inducen valores de apoptosis analogos a los de los
controles (ANC). El porcentaje medio de apoptosis en los cultivos sin tratamiento fue de 22,5 + 1,1
(n=66). (Modificado de Cid et al., 2003b).

En el grupo OEN, el 99,7% de los valores de apoptosis neuronal, evaluada como
media £ 3 S.D., estan entre 13,8% y 33,0%. En esta poblacion, los percentiles 5 y 95 fueron
17,7% y 29,0% respectivamente. En la poblacion control total, (incluyendo el grupo OEN y
los individuos neurolégicamente sanos), el 99,7% de los valores de apoptosis neuronal estan
comprendidos entre 12,7% y 32,5%. Los percentiles 5 y 95 fueron 12,5% y 28,5%,
respectivamente. Por tanto, se considerd al valor 33% como el limite superior de los valores
control.

En el grupo de EM, el 49% de los pacientes (n = 23) tenian LCR que inducian una
apoptosis neuronal igual o mayor que el limite superior (33%) de los valores control con una
media de 45,06 + 1,92%. Este grupo de pacientes se denomindé ANA (Apoptosis Neuronal
Alta). En un segundo grupo de pacientes con EM que comprende el 51% (n = 24) de los
pacientes, los LCR indujeron una apoptosis inferior al limite superior de los valores control
con una media de 23,97 + 1,0%, valor significativamente diferente al del grupo ANA (p <
0,0001 calculado por el test de Mann-Whitney). Este segundo grupo de EM se denomino
ANC (Apoptosis Neuronal analoga a la del Control) (Figura 12 A).
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Figura 12. Induccion de daino neuronal en cultivos tratados con LCR de pacientes con EM. (A)
El grafico representa la cuantificacién de la apoptosis neuronal en cultivos tratados con LCR de
pacientes con EM. En estos LCR se pueden considerar dos grupos significativamente diferentes (p <
0,0001, test de Mann-Whitney). En el diagrama de cajas la media de los datos se muestra como una
linea horizontal, los extremos de la caja representan su S.E.M., y las lineas superior e inferior
representan los datos maximo y minimo. (B) Los LCR de pacientes con EM del grupo ANA mostraron
valores de viabilidad celular medida con el ensayo de MTT significativamente mas bajos que los del
grupo ANC (p < 0,0071).

El porcentaje de apoptosis en los cultivos control en los que no se afiade LCR fue 22,5
+ 1,1 (n = 66). La ausencia de suero en el medio de cultivo, necesaria para evitar la
proliferacion glial, es por si misma inductora de apoptosis.

Por otra parte, también se observé que los LCR de los pacientes con EM que
pertenecian al grupo ANA indujeron una pérdida de viabilidad celular significativa con
respecto al grupo ANC (Figura 12 B). Este resultado demuestra que la falta de viabilidad de
los cultivos tratados con estos LCR de pacientes con EM del grupo ANA y la apoptosis
inducida son dos fenémenos paralelos, o lo que es lo mismo, que la pérdida de viabilidad de

estas neuronas debe ser producida por apoptosis.

1.4. Evaluacion del dafio axonal y neuritico

Una vez observada la neurotoxicidad de los LCR de un grupo de pacientes con EM
sobre los cultivos neuronales, se intentd determinar si este proceso alteraba de algiin modo la
morfologia de los procesos neuronales y la estructura del citoesqueleto neuronal, y para ello

se llevd a cabo su analisis morfologico y su estudio inmunocitoquimico.
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En el analisis morfologico que se realiz6 en los cultivos tratados con LCR de pacientes
con EM del grupo ANC se observaron procesos neuronales completos (Figura 13 A), mientras
que los cultivos tratados con LCR del grupo ANA presentaron caracteristicas indicativas de
dafio axonal y apoptosis tales como fragmentacion de neuritas y cuerpos neuronales retraidos
(Figura 13 C). Los resultados obtenidos en los experimentos control (tratamiento con PBS) y
con LCR del grupo OEN fueron similares a los obtenidos con el grupo ANC.

Los cambios neuronales patologicos que se produjeron como consecuencia del
tratamiento del cultivo con LCR se determinaron también mediante estudios
inmunocitoquimicos realizados en paralelo a la observacion por microscopia con contraste de
fase. Las neuronas se marcaron con anticuerpos contra la proteina especifica del
citoesqueleto de las neuronas B-tubulina isotipo III y con fluoresceina como anticuerpo
secundario, y posteriormente se observaron por microscopia confocal. Para analizar el dafio
de los procesos neuriticos y axonales se establecidé una valoracién semicuantitativa,
denominando “sin dafio axonal” (B-tubulina +), cuando menos del 25% de las neuronas
mostraban axones o neuritas rotos, y denominando “con dafio axonal” (B-tubulina -) cuando
mas del 25% de las neuronas marcadas mostraban axones o neuritas rotos. El valor final de
cada muestra fue la media de los valores asignados a 3 x 3 campos por cubre y por duplicado.

Entre los LCR de los pacientes con EM se observaron estos dos tipos de
inmunorreactividad frente a B-tubulina. Unicamente los cultivos tratados con LCR de los
grupos ANC y OEN presentaron neuritas intactas, que se observan como lineas continuas
marcadas con P-tubulina (Figura 13 B). Por el contrario, los cambios patologicos en las
neuronas se hicieron evidentes en los cultivos tratados con LCR del grupo ANA (Figura 13
D). Estos procesos neuronales aparecieron fragmentados, e incluso cuando el dafio fue

extremo, se observd degeneracion neuritica total identificada por la ausencia de marcaje.
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Sin dano axonal (B-tubulina +)

Con dano axonal (B-tubulina -)

Figura 13. Dafio axonal inducido por LCR de pacientes con EM. Las neuronas se observaron en
el mismo campo por microscopia confocal utilizando un detector de luz de transmision (A, C) y un
filtro con paso de banda de 522-535 nm para la B-tubulina marcada con fluoresceina (B, D). Las
imagenes A y B son neuronas tratadas con LCR del grupo ANC y presentan cuerpos neuronales
completos y procesos completos marcados con B-tubulina, lo cual indica neuronas y axones intactos
(sin dafio axonal). Las imagenes C y D son neuronas tratadas con LCR de pacientes del grupo ANA y
presentan cuerpos neuronales deteriorados con procesos neuronales discontinuos (con dafio axonal).
Barra de escala, 50 um. (Alcazar et al., 2000).
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1.5. Relacion entre apoptosis neuronal y dafio axonal

Para confirmar la relacion entre la apoptosis neuronal y el dafio axonal, se observaron
en paralelo los marcajes con TUNEL y [B-tubulina en preparaciones gemelas. De los 47
pacientes con EM estudiados en este grupo de ensayos, 18 de ellos tenian LCR que no
inducian dano axonal en los cultivos neuronales y que pertenecian al grupo ANC. Los 29
LCR restantes indujeron dafio axonal en los cultivos, y de ellos 23 pertenecian al grupo ANA

y 6 al grupo ANC (Figura 14).
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Figura 14. Relacion entre la apoptosis neuronal y el dafio axonal inducido por LCR de
pacientes con EM en cultivos neuronales. El grafico representa la cuantificacion de la apoptosis
neuronal en cultivos tratados con LCR de pacientes con EM y su relaciéon con el dafio axonal. Los 18
LCR del grupo ANC no ocasionaron dafio axonal en cultivos neuronales y el valor medio de apoptosis
que indujeron en cultivo fue 23,08 + 1,03, mientras que otros 29 LCR (23 del grupo ANA y 6 del grupo
ANC) indujeron dafio axonal y una apoptosis de 41,25 + 2,12 (***,p < 0,0001, test de Mann-Whitney).

En resumen, se pueden apreciar dos grupos de LCR en los pacientes con EM en cuanto
a la neurotoxicidad que inducen en los cultivos. En la tabla I se muestran los datos relativos a
estos dos grupos de LCR y se puede observar que los que inducen mayores porcentajes de
apoptosis y menor viabilidad segin el ensayo de MTT también inducen mayor dafio axonal
observado con B-tubulina (grupo ANA), mientras que los que inducen menores valores de

apoptosis en cultivo, presentan mayores valores de viabilidad y menor dafio axonal (grupo
ANC).
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Tabla I. Comparacion entre los valores de apoptosis, viabilidad y dafio axonal obtenidos con
LCR de los grupos de EM ANC y ANA

gr upo ANC gr upo ANA

(n=24) (n=23)

Apopt osi s 23,97 £ 1,0 45,06 + 1,92 <0, 0001

Vi abi | i dad cel ul ar
(MIT en U A) 1,932 + 0,059 1,672 + 0, 055 <0, 0071

+

Con dafio axonal
(B-tubul i na-) 6/ 24 (25% 23/ 23 (100% <0, 0001

Los analisis estadisticos para la comparacion de los datos de apoptosis y viabilidad se realizaron con
el test de Mann-Whitney. Los datos de dafio axonal indican la proporciéon de LCR del grupo ANC y del
grupo ANA que inducen dafio axonal en cultivo. Entre paréntesis se indica el porcentaje de esta
proporcién. El analisis estadistico de los datos de dafo axonal se realizé con el test de Fisher.
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2. CORRELACION ENTRE LA NEUROTOXICIDAD INDUCIDA POR LCR DE
PACIENTES CON EM EN CULTIVOS NEURONALES Y LA PATOLOGIA DE LOS
PACIENTES

Puesto que todos los resultados obtenidos hasta el momento apuntaban la posibilidad
de que la toxicidad de los LCR sobre las neuronas en cultivo estuviera relacionada con la
incapacidad de los pacientes, confirmando que la disfunciéon y el dafio neuronal pueden ser
fundamentales en los mecanismos de discapacidad, estudiamos si existia algin tipo de
relacion entre la neurotoxicidad inducida por los LCR de pacientes con EM y la patologia de
los pacientes. Para evaluar el estado de los pacientes y su recuperacion después de los brotes
de la enfermedad, se utilizaron dos pardmetros: la hipointensidad de sus lesiones en
secuencias ponderadas en T1 en las IRM y la valoracion de la incapacidad clinica de los
pacientes en la escala EDSS.

En estos ensayos se estudiaron 24 pacientes con EM RR. Las caracteristicas clinicas
de los pacientes revelaron que en algunos de ellos la incapacidad neurolédgica debida al brote
no se recuperd completamente, y que ese déficit se mantendria un mes mas tarde del brote. En
estos pacientes, el valor de EDSS fue el mismo antes y después del brote o su mejoria fue
limitada en la escala funcional, representando un porcentaje de recuperacion del brote de un
50% o menor. En otros pacientes, la incapacidad neuroldgica se recuperd completamente, o
acumularon solamente un déficit residual un mes después del brote. Su valor de EDSS mejor6
varios puntos en esta escala funcional. Estos valores representaron un rango de 60-100% de

recuperacion.

2.1. Correlacion entre la recuperacion del brote y la hipointensidad de las lesiones en T1

Para la realizacion de este estudio se dispuso de IRM con secuencias ponderadas en
T2, T1 y T1 con contraste de gadolinio de los 24 pacientes con EM. Se considera que las
imagenes de resonancia magnética en T2 reflejan inflamacion y edema, y que los cambios en
el nimero y volumen de lesiones en T2 son indicadores sensibles pero no especificos de
actividad de la enfermedad. Ademas, en las lesiones cronicas se producen degeneracion
axonal y gliosis que se observan en las secuencias en T1 como lesiones hipointensas
denominadas "agujeros negros" o “black holes”, estas lesiones si se consideran especificas de
actividad de la enfermedad ya que se ha demostrado histolégicamente que las lesiones

hipointensas en T1 estan causadas por destruccion tisular y pérdida axonal, y estan mas
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relacionadas con el déficit permanente que las lesiones hiperintensas en T2 (Briick et al.,
1997; Van Walderveen ef al., 1998; Van Waesberghe et al., 1999).

Todos los pacientes mostraron lesiones hiperintensas en las secuencias ponderadas en
T2. En 13 de las 24 IRM aparecieron también lesiones hipointensas en las secuencias
ponderadas en T1. En las IRM de los 11 pacientes restantes, no se encontraron lesiones en las
secuencias en T1 y su valor de hipointensidad relativo (1,0) fue el correspondiente a la
sustancia blanca normal. Las lesiones en T1 se clasificaron, segiin su grado de hipointensidad,
como moderadamente hipointensas (rango 0,9-0,7), muy hipointensas (rango 0,7-0,5) o

extremadamente hipointensas (rango 0,5-0,1).
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Figuras 15. Correlacidon entre la recuperacion del brote y la hipointensidad en las secuencias
ponderadas en T1. La recuperacion de los brotes se expresé como puntuacion en el EDSS después
del brote. Los valores decrecientes de hipointensidad corresponden a distintos grados de
hipointensidad de las diferentes lesiones en T1. El valor 1,0 representa a la sustancia blanca normal
sin lesiones en las secuencias en T1. Para estudiar la correlacién en este estudio se consideraron
tanto la media de las lesiones hipointensas (T1media) (A) como la lesiébn mas hipointensa encontrada
en cada paciente (T1naxima) (B). La correlacion se realizé mediante el test de Spearman. A: r = -0.573,
p <0.002. B: r=-0.587, p < 0.0013.

Al comparar la recuperacion clinica del brote y la hipointensidad de las lesiones en T1
se pudo comprobar que la hipointensidad de las lesiones en T1 se correlaciond con la
recuperacion del brote en la valoracion EDSS (Figuras 15 A y B). Cuanto mayor fue la
hipointensidad en T1 en las IRM, peor fue la recuperacion del brote. Ademas, la incapacidad

clinica de estos pacientes se correlacion6 mejor con la hipointensidad de las lesiones en T1
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cuando se midio la lesion mas hipointensa en lugar de la media de las lesiones hipointensas (r
=-0,573, p <0,002; r=-0,587, p < 0,0013 respectivamente).

Por otra parte, se establecid6 una correlacion andloga utilizando el porcentaje de
recuperacion en la valoracion EDSS, en lugar de sus valores absolutos. Se observd que la
hipointensidad media de las lesiones en T1 también se correlaciond estrechamente con el
porcentaje de recuperacion del brote en la valoracion EDSS. Cuanto mayor fue la
hipointensidad en T1 en las IRM, peor fue la recuperacion del brote (inferior al 50%) (Figura
16 A). Ademas, los cambios clinicos de los pacientes con EM se correlacionaron mas con la
hipointensidad media de las lesiones en T1 cuando se utilizaron los valores FS en lugar de
valores de EDSS (Figuras 16 B) (r = 0,656, p < 0,0005; » = 0,724, p < 0,0001 para porcentaje
de EDSS y porcentaje de FS respectivamente). La incapacidad clinica de estos pacientes
expresada en porcentaje de EDSS también se correlaciond mejor con la hipointensidad de las
lesiones en T1 cuando se midio la lesion mas hipointensa en lugar de la media de las lesiones

hipointensas (» = 0,640, p = 0,0007 y » = 0,715, p < 0,0001 con los valores de EDSS y FS

respectivamente).
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Figuras 16. Correlacién entre el porcentaje de recuperacion del brote y la hipointensidad en las
secuencias ponderadas en T1. La recuperacion de los brotes se expresé como porcentaje de
recuperacion en el EDSS después del brote. Un valor del 100% corresponde a pacientes que se
recuperan completamente del brote. Para estudiar la correlacién en este estudio se considerd la
media de las lesiones hipointensas (T1e4ia) frente al porcentaje de recuperacion en los valores de
EDSS (A) o de FS (B). La correlacion se realizé mediante el test de Spearman. A: r = 0.656, p <
0.0005. B: r=0.724, p < 0.0001. (Cid et al., 2002).
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2.2. Correlacion entre los datos clinicos de los pacientes y la apoptosis neuronal inducida

en cultivos por LCR de pacientes con EM

Ademas, se estudid la relacion entre el efecto de los LCR de pacientes con EM en
cultivos neuronales y la respuesta clinica después del brote de cada paciente. En la Figura 17
se puede observar la correlacion entre la recuperacion de los pacientes después del brote y la
apoptosis neuronal que inducen sus LCR. Hay un mayor porcentaje de mejoria en el valor de
EDSS en el grupo de pacientes que tienen un LCR que induce valores bajos de apoptosis
neuronal en los cultivos tratados. Esta recuperacion estaba inversamente correlacionada con el
porcentaje de apoptosis neuronal (Figura 17 B) (r = -0,725, p < 0,0001). La incapacidad
clinica en estos pacientes se correlaciond mas exactamente con la apoptosis neuronal cuando
se utilizaron los valores de FS (r = -0,743, p <0,0001) en lugar de valores de EDSS (datos no

mostrados).

>

2
2 o)
g Y1001 - -
o) e A
— 4 =
3 o
n 37 * °
\Q) —_
S Q _
%2- E 50
(0] ©
° | c
3
©
a 0— A A M A g 0— A A AA
=)
O
(0]
[n'd

1 1 1 1 1 T ] ] 1 ) ) 1 I
0 10 20 30 40 50 60 70 10 20 30 40 50 60 70
Apoptosis neuronal (%) Apoptosis neuronal (%)
Figura 17. Correlacion entre la recuperacion del brote de los pacientes con EM y la apoptosis
neuronal en cultivos tratados con LCR de estos pacientes. La recuperaciéon de los brotes se
expres6 como puntuacion en el EDSS después del brote (A) y como porcentaje de recuperacion en el

EDSS después del brote (B). La correlacion con los porcentajes de apoptosis neuronal se realizé
mediante el test de Spearman. A: r= 0,521, p < 0,009. B: r =-0,725, p < 0,0001. (Cid et al., 2002).

También se estudiaron los datos bioquimicos de los LCR con el fin de identificar si
existia alguna correlacion con los efectos toxicos observados en los cultivos neuronales. No se
encontrd ninguna correlacion con los parametros de los LCR relacionados con fendmenos
inflamatorios tales como el nimero de células (» = 0,280, p = 0,185), el cociente de albumina

(r=10,022, p=0,916) o el indice de IgG (= 0,027, p = 0,897) y la apoptosis neuronal.
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2.3. Correlacion entre la apoptosis neuronal inducida en cultivos por LCR de pacientes

con EM y la hipointensidad de sus lesiones en T1

Dado que existe una correlacion entre la recuperacion del brote y el porcentaje de
apoptosis inducida en el cultivo (Figura 17) y que también estdn correlacionados la
recuperacion del brote con la hipointensidad de las lesiones en T1 (Figuras 15 y 16), hemos
estudiado si la hipointensidad de las lesiones en T1 y la apoptosis estan correlacionadas entre
si. Los resultados de este estudio demostraron que la correlacion entre la apoptosis neuronal
inducida en los cultivos y la hipointensidad de la lesion en T1 fue muy elevada, no solo
cuando se utilizo la hipointensidad media de las lesiones sino también cuando se utiliz6 la
lesion mds hipointensa (r = -0,779, p < 0,0001 y » = -0,793, p < 0,0001, respectivamente;
Figura 18).
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Figura 18. Correlacion entre la hipointensidad de las lesiones en T1 de los pacientes con EM y
la apoptosis neuronal en cultivos tratados con LCR de estos pacientes. La correlacion se
determind tanto con la media de las lesiones hipointensas en T1 (T1edia; linea continua) como con la
lesion mas hipointensa en T1 (T1 axima; linea discontinua). Un valor de hipointensidad de 1,0
corresponde a pacientes sin lesiones en T1. (Cid et al., 2002).

Los LCR del grupo de pacientes sin lesiones en T1 (valor de hipointensidad 1,0)
indujeron bajos porcentajes de apoptosis cuando se trataron con ellos los cultivos neuronales.
(Figura 19 A, B y C). El grupo de pacientes con EM con lesiones en T1 moderadamente
hipointensas (con valores 0,9 - 0,7) o con lesiones muy o extremadamente hipointensas (con

valores 0,7 - 0,1) correspondieron a valores crecientes de apoptosis neuronal estadisticamente
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significativos (*, p < 0,05 y *** p < 0,001, respectivamente) cuando los cultivos se trataron

con sus respectivas muestras de LCR (Figura 19 A, D y E).
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Figura 19. Los LCR de pacientes con EM con lesiones en T1 inducen apoptosis neuronal en
cultivos. (A) El diagrama de cajas representa la apoptosis inducida en cultivos neuronales por LCR
de pacientes con EM sin lesiones en T1 o con lesiones moderadas o con lesiones muy o
extremadamente hipointensas (*, p < 0,05, ***, p < 0,001, post-test de Newman-Keuls). Las IRM
sagitales realizadas en secuencias ponderadas en T1 en pacientes con EM no mostraron lesiones en
11 casos (B) y mostraron lesiones en 13 casos (D). La flecha blanca indica las lesiones hipointensas
en T1 en las IRM. (C) y (E) Induccién de apoptosis en cultivos neuronales por LCR de pacientes con
EM sin lesiones (C) y con lesiones (E) en T1. (C) y (E) corresponden a una imagen representativa del
ensayo de apoptosis TUNEL en cada caso. (Insertos) Tinciones con Hoechst. Barra de escala, 50 um.
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2.4. Relacion entre la recuperacion clinica de los pacientes y la hipointensidad de sus

lesiones en T1 con el dafio axonal inducido por su LCR en los cultivos neuronales

Teniendo en cuenta estos resultados y la ya descrita relacion existente entre la
apoptosis y el dafio axonal (Figura 14), se estudidé la relaciéon entre el porcentaje de
recuperacion en el EDSS y la hipointensidad de las lesiones de los pacientes en T1 con el
dafo axonal que inducian sus LCR en los cultivos neuronales (Figura 20). Segun los
resultados obtenidos, los pacientes con EM se agruparon en dos grupos. Uno de los grupos
con pacientes con LCR que no producian daiio axonal en cultivo y que se recuperaron mejor
del brote (porcentaje de recuperacion 71,9 £ 7,0%, p < 0,0126), y otro grupo de pacientes
cuyos LCR indujeron dafio axonal en los cultivos neuronales y presentaron baja recuperacion

del brote (porcentaje de recuperacion 34,5 + 9,0%) (Figura 20 A).
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Figura 20. Relacion entre la recuperacién del brote de los pacientes y sus lesiones en T1 con el
daino axonal que inducen sus LCR en cultivos neuronales. El dafio axonal se detecté en los
cultivos tratados con LCR por observacion mediante microscopia confocal de neuronas marcadas con
B-tubulina. (A) Comparacion entre el porcentaje de recuperacion del brote de los pacientes con EM
cuyos LCR no inducen y si inducen dafo axonal (porcentaje de recuperacion 71,9 + 7,0y 34,5+ 9,0
respectivamente). Un valor del 100% representa recuperacion clinica completa en la escala EDSS. El
analisis estadistico de comparacion entre pacientes con EM se realizé mediante el test de Mann-
Whitney; **, p < 0,0126. (B). Todos los LCR que no indujeron dafio axonal correspondieron a
pacientes sin lesiones en T1 (valor de hipointensidad = 1,0). Los LCR de todos los pacientes con
lesiones hipointensas en T1 indujeron dafio axonal en cultivos neuronales. El diagrama de barras
representa la media + S.E.M. de los respectivos valores de hipointensidad. ***, p < 0.005, test de
Wilcoxon.
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Un resultado analogo se obtuvo al relacionar la hipointensidad de las lesiones de los
pacientes en T1 con el dafio axonal inducido por sus LCR en los cultivos neuronales (Figura
20 B). Los pacientes cuyos LCR no dafiaban los axones de las neuronas cultivadas no
presentaban lesiones en T1 mientras que los pacientes con lesiones hipointensas en T1 tenian
LCR que indujeron dafio axonal en cultivo.

En resumen, es importante destacar que las lesiones hipointensas en T1 sélo se
encontraron en aquellos pacientes cuyos LCR inducian apoptosis neuronal y dafio axonal en

los cultivos significativamente elevados (Figuras 20 By 21).
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Figura 21. IRM y dafio axonal inducido en cultivos neuronales tratados con LCR de pacientes
con EM. Las 24 IRM realizadas mostraron lesiones hiperintensas en las secuencias ponderadas en
T2 (imagenes de la izquierda). De estas, 11 no presentaron lesiones hipointensas (agujeros negros)
ni captaron contraste de gadolinio en las secuencias ponderadas en T1 (imagen superior central). Las
imagenes con agujeros negros (13 de las 24) correspondieron a pacientes cuyos LCR indujeron dafio
axonal en cultivos neuronales (imagenes inferiores). Las flechas blancas representan las lesiones
hipointensas en secuencias en T1.
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2.5. Induccion de apoptosis neuronal y dafio axonal en cultivos por LCR de pacientes

con EM con lesiones en T1

Hemos descrito anteriormente que la apoptosis inducida en cultivos neuronales por los
LCR de pacientes con EM RR con mala recuperacion en el valor de EDSS después del brote
es significativamente mayor que la que inducen los LCR de pacientes con EM RR con buena
recuperacion, estando la apoptosis neuronal y la recuperacion después del brote inversamente
correlacionadas. Al clasificar a los pacientes estudiados segiin los grupos ANA y ANC, 13
pertenecerian al grupo ANA y los 11 restantes al grupo ANC (los 13 pacientes no fueron
exactamente los mismos que tenian lesiones hipointensas en T1, el nimero es casual).

Logicamente, al comparar los grupos ANA y ANC, se encontrd una diferencia
significativa en los valores de EDSS después del brote (1,9 = 0,35 y 0,86 = 0,22 para los
grupos ANA y ANC respectivamente, p < 0,0363). Asi pues, los pacientes del grupo ANA
presentaron mala recuperaciéon después del brote en el valor de EDSS. También se
encontraron diferencias significativas entre los dos grupos en la presencia de lesiones en T1.
El 92% de los pacientes del grupo ANA (12 de los 13) presentaron lesiones en T1, con una
hipointensidad media de 0,6 + 0,24. Sin embargo, significativamente, solo el 9% de los
pacientes del grupo ANC (1 de 11; p < 0,0001) presentaron lesiones en T1, con una
hipointensidad media para todo este grupo de 0,97 + 0,09. Esta correlacion ya se observaba
en la Figura 19 en la que todos los pacientes con lesiones hipointensas graves pertenecen al
grupo de pacientes ANA, puesto que inducen porcentajes de apoptosis en cultivo superiores al
33%.

Sin embargo, el andlisis de las variables clinicas de los pacientes y los datos
bioquimicos de los LCR no mostr6é diferencias significativas, utilizando el test de Mann-
Whitney (Tabla II), entre los dos grupos de EM, ANA y ANC, respecto a la edad (30,8 + 2,6
afnos con respecto a 26,7 £ 2,1, p < 0,5936), duracion de la enfermedad (9,9 + 3,2 meses con
respecto a 7,8 £4.,9, p <0,2297), EDSS inicial (2,9 + 0,5 con respecto a 2,8 = 0,16, p < 0,56),
nimero de células en su LCR (3,2 + 1,0 células/ul con respecto a 2,3 + 0,7, p < 0,4143),
cociente de albumina (4,4 = 0,5 con respecto a 4,8 £ 0,8, p < 0,7499) o indice de IgG (1,16 £
0,16 con respecto a 0,85 = 0,09, p <0,2235).
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Tabla Il. Comparacién de las variables clinicas de los pacientes y de los datos bioquimicos de
los LCR de pacientes con EM de los grupos ANA y ANC

Vari abl e

Sexo (F, fenenino; 9Fy 4 M 9Fy 2 M

M rmascul i no)

Edad (afos) 30,8 + 2,6 26,7 +2,1 < 0,5936
Dur aci 6n enf er nedad 9,9 + 3,2 7,8 + 4,9 < 0,2297
(neses)

Coci ente de al bum na 4,4 + 0,5 4,8 + 0,8 < 0,7499
I ndice de 1gG 1,16 + 0,16 0,85 + 0,09 < 0,2235

N° de células(cél./pul) 3,2 £+ 0,10 2,3 +0,7 < 0,4143

EDSS i ni ci al 2.9 +0,5 2,8 + 0,16 < 0,5600

N

0, 0363

I+

EDSS después del brote 1,9 + 0,35 0,86 + 0,22

Hi poi nt ensi dad de | a 0,6
lesion (T1 )

I+

0,24 0,97 + 0,09 < 0,001

Con | esi ones 12/ 13 (92% 1/11 (9% < 0, 0001
hi poi nt ensas en T1

Los datos clinicos y bioquimicos de los pacientes con EM y de sus LCR se estudiaron utilizando un
analisis estadistico para determinar su posible relacion con los grupos de EM ANA y ANC. No se
encontraron diferencias significativas entre los dos grupos excepto en el EDSS después del brote y en
la hipointensidad de las lesiones en T1. Los datos se expresan como media + S.E.M. El analisis
estadistico se realizé con el test de Mann-Whitney, excepto en el andlisis de la proporcion de
pacientes con lesiones hipointensas en T1 en el que se utilizo el test de Fisher (entre paréntesis el
porcentaje de esta proporcion).
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3. CARACTERIZACION DEL FACTOR NEUROTOXICO DEL LCR CAUSANTE
DEL DANO NEURONAL

Con el objetivo de identificar la naturaleza del factor toxico que contienen los LCR de
pacientes con EM se realizaron una serie de experimentos en los que se estudiaron 15 LCR de

pacientes con EM y 13 LCR controles.

3.1. Inactivacion del complemento y adsorcion de inmunoglobulinas

El sistema de complemento tiene un papel fundamental en los mecanismos de defensa
contra agentes infecciosos y en el proceso inflamatorio. Esta formado por una treintena de
proteinas plasmaticas, algunas de las cuales crean canales transmembranales dando lugar a la
lisis osmotica de las células. Ante la posibilidad de que el efecto neurotdxico de los LCR de
pacientes con EM estuviera mediado por estas proteinas, se intentaron inactivar por calor. Es
conocido que los componentes C1 y C2 del complemento se desnaturalizan calentdndolos 3
minutos a 56°C, mientras que los componentes C3, C4 y el complejo C5b9 se desnaturalizan a

56°C durante 30 minutos.
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Figura 22. Tratamiento térmico del LCR. El tratamiento a 56°C de LCR de pacientes con
EM del grupo ANA no aumentd la viabilidad neuronal medida con el ensayo de MTT, lo cual
demuestra que la activacion del complemento no es causante de la neurotoxicidad del LCR. Las
barras indican la media = S.E.M. de los valores obtenidos con tres LCR diferentes de pacientes con
EM.

El tratamiento a 56°C durante 30 minutos de LCR de pacientes con EM del grupo

ANA no aument0 la viabilidad neuronal medida con el ensayo de MTT cuando los cultivos se
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trataron con estos LCR, con respecto a la viabilidad de los cultivos tratados con los mismos
LCR sin calentar. Con este ensayo se demuestra que la activacion del complemento no es
causante de la neurotoxicidad del LCR (Figura 22).

De todas las anomalias inmunolédgicas descritas en la EM, la mas frecuente se refiere a
las inmunoglobulinas en el LCR, por lo que tradicionalmente se ha supuesto que la inmunidad
humoral desempefia un papel principal en su patogenia. Para comprobar si estas proteinas
estaban involucradas en la neurotoxicidad de los LCR, se eliminaron por adsorcion. Las IgM
e IgG se retiraron de los LCR con IgG (conejo) anti-IgM humana y proteina A-sefarosa y con
proteina G-sefarosa respectivamente. Su eliminacion, que se comprobd mediante
electroforesis (Figura 23 A), no disminuy6 el efecto neurotoxico del LCR en los cultivos
neuronales (Figura 23 B). Asi pues, tampoco las inmunoglobulinas son causantes de la

neurotoxicidad de los LCR.

1 2 3 1 2 3
= T Figura 23. Inmunoprecipitacion de
- - R IgM e IgG del LCR. La
He™ e & '™ inmunoprecipitacion de IgM y
Y = — posterior adsorcion de éstas y de las
- IgG humanas de los LCR con
— proteina A/G-sefarosa se comprobd

L . mediante electroforesis con SDS y
tincion con plata (A) o transferencia e
inmunodeteccion con 1gG (conejo)
O anti-lgM (humana) y proteina A
fosfatasa alcalina respectivamente.

(B ) Linea 1, LCR completo;
lineas 2 'y 3, LCR  sin
inmunoglobulinas G y M (lg). Los
B marcadores de peso molecular son
de 94, 67, 43, 30, 20,1 y 14 kDa. La
inmuno-precipitacion de 1gG e IgM
de los LCR de pacientes con EM RR
del grupo ANA no disminuyé su
efecto neurotdéxico medido como
porcentaje de apoptosis neuronal
inducida en el cultivo (C). Las barras
indican la media + S.E.M. de los
valores obtenidos con cuatro LCR de

pacientes con EM diferentes.
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3.2. Analisis de péptidos inductores de apoptosis

Entre los compuestos relacionados con la EM se encuentran diversos péptidos tales
como TNF-a (Sharief et al., 1991) o bloqueantes de los canales de sodio como el
pentapéptido QYNAD (Brinkmeier et al., 2000). Considerando que alguno de ellos podria ser
inductor de apoptosis y dafio axonal en nuestros cultivos, se investigod la presencia de estas
moléculas en los LCR de pacientes con EM del grupo ANA mediante HPLC en fase reversa
de forma andloga a como se analizaron los LCR (ver apartado 3.5.). El TNF-a eluy¢ en la
fraccion 10, que no resultd ser toxica en los LCR (ver figura 28). El pentapéptido QYNAD
eluyo en la fraccidn numero 7, que si fue una fraccion toxica de los LCR. Sin embargo, al
realizar un estudio de toxicidad dosis-respuesta del pentapéptido QYNAD para determinar si
era inductor de apoptosis en los cultivos neuronales, los resultados demostraron que este
péptido no era neurotoxico en dosis de hasta 50 uM (Figura 24), a pesar de que se habia
descrito que su efecto como bloqueante de los canales de sodio se manifiesta a una
concentracion de 10 uM (Brinkmeier et al., 2000).

En conclusion, los resultados obtenidos demuestran que ninguno de estos péptidos son

causantes de neurotoxicidad en los cultivos neuronales.
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Figura 24. Induccién de apoptosis por el pentapéptido QYNAD. Los datos de apoptosis
representan la media + S.E.M. de los valores obtenidos con tres experimentos diferentes.
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3.3. Analisis de glutamato

Se ha descrito que el exceso de glutamato extracelular puede ser uno de los factores
neurotoxicos implicados en diversas enfermedades neurodegenerativas incluida la EM, y
también se ha demostrado recientemente la excitotoxicidad del glutamato en un modelo de
EAE (Pitt et al., 2000) y en cultivos de oligodendrocitos humanos (Pitt ef al., 2003). En este
estudio, hemos analizado por HPLC la concentracion de glutamato en el LCR de los
pacientes, encontrando unos niveles de 2 uM. Ademés, hemos determinado mediante los
ensayos de MTT y TUNEL que este aminoacido es inductor de apoptosis en nuestro modelo

experimental a partir de 6 uM (Figura 25).
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Figura 25. Viabilidad y apoptosis de neuronas corticales en cultivo después del tratamiento
con concentraciones crecientes de glutamato. (A) La viabilidad celular se evalué utilizando el
ensayo de MTT. (B) Apoptosis inducida por glutamato. Los datos representan la media + S.E.M. de
tres a seis experimentos llevados a cabo por duplicado. Las diferencias estadisticas se estudiaron por
el test de ANOVA vy el post test de Dunnett (*,p < 0,05 y **, p < 0,01 con respecto a las células sin
tratar).

Este efecto toxico del glutamato 6 uM se inhibi6 en presencia de NBQX (2,3-
dihidroxi-6-nitro-7-sulfamoil-benzo(f)quinoxalina-2,3-diona), un antagonista del receptor de
glutamato AMPA (Acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol-propionico)/kainato (Figura
26), demostrando que la induccion de apoptosis por glutamato en los cultivos neuronales es a

través de estos receptores. Asi pues, el factor neurotoxico implicado en la EM no parece ser el

glutamato libre.
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Figura 26. Viabilidad neuronal y apoptosis tras la exposicion al antagonista de glutamato
NBQX en cultivos tratados con glutamato. El NBQX protegié de la toxicidad del glutamato 6 uM,
sin afectar a las células control. Los datos representan la media + S.E.M. de tres experimentos
llevados a cabo por duplicado. Las diferencias estadisticas se estudiaron por el test de ANOVA vy el
post test de Dunnett (**, p < 0,01 con respecto a las células control; ¥, p < 0,05y ™, p < 0,01 con
respecto a las células tratadas con glutamato).

3.4. Aislamiento del factor toxico por exclusion molecular

Los LCR de pacientes con EM RR del grupo ANA y de pacientes control se filtraron a
través de una membrana con una exclusion molecular de 30 kDa. Con este tipo de membranas
se pueden aislar moléculas analogas al TNF- o que se han relacionado con la patologia de la

EM. Las fracciones filtradas (con moléculas menores de 30 kDa) y las retenidas (mayores de
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30 kDa) se usaron en el tratamiento del cultivo neuronal. Los resultados indicaron que el

factor neurotoxico se encontraba en la fraccion menor de 30 kDa. (Figura 27).
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Figura 27. Fraccionamiento del LCR. La neurotoxicidad de la fraccion menor de 30 kDa se midi6
por el porcentaje de apoptosis neuronal inducida en el cultivo. Control, cultivo sin tratamiento; LCR,
cultivo tratado con el LCR sin fraccionar; Filtrado, cultivo tratado con la fraccién menor de 30 kDa del
LCR filtrado; Retenido, cultivo tratado con la fraccion mayor de 30 kDa del LCR anterior. Las barras

indican la media + S.E.M. de los valores obtenidos con tres LCR de pacientes con EM diferentes. *, p
< 0,05 con respecto al control.

3.5. Aislamiento del factor téxico por HPLC y analisis por espectrometria de masas

La fraccion del LCR menor de 30 kDa se analiz6 por HPLC con una columna de fase
reversa LRPC C2/C18 (este tipo de columna es muy adecuado para la separacion de péptidos
y proteinas pequefias de tamanos comprendidos entre 3 y 30 kDa) y con gradiente de
acetonitrilo 0-90% en condiciones 4cidas (acido trifluoroacético 0,1%). Se recogieron
fracciones de 1 ml y se desecaron a vacio hasta su evaporacion completa. Se resuspendieron
en 200 pl de agua y se esterilizaron por filtracion. Cada una de ellas se ensay6 en el cultivo
neuronal. Solo tres de las fracciones (las denominadas 2, 3 y 7) indujeron apoptosis en el
cultivo. La fraccion 2 fue toxica tanto en las muestras procedentes de los LCR de EM, como

de pacientes control (Figura 28).
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Figura 28. Cromatografia de los LCR. Las fracciones de LCR menores de 30 kDa procedentes de
LCR de pacientes con EM del grupo ANA (A, B, C) y de pacientes control (D, E, F) se
cromatografiaron en una columna de fase reversa (A, B, D, E). Las fracciones obtenidas se
ensayaron en cultivo cuantificando la apoptosis neuronal (C, F).

Sin embargo, la fraccion 3 fue téxica en todos los LCR de pacientes con EM del grupo
ANA que se ensayaron en el cultivo. La fraccion 7 del LCR también indujo elevados
porcentajes de apoptosis.

Al correlacionar la apoptosis que inducen los LCR de pacientes con EM de los grupos
ANA y ANC en los cultivos neuronales con el area del pico correspondiente a la fraccion 3,
se observo que esta fue significativa, siendo el area mayor en los cromatogramas de los LCR

que producian mayores porcentajes de apoptosis en los cultivos (Figura 29).
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Por tultimo, las fracciones toxicas de los LCR (fracciones 3 y 7) se analizaron por
espectrometria de masas MALDI-ToF. No se detectdé ningin pico significativo en los
espectros obtenidos con diferentes matrices (&cido o-cianocindmico y acido
dihidroxibenzoico). El factor toxico fue indetectable por esta técnica, realizada tanto en modo

positivo como negativo.
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Figura 29. Correlacion entre el area de la fraccion 3 aislada por cromatografia y la apoptosis
inducida en el cultivo por el LCR. Cada dato representa la media de 2-3 cromatogramas (r =
0,7487, p< 0,0013). Las barras de error se han omitido para simplificar la grafica.
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4. MECANISMO DE INDUCCION DE APOPTOSIS

Puesto que se ha demostrado la muerte por apoptosis en los cultivos neuronales
tratados con LCR de pacientes con EM RR del grupo ANA, y que este efecto esta relacionado
con la clinica de los pacientes, hemos considerado de interés profundizar en este estudio con
un doble objetivo, por una parte para encontrar el mecanismo mediante el cual mueren las
neuronas tratadas y por otra parte para estudiar su posible proteccion. Para alcanzar ambos
objetivos, se ha estudiado la actividad de las caspasas implicadas en la muerte por apoptosis
de los cultivos neuronales tratados con LCR de pacientes con EM, teniendo en cuenta que
estas proteinas son esenciales en la regulacion de la apoptosis.

En estos experimentos se utilizaron mezclas de LCR, para conseguir cantidades
suficientes de LCR de cada grupo. Asi, los LCR estudiados en estos experimentos se
reunieron en tres categorias: LCR del grupo ANA, LCR del grupo ANC y LCR de pacientes
controles OEN y se determinaron las actividades caspasas que se inducian en los cultivos por
cada uno de estos grupos de LCR reunidos.

La actividad de estas proteasas se cuantifico in vitro mediante la utilizacion de
sustratos e inhibidores selectivos. Las caspasas son proteasas muy especificas, con un
requerimiento inusual y absoluto de hidrolizar detras de aspartico. También es necesario el
reconocimiento de una zona de cuatro aminoacidos que son diferentes dependiendo de cada
caspasa, lo cual explica la diversidad de sus funciones bioldgicas. Son tan especificas que no
todas las proteinas que contengan la secuencia 6ptima del tetrapéptido son catalizadas, lo cual
implica que la estructura terciaria también influye en el reconocimiento del sustrato
(Thornberry y Lazebnik, 1998). Gracias a estos requerimientos estructurales de los sustratos
de las caspasas, se han podido disefiar sustratos e inhibidores especificos para cada caspasa
que constituyen utiles herramientas para su estudio.

Asi pues, los sustratos permeables a las membranas celulares que se utilizan en los
ensayos de actividad de estas caspasas estan formados por tetrapéptidos analogos a sus
sustratos enddgenos (YVAD, DEVD, IETD y LEHD para las caspasas 1, 3, 8 y 9
respectivamente), marcados con moléculas fluorescentes tales como la 7-amino-4-
trifluorometil cumarina (afc) y la 7-amino-4-metil cumarina (amc). Cuando una caspasa
determinada hidroliza el enlace entre la molécula fluorescente y el tetrapéptido, se emite una
radiacion de fluorescencia que permite su deteccion y cuantificacion.

Por el contrario, existen derivados de estos tetrapéptidos que se utilizan como

inhibidores irreversibles de caspasas. En su extremo N-terminal estdn unidos a moléculas
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como Z (N-bencil-oxi-carbonil) que permiten su paso a través de las membranas celulares,
mientras que en el extremo C-terminal tienen radicales con iones haluro como la clorometil-
cetona (cmk) o fluorometil-cetona (fmk), gracias a los cuales la caspasa se une mediante un

enlace covalente que la inactiva de forma irreversible (Nicholson y Thornberry, 1997).

4.1. Estudio de actividad de las caspasas 1y 3

La caspasa 1 estd especialmente involucrada en el proceso inflamatorio ya que regula
la salida extracelular de citoquinas proinflamatorias tales como IL-13 e IL-18. Los niveles de
RNAm de la caspasa 1 estan correlacionados con la actividad de la enfermedad en pacientes
con EM (Furlan et al., 1999). Ademas, la transcripcion de la caspasa 1 se induce y esta
correlacionada con las tasas de transcripcion de la citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1f3,
IFN-y e IL-6 en la EAE. Puesto que algunas de estas citoquinas también tienen acciones
proapoptoticas, hemos intentado comprobar si existia una relacion directa entre la activacion
de la caspasa 1 y la muerte neuronal inducida por LCR. Por otra parte, hemos estudiado la
posible activacion de la caspasa 3 puesto que é€sta es la caspasa responsable de llevar a cabo la
ejecucion de la apoptosis.

En nuestros cultivos, los ensayos de actividad de las caspasas 1 y 3 se realizaron
utilizando los sustratos especificos para ambas, Ac-YVAD-amc y Ac-DEVD-amc,
respectivamente. Los resultados obtenidos demostraron que la actividad de la caspasa 1
medida en los lisados celulares de neuronas tratadas con LCR de los pacientes con EM RR del
grupo ANA fue baja o indetectable (Figura 30 A). Sin embargo, la actividad de la caspasa 3
aumento significativamente en las neuronas tratadas con LCR de este grupo de pacientes con
respecto a los controles (p < 0.01; Figura 30 B). La caspasa 3 presenté un aumento en su
actividad muy notable, llegando a valores de hasta 15.000 unidades de fluorescencia a las dos
horas. Ademas, la actividad de la caspasa 3 es mucho mayor que la de la caspasa 1, teniendo
en cuenta la diferencia de escala entre ambas graficas (Figura 30). Los valores de actividad de
ambas caspasas correspondientes al grupo de EM ANC fueron muy proximos a los realizados
con cultivos neuronales tratados con LCR del grupo OEN. También los experimentos control
realizados con cultivos neuronales sin tratar dieron resultados similares a los obtenidos con

este grupo.
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Figura 30. Ensayo de actividad de las caspasas 1 y 3 en cultivos neuronales tratados con LCR
de pacientes con EM. Actividad caspasa inducida en los cultivos neuronales tratados con LCR de
pacientes con EM de los grupos ANA (A), ANC (M) y de pacientes control OEN (@), ensayando
lisados celulares (25 ug) procedentes de estos cultivos con los sustratos Ac-YVAD-amc (A) y Ac-
DEVD-amc (B) (50 puM), especificos para las caspasas 1 y 3 respectivamente. El LCR de los
pacientes del grupo ANA indujo un aumento de actividad caspasa 3 en los cultivos neuronales en
comparacién con los LCR de pacientes de los grupos ANC y OEN. **, p < 0,01 con respecto a la
actividad de las células tratadas con LCR del grupo control OEN utilizando ANOVA y post test de
Dunnet. (Modificado de Cid et al., 2003b).

4.2. Deteccion de activacion in vivo de la caspasa 3 por fragmentacion de a-espectrina

Una vez demostrada la activacion in vitro de la caspasa 3 mediante la utilizacion de un
sustrato especifico como es el Ac-DEVD-amc, intentamos comprobar si éste fendmeno se
podria haber llevado a cabo en el cultivo in vivo al tratarlo con LCR de pacientes del grupo
ANA. Con este objetivo, se estudio la degradacion de un sustrato endogeno de esta caspasa
como es la proteina del citoesqueleto celular a-espectrina o fodrina (Figura 31). Los cultivos
neuronales se trataron con LCR y posteriormente se lisaron las células como se indica en
Materiales y M¢étodos. Estos lisados se sometieron a electroforesis, transferencia e
inmunodeteccién con un anticuerpo monoclonal anti-a-espectrina. Esta proteina de 280 kDa
se puede fragmentar por la caspasa 3, y genera fragmentos de 150 y 120 kDa, siendo el

fragmento de 120 kDa especifico de la actividad de esta caspasa (Nath et al., 1996).
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1 2 3
Figura 31. Deteccién de la actividad caspasa 3 -
inducida in vivo por tratamiento con LCR de - R 280 kDa

pacientes con EM sobre un sustrato endogeno.
Lisados celulares de neuronas tratadas con LCR del

grupo ANC (1), del grupo ANA (2) y de pacientes e < 150 kDa
control OEN (3) analizados por inmunodeteccion con ——
anti-o-espectrina. El fragmento de 120 kDa es < 120 kDa

especifico de la actividad proteolitica de la caspasa
3 sobre la a-espectrina.

La calpaina, una cistein-proteasa dependiente de calcio, se activa en ciertas
condiciones patologicas normalmente asociadas con la necrosis. Esta proteasa origina
fragmentos de a-espectrina de 150 y de 145 kDa. En nuestros lisados celulares no hemos
detectado el fragmento de 145 kDa, lo cual indica que la calpaina no se activa al tratar las

neuronas con LCR de pacientes con EM.

4.3. Estudio de actividad de las caspasas 8 y 9

Con el objetivo de identificar cudl es la caspasa iniciadora que activa a la caspasa 3, se
determind la posible actividad in vitro de las caspasas 8 y 9 inducida en los cultivos
neuronales tratados con LCR de pacientes con EM de los grupos ANA, ANC y de controles
OEN. Se ensayaron lisados celulares (25 pg de proteina) procedentes de estos cultivos
mediante un ensayo fluorimétrico basado en la hidrdlisis de los sustratos Ac-IETD-afc y Ac-
LEHD-afc (50 uM), especificos para las caspasas 8 y 9, respectivamente.

También se realizaron controles positivos de activacion de estas caspasas tratando los
cultivos neuronales con actinomicina D (2 pg/ml durante 19 horas), en las mismas
condiciones en que se realizaron los tratamientos con LCR. Son conocidas las caracteristicas
proapoptéticas de la actinomicina D, que se considera un inhibidor de la transcripcion de
RNA. El tratamiento de cultivos celulares con actinomicina D disminuye los niveles de
proteinas esenciales e inhibe la sintesis de proteinas inhibitorias de la apoptosis neuronal
espontanea (Wertz y Hanley, 1996).

Los resultados obtenidos mostraron que la actividad de la caspasa 8 medida en los

lisados celulares fue muy baja o indetectable (Figura 32 A).
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Figura 32. Ensayo de actividad de las caspasas 8 y 9 en cultivos neuronales tratados con LCR
de pacientes con EM. Actividad caspasa inducida en los cultivos neuronales tratados con LCR de
pacientes con EM de los grupos ANA (A), ANC (H) y OEN (@), o con actinomicina D (A) ensayando
lisados celulares (25 ug) procedentes de estos cultivos con los sustratos Ac-IETD-afc (A) y Ac-LEHD-
afc (B) 50 uM, especificos para las caspasas 8 y 9 respectivamente. **, p < 0,01 con respecto a la
actividad de las células tratadas con LCR del grupo control OEN utilizando ANOVA y post test de
Dunnet.

Los LCR de los pacientes con EM indujeron un ligero aumento de actividad caspasa 9
en los cultivos neuronales en comparacion con los LCR de pacientes control OEN (Figura 32
B). Sin embargo, los resultados obtenidos en este ensayo (con valores de 400 unidades de
fluorescencia a las dos horas) son mucho menores que los obtenidos con actinomicina D
(Figura 30 B).

Ademas, los lisados celulares de neuronas tratadas con LCR se analizaron por
electroforesis y posterior inmunodeteccion incubando con anticuerpos anti-caspasa 8 (Figura
33) y anti-caspasa 9 (Figura 34).

La caspasa 8 estd en las células en forma de procaspasa de 55 kDa. Cuando se
hidroliza, origina la caspasa activa de 18 kDa. En el ensayo de inmunodeteccion realizado
incubando lisados celulares de cultivos neuronales tratados con LCR con anticuerpos anti-
caspasa 8 tampoco se pudo detectar el fragmento de 18 kDa correspondiente a la caspasa 8
activa. En estos experimentos se realizaron controles positivos utilizando diversas moléculas
que tienen una conocida actividad proapoptotica. La caspasa 8 se activa en respuesta a
factores que actuan sobre los receptores de muerte de las células como el TNF-a, asi pues los

controles positivos de caspasa 8 se realizaron tratando los cultivos neuronales con este
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compuesto en concentraciones de 0,2 pg/ml durante 3 horas. Por otra parte, la caspasa 9 esta
en las células en forma de procaspasa de 50 kDa que se hidroliza dando lugar a la caspasa
activa de 36 kDa. Los resultados obtenidos con estos experimentos detectaron el fragmento de
36 kDa que demuestra la activacion de la caspasa 9 en los cultivos neuronales tratados con
LCR de pacientes con EM del grupo ANA. La caspasa 9 se activa por la via mitocondrial, y la
ceramida, un segundo mensajero implicado en la sefializacion de la apoptosis que interrumpe
el transporte electronico en la mitocondria, activa a esta caspasa. Los controles positivos de
activacion de caspasa 9 se obtuvieron por tratamiento de los cultivos con ceramida 2 pg/ml

durante 3 horas.

Figura 33. Deteccion de caspasa 8

activada. Lisados celulares de neuronas . . & < 55kDa
tratadas con LCR de pacientes de los grupos

OEN (linea 1), de pacientes con EM del grupo

ANA (linea 2) y ANC (linea 3) y con TNF-a

(0,2 png/ml) como control positivo (linea 4), se <+ 18kDa
analizaron por electroforesis y posterior

inmunodeteccion incubando con anti-caspasa

8. La figura muestra el fragmento de 18 kDa

de la pro-caspasa 8 (55 kDa) correspondiente

a la caspasa 8 activada.

1 2 3 4 5 6
- - R — «+— 50 kDa
h T AE = mm <— 36 kDa

Figura 34. Deteccion de caspasa 9 activada. Lisados celulares de neuronas tratadas con LCR
de pacientes de los grupos OEN (linea 1) y de pacientes con EM del grupo ANA (lineas 2, 3) y
ANC (linea 4), con ceramida como control positivo (2 ug/ml) (linea 5) y sin tratamiento (linea 6), se
analizaron por electroforesis y posterior inmunodeteccion incubando con anti-caspasa 9. La figura
muestra el fragmento de 36 kDa de la pro-caspasa 9 (50 kDa) correspondiente a la caspasa 9
activada.
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4.4. Proteccion de la apoptosis neuronal inducida por LCR de pacientes con EM por

inhibidores de caspasas

Para determinar si era posible proteger a las neuronas de la muerte inducida por LCR,
se trataron en primer lugar con los inhibidores de caspasas 1 y 3 Ac-YVAD-cmk y Ac-
DEVD-cmk. Las dosis utilizadas en nuestro estudio se determinaron previamente por una
serie de ensayos dosis-respuesta en los que se examinaron los efectos de los inhibidores sobre
la viabilidad celular y la actividad caspasa 3 en neuronas control cultivadas. Puesto que dosis
altas de inhibidores resultaron toxicas en los ensayos de MTT, y las dosis mas bajas no fueron
capaces de inhibir la actividad caspasa 3, se eligio una dosis de 25 pg/ml para utilizar en los
experimentos. Tanto Ac-YVAD-cmk como Ac-DEVD-cmk inhibieron la actividad caspasa 3
en los lisados celulares de cultivos neuronales tratados con LCR de EM en unos porcentajes
de 53 + 7% y 96 + 1% respectivamente. Aunque Ac-YVAD-cmk es un inhibidor de la caspasa
1, también inhibi6 parcialmente a la caspasa 3 (Figura 35 A). Es conocido que este inhibidor
puede inhibir actividades andlogas a la de la caspasa 3 a las concentraciones usadas. Por otra
parte, Ac-DEVD-cmk inhibi6 casi completamente la actividad de esta caspasa 3.

Los cultivos neuronales se trataron con los inhibidores una hora antes y durante el
tratamiento con LCR, y después se determinaron los efectos de la inhibicion de las caspasas
sobre la apoptosis neuronal inducida por LCR mediante el ensayo de TUNEL. Los inhibidores
antes mencionados evitaron que los LCR del grupo ANA indujeran muerte por apoptosis en
las neuronas (Figuras 35 B y 36). Este resultado sugiere que es posible bloquear la toxicidad
neuronal inducida por LCR de EM. Asi, la apoptosis neuronal inducida por los LCR del grupo
ANA (39 £ 1,4%) disminuy¢ significativamente en presencia de los inhibidores de caspasa 3
Ac-YVAD-cmk y Ac-DEVD-cmk (25 + 1,3% y 26 + 2,0%, respectivamente; Figuras 35 B y
36).

También se investigd el efecto sobre la apoptosis de los inhibidores de las caspasas
iniciadoras 8 y 9. Para ello, los cultivos neuronales se trataron con los inhibidores z-IETD-
fmk y z-LEHD-fmk (25 pug/ml), selectivos para las caspasas 8 y 9 respectivamente una hora
antes y durante el tratamiento con LCR. El inhibidor de caspasa 9 previno parcialmente la
apoptosis neuronal inducida por los LCR (desde un 38,4 + 1,33% hasta un 33,2 + 2,1%)
(Figura 35 B). Los porcentajes de apoptosis inducida no se vieron afectados por el inhibidor
de caspasa 8, en concordancia con los resultados de actividad, por los que previamente
habiamos comprobado que esta caspasa no se activaba por el tratamiento con LCR (Figura 32

A).
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En conclusion, con estos resultados se demuestra que la actividad de la caspasa 3 se
induce por los LCR de aquellos pacientes con EM que se recuperan peor después del brote, y
que los inhibidores de esta caspasa (incluido el Ac-YVAD-cmk) pueden proteger a las células
neuronales de la muerte por apoptosis. También el inhibidor de caspasa 9 previene, en menor

medida, la apoptosis neuronal inducida por los LCR.
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Figura 35. Inhibicion de la apoptosis inducida por LCR de pacientes con EM por inhibidores de
actividades caspasa. (A) Inhibiciéon de la actividad caspasa 3 por el inhibidor Ac-YVAD-cmk. Los cultivos
neuronales se trataron con LCR y sus extractos celulares (25 ug) se ensayaron con los sustratos Ac-YVAD-
amc y Ac-DEVD-amc (50 uM) de las caspasas 1 y 3 respectivamente. El tratamiento indujo una activacion
de la caspasa 3 en los cultivos neuronales (control) inhibida en presencia de Ac-YVAD-cmk y z-VAD-fmk (25
pg/ml). **, p < 0,01. (B) Los cultivos neuronales tratados con LCR de pacientes con EM RR del grupo ANA
fueron simultaneamente tratados con los inhibidores Ac-YVAD-cmk, z-VAD-fmk, Ac-DEVD-cmk, z-IETD-fmk
y z-LEHD-fmk (25 pg/ml), selectivos para las caspasas: 1, analogas a 3, 3, 8 y 9, respectivamente. **, p <
0,01 con respecto a cultivos sin tratar con LCR (control); **, p < 0,01 con respecto a cultivos tratados con
LCR, calculados mediante ANOVA y post test de Dunnet.
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Figura 36. Inhibicion de la apoptosis neuronal inducida por LCR de pacientes con EM por
inhibidores de la caspasa 3. Imagenes de neuronas marcadas con Hoechst 33342 (A, C, E) o con
TUNEL (B, D, F). Las neuronas se trataron con LCR individuales de pacientes OEN (A, B) o con LCR
de pacientes del grupo ANA en ausencia (C, D) o presencia (E, F) de Ac-DEVD-cmk 50 uM. La
imagen muestra nucleos marcados con Hoechst 33342 y TUNEL positivos que corresponden a
células apoptéticas. Las células viables no presentaron marcaje por TUNEL. La figura es
representativa de los resultados obtenidos con cultivos tratados con LCR de seis pacientes OEN vy
con LCR de ocho pacientes distintos de EM del grupo ANA analizadas por duplicado en diferentes

cultivos. Barra de escala, 80 um.
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5. IDENTIFICACION DE ANTICUERPOS EN EL LCR DE PACIENTES CON
EM QUE RECONOCEN CELULAS PRECURSORAS DE OLIGODENDRO-
CITOS

Todos los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que los LCR de
algunos pacientes con EM contienen factores toxicos para las neuronas en cultivo. Sin
embargo, nuestros cultivos contienen otros tipos de células, aparte de las neuronas, que
también podrian ser objetivo de alguin componente toxico de los LCR. La EM se ha
definido cldsicamente como una enfermedad desmielinizante, en la que el dafio
principal afecta a la mielina y a los oligodendrocitos. Nuestros cultivos neuronales no
son un buen modelo para el estudio de la desmielinizacidn, debido a la baja proporcion
de oligodendrocitos que contienen y a la falta de células inflamatorias. No obstante
estos cultivos contienen OPC y hemos intentado comprobar, optimizando las
condiciones de cultivo, si las OPC que también existen en humanos adultos, pueden ser
el objetivo de un ataque autoinmune en la EM que podria impedir la remielinizacion.

En este grupo de ensayos se estudiaron 33 pacientes con EM RR (23 en brote) y

17 pacientes control (11 con OEN y 6 con GB).

Figura 37. Células A2B5+ en cultivo de 6 dias. (A) Imagen en contraste de fase de células
cultivadas durante 6 dias. (B) El mismo campo marcado con el anticuerpo A2B5 y su respectivo
anticuerpo secundario. Se puede observar la morfologia bipolar y la inmunorreactividad A2B5+
caracteristicas de las OPC. Barra de escala en um.
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5.1. Identificacion de células A2B5+ en los cultivos celulares

En primer lugar se estudid la proporcion de cada tipo de células gliales en los
cultivos y su variacion a lo largo del tiempo. Las células se cultivaron entre 6 y 12 dias
y se marcaron con los anticuerpos A2BS5, O4 y anti-GFAP para detectar OPC,
preoligodendrocitos y astrocitos respectivamente. En los cultivos de 6 dias se
identificaron células inmunorreactivas A2B5 positivas (A2B5+) con morfologia bipolar
(Figura 37). El contenido de células A2B5+ varid entre 10 y 13%. El nimero de células
04+ que se detectdé fue mucho menor (0,5 a 0,8%). Entre 6 y 12 dias de cultivo se
observo un incremento gradual de células O4, alcanzando un 11% del total de células en

los cultivos de 12 dias (Figura 38).

9000 células GFAP+
o~ 7500 - l’\J T
L
2 6000 A
=)
8 4500 4 cCeélulas A2B5+ o
o
Z 3000 - *
15001 ejulas 04+ -
0 L T 1 T
6 9 12

dias en cultivo

Figura 38. Disminuciéon del nimero de células A2B5+ en cultivo a lo largo del tiempo en
paralelo con el aumento de células O4+. Las células se cultivaron en medio sin suero
durante los tiempos indicados, se fijaron y se marcaron en un ensayo de inmunofluorescencia
con los anticuerpos A2B5, O4 y anti-GFAP. Las células marcadas se contaron por dos
observadores independientes en cada experimento. Los datos se expresan como media *
S.E.M. de tres experimentos independientes realizados por duplicado. *, p < 0.05y **, p < 0.01
con respecto a 6 dias en cultivo.

También se observo una disminucion paralela de las células A2B5+ hasta el 2%.
El nimero de células GFAP+ permanecié constante (Figura 38). En estos cultivos,
ninguna de las células A2B5+ comarcé con el anticuerpo anti-GFAP (Figura 39). Estos

resultados indican que, en los cultivos de 6 dias, las células con morfologia bipolar e

100



Resultados

inmunorreactividad A2B5+/ GFAP-negativa (GFAP-), tipica de las OPC (Raff et al.,
1983b; Temple y Raff, 1985; Raft, 1989) solo se diferencian hacia oligodendrocitos, lo
cual se puede observar durante la segunda semana de cultivo. Estos cultivos de 6 dias

seran los utilizados en los proximos experimentos.

Figura 39. Inmunofluorescencia indirecta de cultivos celulares con anticuerpos A2B5 y
anti-GFAP. Las células se marcaron con los anticuerpos A2B5 y anti-GFAP, y los
correspondientes anticuerpos secundarios anti-lgM de ratéon conjugado con fluoresceina
(verde) y anti-IgG de conejo conjugado con lisamina rodamina (rojo). La figura muestra las
células A2B5+/GFAP- y los astrocitos GFAP+/A2B5-, y permite observar sus diferentes
morfologias. No se encontraron células con doble marcaje. Barra de escala en um.

5.2. Anticuerpos IgG de los LCR de pacientes con EM reconocen un antigeno en

las células precursoras de oligodendrocitos

Las células cultivadas se fijaron y se incubaron con muestras de LCR de
pacientes con EM y controles. Después de la incubacion se expusieron al anticuerpo
A2BS. Las células marcadas se detectaron por inmunofluorescencia indirecta con los
correspondientes anticuerpos secundarios conjugados anti-IgG humanos, asi como con
anti-IgM de raton. Estos experimentos demostraron que anticuerpos IgG de los LCR de
pacientes con EM se unieron a células A2B5+ (Figura 40). Estos anticuerpos solo se

encontraron en LCR de pacientes con EM (Figura 40 C). Los LCR control no marcaron
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las células A2B5+ (Figura 40 A-B). Cuando las células se incubaron con LCR de
pacientes con EM en los que se habian extraido las IgG, no se detect6 ninguna sefial en

las células A2B5+ (Figura 40 D).

Figura 40. Marcaje de OPC por anticuerpos de los LCR de pacientes con EM. Las células
marcadas con A2B5 se detectaron con anticuerpo anti-lgM de ratén conjugado con rojo de
rodamina (verde). Las IgG de los LCR se detectaron con anticuerpo anti-lgG humana
conjugado con Cy5 (rojo) como anticuerpo secundario para realizar doble marcaje. No se
detectd ninguna reaccioén con las IgG de los LCR de pacientes OEN (A) ni con las de pacientes
con polirradiculoneuropatia aguda (B), mientras que las IgG de pacientes con EM mostraron
una reaccion positiva con las células A2B5+ (C). Esta reaccion se inhibié cuando se eliminaron
las 1gG de los LCR (D). El aislamiento de IgG se realiz6 segun se describe en Materiales y
Métodos. La marca amarilla es la resultante de la superposicion de la marca roja sobre la
verde. Barra de escala en um.
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Las células precursoras A2B5+ son capaces de diferenciarse a oligodendrocitos
o a astrocitos tipo 2, dependiendo de las condiciones de cultivo (Raff ef al., 1983a;
Temple y Raff, 1985; Raff, 1989). Se llevaron a cabo diversos experimentos con el fin
de comprobar si estos tipos de células gliales podrian reaccionar con IgG de LCR de
pacientes con EM. Dobles marcajes con estos anticuerpos y con A2B5 pero no con O4 o
anti-GFAP, demostraron que so6lo las células A2B5+ eran inmunorreactivas para los

anticuerpos IgG de los LCR de pacientes con EM (Figura 41).

Figura 41. Células cultivadas y marcadas por inmunofluorescencia indirecta con LCR de
pacientes con EM (rojo) y con los anticuerpos A2B5, O4 o anti-GFAP (verde). El marcaje
se realiz6 como se describe en la figura 40. El anticuerpo anti-GFAP se observé con anticuerpo
anti-lgG de conejo conjugado con lisamina rodamina. Se muestran las células doblemente
marcadas para IgG de LCR y A2B5 (A), pero no para IgG de LCR y 04 (B), o IgG de LCR y
anti-GFAP (C). Sdlo las células A2B5+ fijaron anticuerpos IgG humanos de pacientes con EM.
Barra de escala en um.

Con la intencién de determinar si las I[gM humanas estaban también implicadas
en el reconocimiento de las células A2B5+, las células se fijaron y se expusieron al
anticuerpo A2B5 y al anticuerpo de conejo anti-IgM humana después de la incubacion
con LCR, para realizar el ensayo de inmunofluorescencia. Después, las células
marcadas se detectaron con el correspondiente anticuerpo secundario para realizar triple
marcaje (Figura 42). No se detectd ninguna unién de IgM de los LCR a células A2B5+
(Figura 42 B). Concentraciones crecientes de anticuerpo anti-IgM humano no
revirtieron la reaccion de IgG humana detectada con el anticuerpo secundario conjugado
con Cy35, demostrando que no existe reactividad cruzada entre las subclases de IgG e

IgM humanas.
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Figura 42. Inmunofluorescencia indirecta con anti-lgM humano. Las células cultivadas se
incubaron en ensayos de inmunofluorescencia con LCR de pacientes con EM y A2B5 y con
anticuerpos anti-lgM humana de conejo. El marcaje se realizd con anticuerpo anti-lgM de ratén
conjugado con fluoresceina para el anticuerpo A2B5 (A), anticuerpo anti-lgG de conejo
conjugado con lisamina rodamina para el anticuerpo anti-lgM humano (B) y anticuerpo anti-lgG
humana conjugado con Cy5 para las IgG de los LCR (C) como anticuerpos secundarios para
triple marcaje. No se detect6 unién de IgM de los LCR a las células A2B5+. Barra de escala en
um.

Con el objetivo de comprobar la especificidad de los marcajes de
inmunofluorescencia con IgG de los LCR de pacientes con EM sobre las células A2B5+
se llevaron a cabo diferentes experimentos de control: (i) incubar las células sin LCR en
los ensayos de inmunofluorescencia para eliminar la sefal de fondo; (ii) omitir el
anticuerpo secundario anti-IgG humana conjugado con Cy5 en los experimentos de
doble y triple marcaje; (iii) incubar con IgG purificadas de donantes de sangre en lugar
de los LCR, a las mismas concentraciones que las de los LCR de los pacientes con EM
(rango 20-100 pg/ml). En ninguno de estos controles se detectd union de IgG a células
A2B5+. Diferentes concentraciones de anticuerpo A2B5 tampoco modificaron la
reaccion de las IgG de los LCR de pacientes con EM. Esto descarta cualquier tipo de
reaccion cruzada entre anticuerpos primarios y sus anticuerpos secundarios

correspondientes.

5.3. Cuantificacion de la IgG humana unida a células A2B5+ en ensayos de

inmunofluorescencia indirecta

El reconocimiento de las células A2B5+ por IgG de los LCR de pacientes con

EM se hizo mas evidente cuando se cuantifico la intensidad de fluorescencia debida a la
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IgG humana. El marcaje de células A2B5+ por IgG humana fue significativamente
superior cuando se utilizaron LCR de pacientes con EM que cuando se emplearon LCR

control (en los que la intensidad de fluorescencia fue irrelevante) (Figura 43).
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Figura 43. Cuantificacion de la IgG humana unida a células A2B5+. Las células cultivadas
se marcaron con anticuerpo A2B5 y con LCR de pacientes con EM y controles, como se
describe en la figura 40, y se cuantificé la intensidad de inmunofluorescencia debida a la union
de IgG humanas en estas células. La figura muestra la cuantificacion de las intensidades de
fluorescencia de IgG humana por célula A2B5+ marcadas con LCR de pacientes con EM (H),
con LCR de pacientes OEN (O) y polirradiculoneuropatia (1) y con IgG purificadas de donantes
(A). En los pacientes con EM la intensidad de fluorescencia por célula A2B5+ y las
concentraciones de IgG de los LCR se ajustaron a una regresion no lineal.

Cuando los LCR tenian menos de 20 upg/ml de IgG, la intensidad de
fluorescencia estuvo en el rango de la sefial del fondo que se observaba en las imagenes
al microscopio, dando valores minimos cuando se corregia esta seial. En los pacientes
con EM, se observaron intensidades de fluorescencia de IgG humana por célula A2B5+
crecientes en aquellos pacientes en los que la concentracion de IgG del LCR era mayor;
esto no ocurri6 con los LCR control (por ejemplo en los casos de
polirradiculoneuropatia, a pesar de que estos pacientes tienen elevadas concentraciones
de IgG) ni con altas concentraciones de IgG purificadas de donantes de sangre (Figura
43). Todos estos resultados demuestran que los anticuerpos de los LCR de los pacientes

con EM reconocen especificamente antigenos localizados en las células A2B5+.
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5.4. Deteccion del antigeno en los extractos celulares

Ademas de los ensayos de inmunofluorescencia, se realizO un ELISA
recubriendo las placas con extractos celulares, y utilizando LCR de pacientes con EM y
controles. Las medidas de absorbancia obtenidas presentaron valores crecientes cuando

las concentraciones de IgG de los LCR fueron mayores. (Figura 44 A).
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Figura 44. Detecciéon del antigeno en los extractos celulares por ELISA e
inmunodeteccion. (A) ELISA realizado con placas recubiertas con extractos celulares e
incubadas con mezclas de LCR de pacientes con EM (H) y controles (O). Los LCR se
concentraron 10 veces por ultrafiltracion y se utilizaron las diluciones indicadas. El valor de
absorbancia fue de 4180 + 100 en ausencia de LCR. Las absorbancias se expresaron en
unidades arbitrarias. (B) Las muestras de extractos celulares procedentes de cultivos se
corrieron en un gel de poliacrilamida 12% con SDS, y se transfirieron a membranas. Estas se
incubaron con LCR diluidos 1:5 de controles (1, paciente de polirradiculoneuropatia aguda; 2 y
3 pacientes OEN) y pacientes con EM (4, 5, 6). Las membranas se incubaron con anticuerpo
anti-lgG humana conjugado con fosfatasa alcalina y se revelaron con los reactivos de fosfatasa
alcalina. Los anticuerpos IgG de los LCR de pacientes con EM reaccionaron con un antigeno
de 82-kDa que se indica con una flecha, mientras que las muestras de LCR de pacientes
control no reaccionaron con este antigeno. Las flechas indican el peso molecular relativo en
kDa. La figura es representativa de los resultados de todos los pacientes. (Cid et al., 2004).

Diversas moléculas de la mielina, y entre ellas algunos gangliosidos, se han
identificado como antigenos en la EM y se ha sugerido que pueden participar en la
destruccion de la mielina y de los oligodendrocitos asociados. Para comprobar si los
anticuerpos presentes de los LCR de pacientes con EM con afinidad hacia las células
A2B5+ reconocen a los ganglidsidos caracteristicos de estas células, las placas de

ELISA se recubrieron también con la fraccion de ganglidsidos (obtenidos como se
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detalla en Materiales y Métodos) y se ensayaron con muestras de LCR de pacientes con
EM vy controles. En este caso no se obtuvo reaccion, demostrando que los antigenos
detectados por las IgG de los LCR no son gangliésidos.

Ademas, las muestras de extractos celulares se analizaron por transferencia a
membranas e¢ inmunodeteccion y se ensayaron con LCR de pacientes con EM y de
controles. Los anticuerpos de los LCR de pacientes con EM reaccionaron con un
antigeno de 82 kDa en las membranas (Figura 44 B). Las muestras de LCR de controles
no reaccionaron con dicho antigeno. También se observaron otros antigenos, pero no se
detectaron por todos los LCR de pacientes con EM o se detectaron por anticuerpos de

LCR de algunos pacientes control.

5.5. Localizacion del sitio de union de las IgG humanas en células A2B5+ por

microscopia confocal tridimensional

Puesto que los LCR de pacientes con EM contienen anticuerpos que reconocen
especificamente a las células A2B5+, se investigd la localizacion del sitio de unién de
las IgG en estas células. Las imagenes confocales tridimensionales (3-D) mostraron los
antigenos reconocidos por el anticuerpo A2B5 en los procesos celulares y también
alrededor del cuerpo celular, especialmente en la zona basal (Figura 45). Las imagenes
3-D localizaron el sitio de union de las IgG en la zona superior del cuerpo celular, sobre
la marca de A2BS5 (Figura 45 B, D). Esto indica una localizacion extracelular del sitio

de union de las IgG, que debe de ser un antigeno de superficie de estas células.
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Figura 45. Imagen tridimensional obtenida por microscopia confocal del sitio de unién de
las IgG humanas en las células A2B5+. Las células cultivadas durante seis dias se marcaron
en los ensayos de inmunofluorescencia con anticuerpo A2B5 y LCR de pacientes con EM. El
ensayo se realizd6 como se describe en la figura 40. La imagen mostrada en A se reconstruyo
para formar proyecciones tridimensionales. (B) Figura A rotada 40° en el eje Xy 70° en el eje Y.
(C) Seccion (rotada 90° en el eje X) del recuadro marcado en A. Las imagenes tridimensionales
localizan el sitio de unién de las IgG sobre la marca de A2B5, correspondiente a la superficie
del cuerpo celular. Barra de escala en um.
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5.6. Identificacion del antigeno de 82 kDa como Hsp90/Hsp84

Los antigenos se inmunoprecipitaron a partir de extractos celulares con IgG
purificadas de mezclas de LCR de pacientes con EM (que habian detectado el antigeno
de 82 kDa). Los inmunoprecipitados se analizaron por electroforesis y los geles se
tifleron con plata. Se detectaron tres proteinas con masas moleculares aparentes de 82,
70 y 42 kDa (Figura 46 A). La banda de 82 kDa se identificd por espectrometria de
masas MALDI-ToF como la proteina Hsp90p (Hsp84, Figura 46 B), una proteina de

83.185 Da y un punto isoeléctrico de 5,1 segun la secuencia de rata.
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Figura 46. Identificacion del antigeno reconocido por IgG de pacientes con EM. (A)
Tincion de plata del gel realizado con los inmunoprecipitados realizados con los extractos
celulares (linea 1) o con tampdn como control (linea 2), utilizando 1gG de los LCR de EM. Las
flechas indican las proteinas inmunoprecipitadas en las posiciones de 82, 70 y 42 kDa. La
figura A es representativa de tres inmunoprecipitaciones realizadas con tres lotes diferentes de
IgG purificadas. (B) Identificacion de la banda de 82 kDa. Espectro de masas MALDI-ToF de la
proteina de 82 kDa tripsinizada. Esta figura es representativa de varias inmunoprecipitaciones
realizadas con tres lotes diferentes de IgG purificadas. (Cid et al., 2004).

Las bandas de 70 y 42 kDa se identificaron por MALDI-ToF-MS como las
proteinas Hsp70 y [B-actina respectivamente. Los inmunoprecipitados se analizaron por

transferencia e inmunodeteccion y se incubaron con anticuerpos monoclonales contra

109



Resultados

Hsp90, Hsp70 y B-actina que reconocieron respectivamente a las proteinas identificadas

(Figura 47).
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En los ensayos de inmunofluorescencia, el anticuerpo monoclonal anti-Hsp90
reconocio las células A2B5+ en el cuerpo celular, de la misma forma que lo hicieron las
IgG de los LCR de pacientes con EM (Figura 48 A). El anticuerpo anti-Hsp70
reconocid estas células marcando sus prolongaciones en vez de su cuerpo celular
(Figura 48 B), sin embargo el anticuerpo anti-f-actina no reconocid a las células en
ninguna localizacion de su superficie celular (Figura 48 C). Puesto que la actina es una
proteina muy abundante en el citosol, de esta forma también se comprueba que el
procedimiento utilizado para fijar las células no las ha permeabilizado.

Ademas, se realizaron ensayos de competencia tanto por inmunocitoquimica con
células cultivadas como por transferencia e inmunodeteccion, incubando con LCR de
pacientes con EM y anticuerpos monoclonales anti-Hsp90. La marca de IgG de LCR
sobre las OPC permaneci6 unicamente como una traza (Figura 48 D) y la deteccion del

antigeno de 82 kDa practicamente desaparecié en las membranas.
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Figura 48. Inmunocitoquimica de las proteinas inmunoprecipitadas en la superficie de las
OPC. Inmunocitoquimica de OPC con A2B5 (verde) y anticuerpos monoclonales anti-Hsp90
(A), anti-Hsp70 (B) o anti-p-actina (C) (rojo). (D) Inmunocitoquimica de OPC con A2B5 (verde) y
con IgG humanas purificadas (rojo) y anti-Hsp90, afiadidas simultaneamente para realizar un
ensayo de competencia entre estos dos Ultimos. Estos anticuerpos se detectaron con sus
respectivos secundarios para realizar dobles marcajes. La marca amarilla es la resultante de la
superposicion de la marca roja sobre la verde. Barra de escala en um.

Posteriormente, se obtuvieron anticuerpos anti-Hsp90 a partir de los LCR de
pacientes con EM por inmunoafinidad (Figura 49 A y B). Una muestra de extracto
celular (500 pg) se analizé por SDS-PAGE (12% acrilamida, 2,6%C) con un peine
continuo y se transfirio. La membrana se cort6 en la region de 82 kDa y se incubd con
una mezcla de LCR de EM. Después se retird el LCR y las IgG que se habian adsorbido
se extrajeron con pH 2,2 y se recogieron. Estas IgG inmunopurificadas detectaron
especificamente al antigeno Hsp90 de 82 kDa en membranas de extractos celulares

(Figura 49 A) y marcaron a las células A2B5+ en los ensayos de inmunofluorescencia
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(Figura 49 B). La fraccion de LCR que no se adsorbio detectd6 al antigeno muy
débilmente en membranas y el marcaje en las células A2B5+ disminuy6 2.9 veces.

El anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 también detectd en la inmunodeteccion
llevada a cabo con los extractos celulares a la proteina Hsp90, con una masa molecular
relativa de 82 kDa, de forma anéloga a los anticuerpos de los LCR de pacientes con EM

(Figura 49 A, linea 2).
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Figura 49. Identificacion de Hsp90B por inmunodeteccién e inmunocitoquimica. (A)
Extractos celulares incubados con anticuerpo anti-Hsp90 inmunopurificado a partir de LCR de
EM (linea 1) y con anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 (linea 2). (B) Inmunocitoquimica de OPC
marcadas con anticuerpo A2B5 y anticuerpo anti-Hsp90 inmunopurificado a partir de LCR de
EM. Las células A2B5 (verde) y las IgG humanas (rojo) se detectaron como en la figura 40. La
marca amarilla es la resultante de la superposicion de la marca roja sobre la verde. Barra de
escala en um. (Cid et al., 2004).

5.7. Inmunodeteccion de Hsp90 a partir de electroforesis bidimensional

Ademads, confirmamos mediante electroforesis bidimensional (2-DE) que el
antigeno de 82 kDa reconocido por anticuerpos del LCR de EM era Hsp90. Los
extractos celulares de células cultivadas se sometieron a 2-DE, transferencia e

inmunodeteccién con anticuerpo monoclonal anti-Hsp90, LCR de EM vy anticuerpo
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policlonal anti-Hsp90B. Los anticuerpos monoclonal y policlonal reconocieron cinco
isoformas de Hsp90 en la posicion de 82 kDa que denominamos isoformas a, b, ¢, dy e
(Figura 50 A, C). Los anticuerpos de los LCR de EM s6lo reconocieron dos isoformas
en la posicion de 82 kDa y en la regién de pH 3-10 que correspondieron a las isoformas
b y c identificadas de Hsp90p (Figura 50 B). También se someti6 a 2-DE Hsp90
purificada de células HelLa (Stressgene, Canadd), se transfiri6 y se incubd con
anticuerpos monoclonal y policlonal anti-Hsp90 que reconocieron especialmente dos
isoformas con una masa molecular relativa de 82 kDa (Figura 50 D). Estas proteinas
correspondieron a una nueva isoforma de Hsp90 que denominamos @’y a la isoforma a
previamente identificada. También se identifico otra isoforma menor en una posicion de

pH intermedia entre las isoformas c y d.

5.8 5.2 pH

| | kDa
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Figura 50. Identificacion de Hsp90 por anticuerpos de los LCR de EM por electroforesis
bidimensional. Los extractos celulares se sometieron a electroforesis bidimensional,
transferencia e inmunodeteccion con anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 (A), LCR reunidos de
pacientes con EM (B) y anticuerpo policlonal anti-Hsp90p (C). También se analizd6 Hsp90 de
células Hela (1 ug) por electroforesis bidimensional y se incubd con anticuerpo policlonal anti-
Hsp90p (D). a’, a, b, ¢, d y e, representan las isoformas de Hsp90 identificadas por los
anticuerpos monoclonales y policlonales. (Cid et al., 2004).
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5.8. Deteccion de Hsp90 humana

La proteina Hsp90 se inmunoprecipitd utilizando anticuerpo monoclonal anti-
Hsp90 a partir de cultivos celulares de rata (linea 1) o a partir de células de
neuroblastoma humano (linea 2) y Hsp90 purificada de células HeLa (linea 3). Como se
esperaba, los anticuerpos de los LCR de EM también reconocieron a la Hsp90 humana
en andlisis por transferencia e inmunodeteccion. De acuerdo con los resultados
obtenidos en las 2-DE, los anticuerpos de los LCR de EM no detectaron a la Hsp90
humana purificada de las células HeLa (Figura 51, imagen izquierda), que si se detectod

con anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 (Figura 51, imagen derecha).

1 2 3 1 2 3
82 — e o I S s «— Hsp90
67— - - -

Figura 51. Anticuerpos de los LCR de EM reconocen a la Hsp90 humana. Transferencia e
inmunodeteccion de Hsp90 inmunoprecipitada utilizando anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 a
partir de cultivos celulares de rata (linea 1) o a partir de células de neuroblastoma humano
(linea 2) y Hsp90 purificada de células HelLa (linea 3) incubadas LCR reunidos de pacientes
con EM (imagen izquierda) o con anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 (imagen derecha). Las
figuras muestran resultados representativos. (Cid et al., 2004).

5.9. La deteccion del antigeno Hsp90 depende del nimero de OPC en los cultivos

Se analizaron por transferencia e inmunodeteccion diversos extractos celulares
de cultivos de 6, 9 y 12 dias utilizando anticuerpos de LCR de EM o anticuerpo
monoclonal anti-Hsp90. Ambos anticuerpos detectaron que el antigeno Hsp90 presentod
una reaccion antigénica decreciente entre los dias 6 y 12 de cultivo en paralelo al

descenso en el numero de OPC (Figura 52).
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Figura 52. La deteccion del antigeno Hsp90 es dependiente del nimero de OPC en
cultivos. Se sometieron a transferencia e inmunodeteccion diversas muestras de extractos
celulares de cultivos de 6, 9 y 12 dias (6 d, 9 d y 12 d respectivamente). La membrana se
incubo utilizando LCR reunidos de pacientes con EM (imagen izquierda), los anticuerpos se
levantaron de la membrana que se incubd otra vez con anticuerpo monoclonal anti-Hsp90
(imagen derecha). La figura es representativa de tres experimentos. (Cid et al., 2004).

5.10. Localizacion del antigeno Hsp90 en la membrana celular

El método de fijacion de las células con paraformaldehido, sin permeabilizacion,
mantiene las células intactas y permite marcarlas con anticuerpos solamente en la
superficie (Harlow y Lane, 1999). Nosotros comprobamos que las células fijadas con
paraformaldehido 3,7% no se permeabilizaron, incubandolas con un colorante no
permeable (dextrano conjugado con tetrametilrodamina 10 kDa, Molecular Probes,
Holanda) y que el antigeno Hsp90 detectado en los experimentos de
inmunofluorescencia estaba localizado en el exterior de la membrana celular. Para
confirmar este resultado, se realizo un fraccionamiento subcelular. La inmunodeteccion
utilizando LCR de EM y anticuerpo anti-Hsp90 de las fracciones subcelulares demostrd
que el antigeno estd en la fraccion de membrana. Ademads, el anticuerpo monoclonal
anti-Hsp90 también detectd esta proteina en la fraccion citosolica y débilmente en las

fracciones mitocondrial y nuclear (Figura 53).

M S12 P12 N M S12 P12 N
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Figura 53. Localizaciéon del antigeno por transferencia e inmunodetecciéon en las
fracciones subcelulares. Las fracciones subcelulares (45 ug de cada una) se sometieron a
electroforesis, se transfirieron a membranas y se incubaron con mezclas de LCR de EM
(imagen izquierda), los anticuerpos se levantaron de la membrana y esta se incubd otra vez
con el anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 (imagen derecha). La figura es representativa de tres
experimentos. (M) fraccion de membrana extraida con detergente, (S12) fraccion citosolica
12.000xg, (P12) fraccién mitocondrial, (N) fraccion nuclear. (Cid et al., 2004).
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Para comprobar el reconocimiento in vivo del antigeno por anticuerpos de los
LCR en la superficie de las OPC, incubamos cultivos celulares con IgG purificadas a
partir de los LCR de pacientes control y de EM. Después, las células se fijaron y
marcaron con el anticuerpo A2BS5. De acuerdo con los resultados anteriormente
descritos, el 42 + 8,3% de las OPC se marcaron in vivo con los anticuerpos de EM
(Figura 54), mientras que los anticuerpos de pacientes control no marcaron ninguna
célula. El anticuerpo policlonal anti-Hsp90p también detectd el antigeno in vivo en un

34 £ 6% de las OPC, de forma andloga a las IgG de EM.

Figura 54. Deteccién del antigeno en las OPC in vivo. Inmunocitoquimica de células vivas
marcadas con IgG purificadas de LCR de pacientes con EM (rojo) como se describe en
Materiales y Métodos. Después, las células se fijaron y se marcaron con el anticuerpo A2B5
(verde) (imagen izquierda). La imagen derecha representa el contraste de fase del mismo
campo. (Cid et al., 2004).

5.11. Activacion de complemento debida a la union de IgG humana a OPC

Cuando las IgG se unen a la superficie de una célula, se inicia la via clésica de la
activacion del sistema de complemento, dando lugar a la formacion del complejo
terminal del complemento (C5b9). La activacion de complemento debida a la unién de
IgG de los LCR de EM a la superficie de las OPC se demostré utilizando el anticuerpo
anti-C5b9 humano.
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Las células vivas que se habian cultivado durante seis dias se incubaron con IgG
de pacientes con EM en presencia de LCR de EM para que se activara el complemento.
Después, las células se fijaron y se marcaron con los anticuerpos A2BS5 y anti-C5b9
humano. Encontramos algunas células intactas A2B5+ que no se habian unido ni a IgG
humanas ni a C5b9 (células 1gG/C5b9 negativas) (Figura 55, punta de flecha hueca).
Estas células mantuvieron su morfologia y se consideraron células “vivas”. Las OPC

que se habian unido a IgG de EM (IgG humana positivas) también se marcaron con el

anticuerpo anti-C5b9 (C5b9+) y su aspecto era una “huella” A2B5+ (Figura 55, punta
de flecha blanca).

Figura 55. Activacion del complemento en OPC por unién de IgG de LCR de pacientes
con EM. Inmunocitoquimica de células vivas marcadas con IgG purificadas de LCR de
pacientes con EM y con LCR de EM (0,1 ml/ml) para activar el complemento como se describe
en Materiales y Métodos. Después, las células se fijaron y se marcaron con los anticuerpos
A2B5 (A) y anti-C5b9 humano (B). Marcaje de IgG humana (C). Las imagenes muestran una
célula A2B5+/IgG humana-negativa/C5b9-negativa (punta de flecha hueca) y una célula
positiva A2B5/IgG humana/C5b9, con aspecto de “huella” A2B5+ (punta de flecha blanca).

Las OPC “vivas” (células A2B5+/IgG humana negativas/C5b9 negativas) y las
OPC muertas por complemento (A2B5+/IgG humana+/C5b9+) se cuantificaron en la
Tabla III. La incubacion de células vivas con IgG de LCR de pacientes con EM origind
una importante disminucion en la poblacion de OPC, que permanecieron intactas
cuando las células se trataron con IgG de OEN (Tabla III). Las células A2B5+
incubadas con IgG y LCR de controles OEN no se unieron a IgG humanas y no se

marcaron con el anticuerpo anti-C5b9 (Tabla III).
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Tabla lll. Cuantificaciéon de la muerte de OPC mediada por complemento

Cél ul as Cél ul as
A2B5+/ |1 gG- / C5b9- A2B5+/ | gG+/ C5b9+
“cél ul as vivas” (N°/ cnf) “célul as nuertas”
(N°/cnf )
| gG de CEN
(control) 2021 + 230 0
| gG de EM 516 + 215*** 1354 + 91**~*

Los cultivos celulares se incubaron in vivo con IgG purificadas de pacientes control con OEN y
EM en presencia de sus respectivos LCR reunidos (0,1 ml/ml) para activar el complemento.
Después las células se fijaron y se marcaron con los anticuerpos A2B5 y anti-C5b9. Dos
observadores independientes contaron las células en cada experimento. Los datos se expresan
como media + S.E.M. de seis experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. ***,
p < 0,0001 con respecto al control, con el test t de Student.

Las OPC intactas marcadas con IgG humana y anti-C5b9 sélo se pudieron
observar utilizando células que se habian fijado antes de los marcajes con anticuerpos
(Figura 56 A-C). Los quelantes de calcio y magnesio inhiben la activacion de
complemento, y ademas varios de sus componentes se inactivan por calor (Davis et al.,
1967). Nosotros inhibimos la activaciéon del complemento cuando los LCR se
calentaron a 56°C durante 30 minutos (Figura 56 D-F) o cuando se les afiadio EDTA
(Tabla IV).
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Figura 56. Inmunocitoquimica de células fijadas marcadas con LCR de EM, A2B5 y anti-
C5b9 humano. Las células cultivadas durante 6 dias se marcaron con anticuerpos A2B5 y anti-
C5b9 humano y LCR de los pacientes con EM en los ensayos de inmunofluorescencia. El
marcaje se realizd con los correspondientes anticuerpos anti-lgM de ratdn conjugado con
fluoresceina (A,D), anti-lgG de conejo conjugado con lisamina rodamina (B,E) y anti-IgG
humana conjugado con Cy5 (C,F) como anticuerpos secundarios para marcaje triple. Se
utilizaron LCR calentados a 56°C durante 30 minutos (D-F) y sin calentar (A-C). El marcaje con
anticuerpo anti-C5b9 demuestra la activacion de complemento en las células A2B5+. El
anticuerpo anti-C5b9 colocalizé con los anticuerpos IgG de los LCR (B,C). Se puede observar
el marcaje con anti-C5b9 cuando se produce la activacion de complemento (B), mientras que
este marcaje no pudo observarse cuando el complemento se inactiva por calor (E). Barra de
escala en um.

119



Resultados

Tabla IV. Intensidad de fluorescencia debida a los anticuerpos IgG humana y anti-C5b9
por célula A2B5+

Mar caj e para Marcaj e para

| gG humana C5b9 hunano
LCR de control es 2,5+ 1,6 11,7 + 4,8
LCR de EM 22,0 + 1,0%** 47,1 + 3, 3**
+ EDTA 5 "M 21,6 £ 1,7 26,3 £ 4,4
+ EDTA 10 nM 21,4 + 2,3 6,1 + 3,0°
+ 56 °C, 30 mn 22,3 £ 1,6 2,6 + 1,4

En los ensayos de inmunofluorescencia se utilizaron LCR de pacientes control y de EM. Antes
de su uso se les anadié6 EDTA a la concentracion indicada o se calentaron a 56° durante 30
min. En la tabla se indican los datos de intensidad de fluorescencia relativa de las marcas
debidas a IgG y C5b9 en triple marcaje en las células A2B5+. La intensidad de fluorescencia se
determiné como se describe en Materiales y Métodos y se expresa en intensidad de pixel en la
escala de grises (valores entre 0 y 255). Los experimentos se realizaron con muestras de LCR
de tres pacientes control y tres pacientes con EM. Los datos son la media + S.E.M. de tres
experimentos independientes llevados a cabo por duplicado. **, p < 0.01; ***, p < 0.001 con
respecto al control; # p < 0,01 con respecto a LCR de EM no tratados.

Ademas, se realizaron imagenes confocales en proyeccion tridimensional que
demuestran la localizacion del sitio de unioén de las IgG humanas en la superficie de las
OPC y su colocalizacion con la marca del complemento en las células A2B5+/IgG
humana+/C5b9+ (Figura 57 B, D).

Todos estos resultados demuestran que la Hsp90 presenta una localizacion
extracelular en las OPC y que es inmunorreactiva frente a anticuerpos del LCR de

pacientes con EM, dando lugar a la activacion del complemento.
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Figura 57. Localizacion del antigeno reconocido por IgG de los LCR y del complemento
en la superficie de las OPC. (A) Imagen de una célula A2B5 observada con contraste de fase.
(B) La célula muestra un triple marcaje para A2B5 (verde), IgG de LCR de EM (rojo) y anti-
C5b9 (azul). (D) La proyeccién confocal tridimensional de la imagen B localizé los sitios de
unién de las IgG de los LCR (rojo) y del complemento C5b9 (azul) en la superficie de las
células marcadas con A2B5 (verde). La marca violeta muestra el comarcaje de rojo y azul. La
marca blanca es debida a la superposicién de las marcas roja y azul sobre la verde. Las
imagenes A y C son las correspondientes a las B y D en contraste de fase. Los ejes
representan el plano de cada proyeccion. La barra de escala esta en um.

5.12. Eliminacion de las células O4+ en cultivos tratados con LCR de pacientes con

EM

Los cultivos celulares de seis dias se trataron durante otros siete dias con LCR
de pacientes con EM y controles, y las células se fijaron y se expusieron al anticuerpo
04. Se observo la eliminacion de células O4+ en los cultivos tratados con LCR de
pacientes con EM (Figura 58). Por el contrario, las células O4+ permanecieron intactas
cuando los cultivos se trataron con LCR calentados (56°C durante 30 minutos), lo cual
indica la existencia de un proceso mediado por complemento que impide el desarrollo

de los oligodendrocitos (Figura 58 C).
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Figura 58. Eliminacion de oligodendrocitos O4+ en cultivos celulares tratados con LCR
de pacientes con EM. Los cultivos celulares de seis dias se trataron con LCR durante otros 7
dias, y entonces las células se marcaron y se trataron con anticuerpo O4 y con anticuerpo anti-
IgM de ratdn conjugado con rojo de rodamina como anticuerpo secundario. Las células se
trataron con LCR de pacientes control (A), con LCR de pacientes con EM (B), o con LCR de
pacientes con EM calentados a 56°C durante 30 minutos para inactivar el complemento. La
figura B muestra la eliminacion de células O4+ en cultivos tratados con LCR de pacientes con
EM, pero las células O4+ permanecen integras cuando se trataron con LCR calentado (C).
Barra de escala en um.
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1. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR EN LAS NEURONAS

Para llevar a cabo el estudio del dafio neuronal en la EM es importante contar
con un modelo ya que existen grandes limitaciones en la disponibilidad de tejido
nervioso humano. Los modelos clasicos de estudio de la EM, entre los que
indudablemente destaca la EAE, incluyen fenomenos inflamatorios. Sin embargo, para
estudiar al posible efecto de moléculas especificas frente a las neuronas hay que recurrir
a modelos libres de células inflamatorias, como son los cultivos neuronales. Las
técnicas de cultivo celular son un medio apropiado para el estudio de la complejidad del
sistema nervioso y hacen posible la simulacion del efecto sobre el comportamiento
celular de la adiciébn o eliminaciéon de moléculas especificas. Ademads, ofrecen
alternativas mas sencillas que los modelos animales para evaluar sus posibles efectos
toxicos.

Con este modelo, en nuestro laboratorio hemos obtenido resultados que
demuestran que los LCR de pacientes con EM RR contienen factores solubles capaces
de inducir dafio axonal y apoptosis de neuronas en cultivo. Esta fragmentacion axonal
que hemos observado en los cultivos también se ha puesto de manifiesto en los estudios
patologicos que se han realizado en cerebros de pacientes con EM (Trapp et al., 1998).

El nimero de axones dafiados que se pueden observar en los estudios
patologicos de EM parece mucho mayor que el nimero de neuronas con nicleos
apoptoticos encontradas en estos mismos estudios (Dowling et al., 1997). Sin embargo,
el nimero de neuronas apoptoticas en un momento determinado no es representativo de
la poblacion total de células que acabaran muriendo. La apoptosis es un fendmeno
dindmico que puede desarrollarse a lo largo de un periodo de tiempo prolongado en una
poblacion celular y esto no se puede reflejar adecuadamente en un estudio histolégico
(Schwartz y Milligan, 1996).

Nuestros resultados también pueden explicar la existencia de neurodegeneracion
en zonas sin inflamacion en las IRM de pacientes con EM (Davie et al., 1997,
Narayanan et al., 1997; Fu et al., 2000). Los LCR pueden contener mediadores
inflamatorios (Hartung et al., 1992; Trapp et al., 1998) que pueden inducir dafio axonal
y nuclear a distancia de las placas, que son el posible origen de tales moléculas. No
obstante, la degeneracion walleriana de las fibras que cruzan las areas inflamadas
también puede ser un mecanismo alternativo de dafio axonal en la sustancia blanca de

apariencia normal (Narayanan et al., 1997; Simon et al., 2000a).
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La posibilidad de dafio axonal en las lesiones agudas en pacientes con EM RR se
ha descrito con anterioridad en estudios de IRM (Narayana et al., 1998) y de anatomia
patolégica (Ferguson et al., 1997; Trapp et al., 1998). Nuestros datos relativos a la
induccién de dafio axonal pueden explicar las diferentes tasas de recuperacion de los
pacientes con EM RR después de los brotes. Las diferencias en el tipo o en la cantidad
de factores solubles que causan el dafio axonal, o en el tiempo que estan presentes en el
LCR, pueden inducir diferentes grados de dafio axonal, y explicar la variabilidad en la
recuperacion de los brotes.

Este estudio también puede dar una explicacion acerca del dafio axonal, que
parece ser una de las mayores causas de discapacidad en los pacientes con EM
(Steinman, 2000; Trapp et al., 2000). Puesto que se han descrito otros mecanismos que
pueden explicar la pérdida axonal en la EM (Neumann et al., 1995), nuestros resultados
corroboran la idea de que la patogénesis de la EM podria ser de naturaleza heterogénea
(Lucchinetti ef al., 1996) y el hecho de que algunos pacientes tengan tendencia a
desarrollar lesiones destructivas (Van Walderveen et al., 1999). También hemos
demostrado que el efecto nocivo del LCR puede aparecer en la fase clinica mas
temprana de la enfermedad puesto que los LCR que se han obtenido en el primer brote
han sido toxicos para los cultivos, en concordancia con los resultados de los estudios de
IRM (Brex et al., 1998). Asi pues, estaria indicado el tratamiento de los pacientes con
EM RR en los estados iniciales de la enfermedad para evitar el déficit funcional
permanente debido al dafio axonal.

Todos estos resultados estan de acuerdo con la relacion entre la pérdida de
axones y la incapacidad de los pacientes, sugiriendo que la disfuncion y el dafio
neuronal pueden ser fundamentales en los mecanismos de discapacidad (De Stefano et
al., 2001). Hemos demostrado que los pacientes de EM con LCR capaces de inducir
mayor apoptosis neuronal y dafio axonal en cultivo, tuvieron una recuperacion peor del
brote. Esto podria ser una demostracion de la correlacion entre la recuperacion clinica
del brote y la apoptosis neuronal inducida por los LCR en cultivo. En este estudio, la
incapacidad clinica de los pacientes se correlacioné mas exactamente con la apoptosis
neuronal cuando se utilizaron los valores de FS en lugar de los valores EDSS. Este
resultado se debe a que el segundo indice puede no ser sensible a todos los cambios
clinicos (Schwid y Trotter, 2000), que se reflejan mejor en la valoracion directa de los

sistemas funcionales afectados por el brote.
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Las IRM son una herramienta fundamental en el diagndstico de la EM vy
proporcionan la medida mas sensible de la lesion y de la actividad de la enfermedad
(Briick et al., 1997). Se ha observado que la hipointensidad en T1 se correlaciona con
una disminucion en la concentracion de NAA en ERM (Van Walderveen et al., 1999) y
con una reduccion axonal histolégica, que se puede encontrar incluso en lesiones
débilmente hipointensas (Briick ef al., 1997; Van Walderveen ef al., 1998). Asi pues, se
ha sugerido que, como manifestacion de la heterogeneidad de la patogénesis de la EM
(Lucchinetti et al., 1996), algunos pacientes tienden a desarrollar lesiones mas
destructivas, que muestran mayor hipointensidad en T1 (Van Walderveen et al., 1999).
Hemos estudiado las lesiones en T1 de cada caso y hemos encontrado que existe una
correlacion entre la recuperacion del brote y el grado de hipointensidad de las lesiones.
Hasta ahora no se habia descrito una correlacion tan estrecha en estudios de
hipointensidad en T1, si bien estos otros estudios han sido realizados con un elevado
numero de pacientes con EM. Los cambios clinicos de los pacientes con EM
presentaron una mejor correlacion con la hipointensidad de las lesiones en T1 cuando se
compard la lesion mas hipointensa en lugar de la media de las lesiones hipointensas.
Hemos demostrado que los pacientes con LCR mads agresivos tenian las lesiones mas
hipointensas y que el porcentaje de apoptosis neuronal inducida por el LCR se
correlacionaba muy bien con la hipointensidad de las lesiones en T1. Es interesante que
los LCR de todos los pacientes con lesiones hipointensas en T1 causaron un aumento
significativo de apoptosis, mientras que todos los LCR que no indujeron tales efectos
correspondian a pacientes sin lesiones en T1.

Todos estos resultados nos llevan a la conclusion de que existe un subgrupo de
pacientes con EM (ANA) que presentan una enfermedad mas agresiva con recuperacion
clinica del brote incompleta y con lesiones en T1 mas hipointensas. Estos fendmenos
son consistentes con los ensayos en los cultivos, en los que los LCR de estos pacientes
con EM inducen apoptosis neuronal. Nuestros resultados sugieren una relevancia
patoldgica del efecto nocivo en las neuronas en cultivo, ya que este mismo hecho puede
ocurrir en los cerebros de los pacientes con EM; por lo tanto, el dafo neuronal en
cultivo puede ser un reflejo del dafio axonal in vivo, impidiendo la recuperacion clinica
después del brote.

Hasta el momento no se dispone de ninglin ensayo especifico para evaluar el
prondstico de recuperacion de los brotes de EM. El grado de remision de un brote agudo

de EM se ha asociado significativamente con el pronostico favorable de la enfermedad
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(Runmarker y Andersen, 1993). Nuestro estudio demuestra que los cambios clinicos en
los pacientes con EM acerca de la recuperacion del brote son significativamente peores
en los que presentan lesiones en T1 més hipointensas y cuyos LCR son capaces de
dafar a las neuronas en cultivo. Este efecto en el cultivo esta correlacionado
estrictamente con la hipointensidad de las lesiones en T1 in vivo en la IRM de los

pacientes.

El efecto neurotoxico del LCR sobre cultivos de neuronas se ha estudiado con
anterioridad en algunas enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo, se ha
demostrado que una neurotoxina similar a la N-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina
(MPTP) se libera al LCR de pacientes con enfermedad de Parkinson e induce apoptosis
en lineas de neuronas dopaminérgicas en cultivo (Le et al., 1999). El LCR de pacientes
con enfermedades de motoneurona induce apoptosis en cultivos primarios de médula
espinal de rata (Tikka et al., 2002) y disminuye la supervivencia de las neuronas en
cultivos primarios de corteza de embrion de rata (Cid et al., 2003a). En otros estudios se
ha estudiado el efecto neurotdxico del LCR en enfermedades inflamatorias del SNC y
por ejemplo, el LCR en la meningitis bacteriana también tiene capacidad neurotoxica
(Braun et al., 1999). Por ultimo, la induccion de apoptosis por LCR de pacientes con
EM se ha demostrado recientemente en cultivos de astrocitos y de oligodendrocitos
inmortalizados, aunque la molécula responsable no se ha caracterizado todavia (Ménard
etal., 1998).

Nuestros resultados concluyen claramente que el factor soluble del LCR de
pacientes con EM que induce apoptosis y dafio axonal en los cultivos neuronales no esta
correlacionado con los parametros inflamatorios estudiados del LCR (nimero de
células, cociente de albumina o indice de IgG). De acuerdo con esto, tampoco el
complemento, parece ser el responsable del dafio ocasionado por los LCR de pacientes
con EM sobre las neuronas, puesto que su inactivacion no evitd su efecto en estas
células. Y, en la misma linea, la falta de relacion entre el indice de IgG y el dafio
neuronal, y los efectos similares inducidos sobre las neuronas por los LCR con o sin
IgG e IgM, también descartan la participacion de estas proteinas. Estos resultados estan
de acuerdo con el hecho de que, en estudios patologicos de EM, la salida de proteinas
procedentes del suero que reflejan rotura de la BHE, aparecen en zonas del SNC sin
desmielinizacion ni dano tisular (Kwon y Prineas, 1994; Briick et al., 1997). De acuerdo

con estos resultados, mediante ensayos de exclusion molecular con membranas de
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filtracion se descartaron todas las moléculas con tamafios moleculares mayores de 30
kDa, por ejemplo las inmunoglobulinas.

Con el objetivo de identificar al factor neurotoxico de los LCR se ha realizado
un analisis comparativo con una serie de compuestos conocidos como inductores de
apoptosis, entre los que se encuentran aminoacidos excitatorios y péptidos de diversa
naturaleza. El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el sistema
nervioso de los mamiferos. Su concentracion excesiva en el espacio extracelular es
neurotoxica, y se ha descrito que puede estar involucrado en la patologia de diversas
enfermedades neurodegenerativas, incluida la EM (Pitt et al., 2000, 2003). Los
linfocitos T activados, macréfagos y glia residente de las zonas con inflamacion en la
sustancia blanca del SNC provocan la liberacion de glutamato. Este glutamato
extracelular se une a los receptores AMPA/kainato (Steinman, 2000) y la activacion
selectiva de estos receptores induce un aumento en la concentracion de calcio
intracelular de 2 a 8 veces en las neuronas y los oligodendrocitos produciendo su
muerte, la cual se previene con antagonistas de estos receptores, como el NBQX. El
tratamiento con NBQX reduce la perdida de axones y de oligodendrocitos sin modificar
la respuesta inflamatoria (Pitt et al., 2000; Smith et al., 2000). Sin embargo, hemos
comprobado que la concentracion de glutamato como aminoacido libre en el LCR de los
pacientes con EM es mucho menor (2 uM) que la concentracion toéxica minima en
nuestro modelo (6 uM). Si bien, este efecto toxico del glutamato 6 uM se inhibi6 en
presencia de NBQX, lo cual confirma la intervencion de los receptores AMPA/kainato
en la neurotoxicidad por glutamato en las neuronas en cultivo. Por otra parte, la
alteracion en la homeostasis del glutamato conduciria a una activacion de la calpaina
(Wang et al., 1998), una cistein-proteasa dependiente de calcio, que se activa en ciertas
condiciones patoldgicas (Nath et al., 1996) pero que nosotros no detectamos en los
cultivos tratados con LCR. Asi pues, hemos descartado al glutamato como agente
inductor de apoptosis en el LCR de los pacientes.

También se analizaron diversos péptidos con pesos moleculares menores de 30
kDa que se han relacionado con la induccién de apoptosis en la EM, tales como TNF-a
(Sharief et al., 1991). Su tiempo de retencion en los cromatogramas no coincidio con los
de las fracciones toxicas de los LCR. Los resultados obtenidos con TNF-a estdn de
acuerdo con los publicados anteriormente en los que se mostraba que los niveles

medidos de TNF-a no eran significativamente diferentes entre los pacientes con EM ni
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diferentes de los niveles encontrados en los controles (Alcazar et al., 2000). Respecto al
pentapéptido QYNAD, no hemos encontrado que sea neurotdxico en dosis de hasta 50
uM. Ademads, no ha sido posible su identificacion en los LCR de pacientes con EM
mediante espectrometria de masas, que ha sido publicada recientemente (Brinkmeier et
al., 2000).

Por ultimo, el andlisis por HPLC de la fraccion del LCR menor de 30 kDa
demostrd que las fracciones 3 y 7 de los cromatogramas son las que contienen las
moléculas inductoras de apoptosis. El intento de deteccion de estas fracciones toxicas de
los LCR por espectrometria de masas MALDI-ToF y por espectrometria de masas con

electrospray no ha resuelto la identificacion de los compuestos.

Se ha propuesto que la apoptosis neuronal puede ser el resultado de una sefial
citotoxica (Alcazar et al., 2000; Peterson et al., 2001) o estar causada por un ataque
inflamatorio durante el proceso de desmielinizacién (Meyer et al., 2001; Peterson et al.,
2001). Hasta el momento, no se conocen los estimulos que inducen la apoptosis, pero el
mecanismo de muerte neuronal en la EM puede tener una gran importancia terapéutica.
La existencia de apoptosis neuronal en la EM ha sido un hallazgo reciente. Por una
parte, en nuestro laboratorio se ha demostrado que los LCR de pacientes con EM
inducen muerte celular por apoptosis en neuronas cultivadas (Alcazar et al., 1998;
Alcazar et al., 2000), lo cual esta correlacionado con la evolucion clinica de los
pacientes (Cid et al., 2002) y ademas, se han identificado neuronas apoptoticas tanto en
lesiones corticales de EM (Peterson et al., 2001) como en la EAE (Meyer et al., 2001).

En este estudio se ha continuado utilizando el modelo de cultivo neuronal
embrionario de rata, teniendo en cuenta que la activacion de las caspasas en mamiferos
es un mecanismo extremadamente conservado.

Uno de los objetivos de este trabajo fue caracterizar la muerte inducida por LCR
en neuronas cultivadas de rata con el fin de conocer el mecanismo de sefializacion de las
caspasas que opera dentro de las células. Ademas, intentamos determinar si era posible
proteger a las neuronas de la muerte por apoptosis.

La iniciacién de la cascada apoptdtica se lleva a cabo por la activacion de un
receptor de muerte, o por la falta de un factor de crecimiento. A partir del receptor de
muerte se activa la caspasa 8. Las caspasas también se pueden activar por la via
mitocondrial a través de la caspasa 9. Ambos caminos conducen a la activacion de la

caspasa 3, que se considera la “ejecutora central de la apoptosis”. Nuestros resultados
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demuestran que la caspasa 3 y en menor proporcion la caspasa 9, pero no las caspasas 1
y 8, se activan en los cultivos neuronales en respuesta al tratamiento con LCR de
pacientes con EM. Asi pues los resultados previos que describian la induccion de
apoptosis neuronal en cultivo (Alcazar et al., 2000) se corroboran por estos resultados
que demuestran la induccion de la actividad de la caspasa 3, enzima esencial en la
apoptosis (Cid et al., 2003b).

La caspasa 1 estd especialmente involucrada en el proceso inflamatorio ya que
regula la salida extracelular de citoquinas proinflamatorias tales como IL
(interleuquina)-1f e IL-18. Los niveles de RNAm de la caspasa 1 estan correlacionados
con la actividad de la enfermedad en pacientes con EM (Furlan et al., 1999). Ademas, la
transcripcion de la caspasa 1 se induce y esta correlacionada con las tasas de
transcripcion de la citoquinas proinflamatorias TNF-a, IL-1[3, IFN-y e IL-6 en la EAE.
Puesto que algunas de estas citoquinas también tienen acciones proapoptoticas,
buscamos si existia una relacion directa entre la activacion de la caspasa 1 y la muerte
neuronal inducida por LCR. La actividad de la caspasa 1 que se encontrd en los
extractos celulares fue baja o indetectable, lo cual descarta a las citoquinas
proinflamatorias y a la caspasa 1 en la apoptosis neuronal inducida por LCR de
pacientes con EM. Este resultado estd de acuerdo con el hecho de que los cultivos
neuronales son un modelo experimental en el que no intervendrian procesos
inflamatorios.

La caspasa 3 es la responsable de llevar a cabo la ejecucion de la apoptosis. En
este trabajo se demuestra que la actividad de la caspasa 3 se induce en neuronas por
LCR de pacientes con EM y la contribucion de la apoptosis neuronal en la patogenia de
la EM. Las neuronas desmielinizadas son especialmente susceptibles a las sefales
apoptoticas, esenciales en el desarrollo y diferenciacion del SNC. El caso mas llamativo
de fenotipo apoptdtico que se ha descrito hasta el momento es el del raton knockout en
caspasa 3. Sus anormalidades estan restringidas a la apoptosis neuronal, dando lugar a
alteraciones sustanciales en las estructuras cerebrales y en especial en los ventriculos,
nervio optico y médula espinal. Sin embargo, estos defectos no se extienden a otros
tejidos o sistemas (Nicholson y Thornberry, 1997).

Es interesante destacar que los inhibidores de caspasas permeables Ac-YVAD-
cmk y AC-DEVD-cmk proporcionan significativos niveles de proteccion contra los
mediadores solubles nocivos presentes en el LCR de pacientes con EM. Aunque la

actividad de la caspasa 1 fue baja o indetectable, ambos inhibidores de las caspasa 1 y 3
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restauraron la supervivencia neuronal por igual. El efecto del inhibidor de la caspasa 1
se puede explicar porque Ac-YVAD-cmk fue también capaz de inhibir parcialmente la
actividad caspasa 3. En este resultado también hay que tener en cuenta las diferencias
entre estos inhibidores en cuanto a su capacidad de internalizacién celular y a sus
potenciales efectos inhibitorios sobre las caspasas iniciadoras.

Entre las caspasas iniciadoras que podrian activar a la caspasa 3 se encuentra la
caspasa 8. En los cultivos neuronales tratados con LCR de pacientes con EM, hemos
comprobado que la caspasa 8 no es la caspasa iniciadora de apoptosis, lo que nos
permite descartar la intervencion de los receptores de muerte. Este resultado corrobora
la ausencia de participacion de un activador de caspasa 8 como es el TNF-a en este
proceso de apoptosis.

En las placas desmielinizadas activas, las vainas de mielina y algunas células son
atacadas constantemente. Su destruccion produce abundantes productos de degradacion
de la mielina y restos lipidicos que pueden ser inductores de apoptosis. Entre estos
compuestos, la ceramida es un segundo mensajero implicado en la sefalizacion de la
apoptosis que interrumpe el transporte electronico en la mitocondria (Green y Reed,
1998). En los cultivos dafiados por LCR, se observaron neuronas con alteracion en la
funcién mitocondrial segun el ensayo de MTT. Las caspasas también se pueden activar
por la via mitocondrial mediante la familia Bcl-2 que se asocia con la mitocondria y
libera citocromo c y otras proteinas que activan la caspasa 9. En los cultivos neuronales
tratados con LCR de pacientes con EM hemos observado que los valores obtenidos en
los ensayos de activacion de la caspasa 9 son bajos y no nos permiten concluir que
solamente la caspasa 9 sea la caspasa iniciadora en este proceso apoptotico. Se ha
intentado resolver esta polémica mediante el empleo de técnicas alternativas tales como
inmunodeteccion con anticuerpos anti-caspasa 9 y mediante ensayos preliminares de
inmunocitoquimica. Los resultados obtenidos nos permiten concluir que existe actividad
caspasa 9, si bien su actividad no parece alcanzar valores suficientemente elevados
como para ser la Unica caspasa iniciadora. Este resultado podria tener varias
explicaciones: (i), la reducida actividad de la caspasa 9 observada podria ser suficiente
para activar la caspasa 3. (ii), La caspasa 3 podria sufrir un proceso de autocatélisis
exponencial, una vez iniciado el proceso de activacion por la caspasa 9. Las caspasas
son proteasas que pueden regular su propia activacion, y la proteasa activa puede directa
o indirectamente activar a su propio precursor, lo cual ocasiona una activacion

exponencial (Thornberry y Lazebnik, 1998). (iii), Podria existir una activacion
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secundaria de la caspasa 9 debido a su hidrolisis por otra proteasa que podria ser la
caspasa 3. Una situacion andloga, en la que la caspasa 3 actua como caspasa iniciadora
de la caspasa 9 se ha descrito también en lineas celulares de leucemia humana
(Varghese et al., 2003). (iv), Podria existir otra caspasa iniciadora de apoptosis que
activaria a la caspasa 3, y que podria ser la caspasa 12 (Morishima et al., 2002). Sin
embargo, esto implicaria un estrés del reticulo endopldsmico con liberacion de iones de
calcio al citosol, con posible activacion de calpaina que no se ha podido detectar en
nuestros cultivos tratados con LCR.

Dado que el inhibidor de la caspasa 9, z-LEHD-fmk, no previene la apoptosis de
forma total hasta alcanzar los valores control, es 16gico pensar que la caspasa 9 no seria
la Unica caspasa activadora de la caspasa 3. No obstante, dicho inhibidor si previene
parcialmente la apoptosis, lo cual indicaria la participacion de la caspasa 9 en la
sefalizacion apoptdtica. Por lo tanto, creemos que la opcidon mas probable seria la
autocatalisis de la caspasa 3 después de que la caspasa 9 iniciara el proceso.

Por ultimo, estudios recientes permiten concluir que la progresion de la
enfermedad se correlaciona mejor con el dafio neuronal que con el grado de
desmielinizacion o con las lesiones inflamatorias agudas. La inhibicion de las caspasas
no siempre inhibe la muerte celular inducida por estimulos proapotdticos (Green y
Reed, 1998) pero en este caso, los inhibidores de la caspasa 3 si son capaces de prevenir
la muerte neuronal. Hemos demostrado que es posible interferir en la ruta apoptdtica y
proteger a las células de la muerte neuronal inducida por LCR. Asi pues, la capacidad
de bloquear la apoptosis neuronal en los seres humanos seria de gran interés en el

tratamiento de la EM.

2. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR EN LAS CELULAS
PRECURSORAS DE OLIGODENDROCITOS

Algunos autores consideran que la caracteristica fundamental de las lesiones en
la EM no es la desmielinizacion sino la falta de remielinizacion (William y Keirstead,
1999). Asi pues, es necesario entender por qué la remielinizacion falla para desarrollar
estrategias capaces de promoverla. El ataque inmune a los precursores de
oligodendrocitos es un mecanismo posible que podria comprometer la capacidad de
remielinizacion de las lesiones. Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos que

relacionan las inmunoglobulinas con la oligodendroglia, se modificaron las condiciones
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de cultivo con la intencion de favorecer el desarrollo de las células oligodendrogliales y
poder observar el efecto que sobre ellas tenian los LCR. Con el objetivo de verificar si
las OPC, que también existen en los humanos adultos, son la diana de un ataque
autoinmune que impediria la remielinizacion, se llevo a cabo un estudio en el que se
identificaron anticuerpos en el LCR de pacientes con EM que reconocen
especificamente a las OPC.

En primer lugar, se -caracterizaron por su morfologia y por técnicas
inmunocitoquimicas los distintos tipos celulares del cultivo. En los cultivos de nervio
optico, el anticuerpo A2BS5 identifica a precursores gliales tempranos denominados
OPC. Estas células son capaces, dependiendo de las condiciones de cultivo, de
diferenciarse hacia oligodendrocitos o hacia astrocitos tipo 2. Cuando las OPC se
cultivan en medio sin suero, se diferencian a oligodendrocitos (Raff er al., 1983b;
Temple y Raff, 1985; Raff, 1989). Se han utilizado anticuerpos especificos para detectar
distintas estirpes de oligodendrocitos en cultivos celulares: A2B5 para OPC y O4 para
preoligodendrocitos. Estas células precursoras de oligodendrocitos se han identificado
en el SNC humano adulto como células bipolares A2B5+ o multipolares A2B5+/04+
(Armstrong et al., 1992; Scolding et al., 1995; Roy et al., 1999; Scolding et al., 1999).
En este trabajo, los cultivos celulares se prepararon a partir de los hemisferios cerebrales
de rata prenatal y se mantuvieron in vitro durante 6 dias. Las células se cultivaron en
medio sin suero, y, segin criterios morfoldgicos e inmunocitoquimicos, aquellas que
fijaron el anticuerpo A2B5 correspondiente las OPC se identificaron como A2BS5+.
Estas células mostraron morfologia bipolar e inmunorreactividad A2B5+/GFAP- tipica
de OPC. Después, se observaron células A2B5+ con morfologia estrellada y, mas tarde
aun, aparecieron células multipolares que fijaban el anticuerpo O4, caracteristico de
preoligodendrocitos (Sommer y Schachner, 1981) e indicativo de diferenciacion celular
en la estirpe oligodendroglial. Desde 6 hasta 12 dias, las células cultivadas bipolares
A2B5+/GFAP- disminuyeron in vitro al tiempo que aparecian oligodendrocitos O4+,
como se habia descrito en nervio Optico de rata adulta (Shi ef al., 1998) y en cultivos de
células humanas adultas (Armstrong et al., 1992; Roy et al., 1999). Estos resultados, y
las cantidades de cada tipo de estas células, demostraron que las células A2B5+ dieron
lugar a oligodendrocitos en nuestras condiciones de cultivo, mientras que el nimero de
células GFAP+ permanecio constante. GFAP, la mayor subunidad de los filamentos
gliales, se utiliza como marcador de astrocitos de vertebrados tanto en cultivos como en

secciones de tejido (Raff ef al., 1983a). Nosotros encontramos que las células GFAP+
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con morfologia tipica de astrocitos mostraron inmunorreactividad A2B5- y que las
células A2B5+ cultivadas nunca desarrollaron antigenicidad GFAP.

Las interacciones célula-célula son necesarias para la diferenciacion celular en
cultivo, asi como para la proliferacion y diferenciacion de OPC. Esto también depende
de las sefiales que proceden de otras células (Raff, 1989; Temple y Raff, 1985; Barres et
al., 1992), por ejemplo, la actividad eléctrica en los axones circundantes controlan la
produccion o liberacion de factores de crecimiento que son responsables del desarrollo
de células precursoras de oligodendrocitos en la region (Barres et al., 1992; Barres y
Raff, 1993). Puesto que el nervio 6ptico es una de las zonas mas simples del SNC con
células progenitoras, pero no contiene neuronas intrinsecas, nuestros cultivos se
prepararon a partir de los hemisferios cerebrales, con la intencién de conseguir una
aproximacion mas cercana a las condiciones in vivo de los pacientes de EM con
regiones lesionadas (Noseworthy et al., 2000).

Hemos demostrado que anticuerpos del LCR de los pacientes con EM reconocen
especificamente un antigeno en la superficie de las OPC que se ha identificado como
Hsp90p. Los anticuerpos detectados en los LCR estuvieron presentes en el 84,8% de los
pacientes con EM.

Se emplearon diversos controles con el fin de confirmar los resultados
obtenidos, entre ellos el mas importante es el uso de altas concentraciones de IgG
procedentes de donantes de sangre, las cuales no se unieron a las OPC. Ademas, se
relaciono la intensidad de fluorescencia de las IgG unidas a OPC con la concentracion
de IgG de los LCR de pacientes con EM. Ni concentraciones crecientes de IgG
procedentes de donantes de sangre ni las altas concentraciones de IgG de los pacientes
de polirradiculoneuropatia dieron valores de intensidad de fluorescencia elevados en las
OPC.

Por otra parte, nuestros resultados también demuestran que solo las IgG y no las
IgM de los LCR son capaces de unirse a las OPC y desencadenar el dafio celular.

Los anticuerpos de los LCR de los pacientes con EM reconocieron antigenos
especificos en los extractos celulares de las células cultivadas. El 78,8% de los LCR
individuales de EM detectaron un antigeno de 82 kDa, y este porcentaje fue analogo a
las muestras de LCR de EM que reconocieron OPC en los ensayos de
inmunofluorescencia. Ademas, los LCR de las muestras control no mostraron reaccion
con este antigeno en concordancia con los resultados de los analisis de

inmunofluorescencia. Estos resultados destacan la posible importancia del antigeno de
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82 kDa. En primer lugar, inmunoprecipitamos el antigeno de 82 kDa en los extractos
celulares obtenidos de los cultivos celulares utilizando IgG purificadas a partir de
mezclas de LCR de EM e identificamos esta proteina por MALDI-ToF-MS como
Hsp90p. Se realizaron varios experimentos adicionales para confirmar estos resultados:
(1), los anticuerpos anti-Hsp90 monoclonal y anti-Hsp90p policlonal detectaron la
proteina Hsp90 en la posicion de 82 kDa en ensayos de inmunodeteccion de extractos
celulares y marcaron las OPC en los ensayos de inmunofluorescencia de una manera
similar a como lo hicieron los anticuerpos de los LCR de EM. (ii), Las IgG
inmunopurificadas a partir de LCR de EM contra el antigeno de 82 kDa — que
reconocieron el antigeno como una banda simple en las membranas de los extractos
celulares — marcaron las OPC. (iii), Los ensayos de competencia con LCR de EM y con
anticuerpo monoclonal anti-Hsp90 mostraron un bloqueo en la reacciéon de las IgG de
los LCR. Y (iv), La Hsp90 inmunoprecipitada con anticuerpo monoclonal también fue
reconocida por los anticuerpos de los LCR de EM. Por ultimo, los experimentos de 2-
DE, transferencia e inmunodeteccion demostraron que los anticuerpos de los LCR de
EM sélo reconocieron dos bandas en la posicion de 82 kDa con la misma localizacion
exactamente en que los anticuerpos anti-Hsp90 monoclonal y policlonal reconocieron
dos isoformas de Hsp90p. Ademas, en los cultivos de 6 a 12 dias, el nimero de OPC
disminuyd en paralelo a la reduccién de la sefial de Hsp90 inmunodetectada en
membranas tanto por los anticuerpos de los LCR de EM como por el anticuerpo
monoclonal anti-Hsp90, demostrando que el antigeno Hsp90 detectado en las
membranas corresponde a las OPC. Todos estos resultados demuestran que la Hsp90
expresada sobre las OPC es un antigeno reconocido por anticuerpos IgG de los LCR de
pacientes con EM.

Diversas proteinas de membrana, tales como la MBP, MAG y MOG (Sun et al.,
1991; Sun et al., 1991; Warren y Catz, 1994; Genain et al., 1999), gangliosidos
(Sadatipour et al., 1998), y algunas proteinas de choque térmico (Goldbaum y Richter-
Landsberg, 2001) -consideradas antigenos potenciales en la EM- s6lo se han descrito en
oligodendrocitos maduros (Storch et al., 1998; Goldbaum y Richter-Landsberg, 2001).
Sin embargo, este antigeno que reconocen las IgG de los LCR solo esta presente en las
OPC y ni siquiera lo estd en los preoligodendrocitos O4+. Otro posible antigeno
descrito en la EM, la glucoproteina AN2 (Niehaus et al., 2000), se ha detectado s6lo en
preoligodendrocitos O4+ (Niehaus et al., 1999) de ratobn y se ha identificado
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posteriormente como la proteina homologa de rata NG2, expresada por los precursores
de oligodendrocitos. Nosotros hemos detectado la proteina NG2 por transferencia e
inmunodeteccion utilizando el anticuerpo policlonal anti-NG2, sin embargo la proteina
NG2 no fue reconocida por las IgG de los LCR y no se han podido reproducir los
resultados obtenidos con AN2. Ademds hay que tener en cuenta que el antigeno AN2
solo fue encontrado por inmunodeteccion utilizando la glucoproteina AN2 purificada
(Niehaus et al., 2000).

O4 es un marcador de precursores mas diferenciados que A2BS5, y no se ha
probado que los preoligodendrocitos O4+ humanos proliferen in vitro (Armstrong et al.,
1992) ni en las lesiones créonicas de EM (Wolswijk, 1998). Asi pues, es de interés la
identificacion de células A2B5+/0O4-. No hemos podido comprobar si las células
A2B5+ de nuestros cultivos eran también O4+, porque ambos eran anticuerpos
monoclonales IgM de raton. Sin embargo, puesto que detectamos el antigeno Hsp90
solo en células A2B5+ y nunca en preoligodendrocitos multipolares O4+, creemos que
las células reconocidas por las IgG de los LCR deben corresponder fundamentalmente a
células progenitoras de oligodendrocitos A2B5+/04- que deben ser la diana principal de
los anticuerpos anti-Hsp90 humanos. Ademas, en nuestros cultivos celulares (cultivados
durante 6 dias) el nimero de preoligodendrocitos O4+ representan menos del 1% de las
células y los oligodendrocitos O1+ son inexistentes.

Junto con la Hsp90, hemos inmunoprecipitado Hsp70 y B-actina que podrian ser
otros antigenos posibles. Sin embargo, hemos detectado pocas muestras de LCR de
pacientes con EM capaces de detectar Hsp70 o B-actina en membranas, y la -actina no
se detectd en los ensayos de inmunofluorescencia. Hsp70 y Hsp90 son proteinas muy
relacionadas que forman complejos (Frydman, 2001) y es conocido que la B-actina se
une a Hsp70 y Hsp90. Asi pues, es posible la co-inmunoprecipitaciéon de Hsp70 y [3-
actina con Hsp90.

Los anticuerpos de los LCR de EM no detectaron las grandes cantidades de
Hsp90 que existen en la fraccion citosolica. Estos anticuerpos de los LCR tampoco
detectaron la Hsp90 purificada de células HeLa. Los resultados obtenidos con los
experimentos de electroforesis bidimensionales demostraron que los anticuerpos de los
LCR de EM reconocen isoformas especificas de Hsp90 y no detectan otras isoformas
diferentes de Hsp90, por ejemplo las presentes en las células Hela. Se han descrito

diversas isoformas de Hsp90 -con las mismas masas moleculares y localizadas en la
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region acida del gel- que corresponden a diferentes formas inducibles o a diferentes
estados de fosforilacion (Takenaka y Hightower, 1992). Por lo tanto, es posible que los
anticuerpos de los LCR de EM reconozcan isoformas de Hsp90 que estan poco
expresadas en citosol.

Los anticuerpos IgG de los LCR y el anticuerpo A2B5 se localizaron por
imagenes de microscopia confocal en posiciones diferentes. Las IgG de los LCR se
unieron en el exterior del cuerpo celular de las células A2B5+, y no reconocieron el
antigeno en la region celular rica en ganglidsidos que es la reconocida por el anticuerpo
A2BS, lo cual esta de acuerdo con el hecho de que en los andlisis por ELISA de
ganglidsidos no se detectara reaccion. Esta localizacion del antigeno es consistente con
las observaciones realizadas en los ensayos de inmunofluorescencia con células no
permeabilizadas, en los que se puede concluir que se encuentra sobre la superficie
celular.

Los ensayos de inmunofluorescencia con células fijadas detectaron el antigeno
Hsp90 en una localizacion extracelular. Esta localizacion estd de acuerdo con el
fraccionamiento subcelular en el que se detecto el antigeno en la fraccidon de membrana,
y con el marcaje de las OPC en las células vivas. La Hsp90 se ha localizado en la
superficie celular en células tumorales humanas (Ferrarini ef al., 1992) y en lineas de
células tumorales de raton (Sapozhnikov et al., 1999), asi como en células microgliales
en la enfermedad de Alzheimer (Kakimura ef al., 2002). La expresion de la Hsp90 en la
superficie celular podria suponer una diana para la respuesta inmune, que ya se ha
descrito en algunas enfermedades como las formas autoinmunes de la artritis
reumatoide (Hayem et al., 1999) o en el cancer de mama (Conroy y Latchman, 1996).

La localizacion del antigeno reconocido por las IgG humanas en la superficie de
las OPC podria jugar un papel importante en la fijacion del complemento. Cuando
ciertas moléculas de anticuerpo, tales como IgG e IgM, se unen a la superficie de una
célula, se dispara la ruta clasica de activacion del sistema de complemento (Alberts et
al., 1983) dando lugar a la formacion del complejo terminal del complemento (C5b9)
(Figura 59 A). Dos de estos complejos se combinan para formar el complejo litico que
constituye un canal transmembranal, que ocasiona la muerte de la célula (Figura 59 B).
Las proteinas del complemento se han detectado en el LCR (Spiegel et al., 1998). El
SNC produce varios componentes del sistema de complemento, y obviamente, en las
enfermedades del sistema nervioso que alteran la integridad de la barrera

hematoencefalica, tales como la EM, aumenta el paso de proteinas del complemento
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desde el suero hacia el LCR. El uso del anticuerpo humano anti-C5b9 demuestra que la

union de IgG de los LCR de los pacientes con EM produce activacion del complemento

con la formacion del complejo terminal del complemento.
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Figura 59. Activacion del complemento. (A) El sistema de complemento, que esta formado
por una treintena de proteinas plasmaticas, tiene un papel fundamental en los mecanismos de
defensa contra agentes infecciosos y en el proceso inflamatorio. Dentro de este sistema, varias
proteinas de membrana reguladoras previenen la activacion autéloga del complemento y
protegen a las células de ataques accidentales. La activacion del sistema se realiza a través de
dos rutas: la clasica o la alternativa. La ruta clasica interviene en la respuesta especifica de los
anticuerpos y se activa especialmente cuando algunas moléculas de anticuerpos (IgM o IgG)
se unen a una particula extrafa. La ruta alternativa es importante en los mecanismos de
defensa contra infecciones bacterianas. A diferencia de la ruta clasica, la ruta alternativa se
activa por microorganismos y no es necesariamente un proceso dependiente de anticuerpos.
La ruta clasica requiere Ca®" y Mg®*, mientras que la ruta alternativa requiere sélo Mg*. En
ambas rutas de activacion, la rotura y activacion del componente C5 conduce a la formacion
del complejo terminal del complemento (C5b9). (B) El complejo C5b9 esta formado por unas
veinte moléculas. Por cada molécula de C5b, C6, C7 y C8, contiene una o mas moléculas de
C9. La union de una molécula C8 a cada complejo C5b67 da lugar a pequefios canales
transmembranales. Cada complejo C5b678 actia como un receptor de numerosas moléculas
C9 que inician un proceso de oligomerizacion en el sitio de ataque de la membrana. Este
complejo una vez insertado dentro de las membranas celulares, crea canales
transmembranales completos dando lugar a la lisis osmética de la célula. (Modificado de
Alberts et al., 1983).

Los ensayos de inmunocitoquimica en los que se incuba con LCR de pacientes
con EM mostraron células A2B5+ danadas. Al calentar los LCR, o al afadir EDTA
durante la incubacion, se inhibio la union de anti-C5b9 a las células A2B5+, sin
cambios en la union de las IgG de los LCR. Esto demuestra que la activacion de
complemento es dependiente de LCR y que su inhibicién previene la rotura de las
células A2B5+/LCR IgG+. Los cultivos tratados con IgG del LCR de pacientes con EM
presentan una muerte celular de células A2B5+ mediada por complemento con una
significativa desaparicion de la poblacion de OPC. Se ha encontrado que el antigeno C9,
que refleja formacion del complejo terminal del complemento, colocaliza
selectivamente con inmunoglobulinas en sitios de desmielinizacion activa (Storch et al.,
1998). Existe evidencia convincente de la activacion intratecal del sistema de
complemento en pacientes con EM, pero no se ha establecido su papel preciso en la
patogénesis (Morgan et al., 1984; Sanders et al., 1986; Mollnes et al., 1987; Scolding et
al., 1989; Sellebjerg et al., 1998).

A pesar de que la deficiencia en la rata de un homologo del factor humano CD59
podria predisponer a la lisis por un ataque del complemento independiente de
anticuerpos en nuestros cultivos de rata, se ha descrito que las OPC de rata perinatal son
resistentes a esta lisis al igual que las células humanas (Wren y Noble, 1989). Ademas,
nosotros detectamos que la activacion del complemento colocalizé con las IgG humanas
y fue dependiente de la union de las IgG del LCR a las células A2B5+. En algunas

lesiones de EM, la presencia de inmunoglobulinas y complejo terminal del
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complemento sugiere que los anticuerpos desmielinizantes tienen un papel patogénico.
Tales anticuerpos podrian activar al complemento e impedir la remielinizacion
(Noseworthy et al., 2000).

El papel de las Hsp en la EM ha surgido especialmente por su alta
inmunogenicidad en mamiferos. Ciertas familias de Hsp, en particular Hsp60 y Hsp70,
han demostrado ejercer una fuerte reaccion inmunoldgica (Brosnan et al., 1996;
Birnbaum y Kotilinek, 1997) y es conocida la expresion en la membrana plasmatica de
estas Hsp en varios tipos celulares, incluidos los oligodendrocitos (Freedman et al.,
1992; Aquino et al., 1997). Ademas, se ha descrito una alteracion en la expresion de
Hsp27, Hsp60, Hsp70 y Hsp90 en las lesiones de EM (Wucherpfennig et al., 1992;
Aquino et al., 1997). La Hsp90 pertenece una la familia de proteinas de 82 a 90 kDa
muy conservada en mamiferos. Hemos encontrado anticuerpos contra Hsp90 en 26 de
las 33 muestras de LCR de pacientes con EM (en 21 de los 23 pacientes en brote y en 5
de los 10 pacientes sin brote). Estos resultados corroboran la hipdtesis de que la
patogénesis de la EM es de naturaleza heterogénea y que el objetivo del dafio
(oligodendrocitos o sus precursores) puede ser diferente en distintos pacientes o
dependiendo del curso de la enfermedad. Los anticuerpos contra Hsp90 expresados en
OPC bipolares A2B5+ y la activacion de complemento pueden conducir a la
desaparicion de las OPC. Esto podria ser la causa de la escasa remielinizacion que se
observa en las lesiones de EM. Estos resultados estan de acuerdo con trabajos recientes
que describen una menor densidad de OPC en lesiones de EM que en las areas no
lesionadas y que no detecta OPC bipolares en lesiones sin oligodendrocitos (Chang et
al., 2002). Estos autores han confirmado otros trabajos previos que sugieren que las
lesiones de EM cronicas pierden eventualmente la capacidad de producir
oligodendrocitos nuevos (Wolswijk, 1998) y proponen que el entorno de las lesiones de
EM cronicas inactivas produce oligodendrocitos nuevos, mientras que es el mismo
entorno el que da lugar a la presencia de una sefial inhibitoria que origina un fallo en la
remielinizacion (Chang et al., 2002). Nuestros resultados corroboran que una
exposicion prolongada a anticuerpos anti-Hsp90 contribuiria a una disminucion en la
poblacion de OPC y limitaria la remielinizacién en los pacientes con EM. Es también
interesante observar la coincidencia entre la localizacion de estas células en el SNC y la
de las lesiones en los pacientes con EM. Asi, las placas de EM muestran predileccion

por ciertas partes del SNC con participacidon mayoritaria en la sustancia blanca
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periventricular, nervio y quiasma Optico, aquellas zonas en las que las OPC son mas
abundantes.

El desarrollo de estrategias para potenciar la remielinizacion y obtener posibles
medidas terapéuticas en la EM requiere la comprension previa de los mecanismos
endogenos que impiden la remielinizacion. La identificacion de anticuerpos anti-Hsp90
en los pacientes con EM que afectan especificamente a las OPC es un paso hacia este

objetivo.

En resumen, nuestros resultados corroboran la idea de que la patogénesis de la
EM es de naturaleza heterogénea (Lucchinetti et al., 1996). En el estudio de la
enfermedad se pueden considerar tres aspectos fundamentales. En primer lugar, un
proceso inflamatorio que conduce a la desmielinizacion por ataque a los
oligodendrocitos y a la mielina debido a una causa desconocida. Tradicionalmente, la
EM se considera una enfermedad inflamatoria en la que las células Thl reconocen
componentes de la mielina e inician un proceso autodestructivo dentro del SNC. Sin
embargo, las células T por si solas no son capaces de producir las tipicas placas
desmielinizadas grandes y confluentes de la EM. Por el contrario, la inflamacion
cerebral caracteristica de las células T suele producir una enfermedad multifocal y
monofasica denominada ADEM (encefalomielitis desmielinizante aguda). Ademas son
necesarios factores desmielinizantes adicionales como los anticuerpos que se dirigen
contra los antigenos localizados en la superficie de la banda de mielina o del
oligodendrocito, que pueden ser diferentes en los distintos pacientes (Kornek y
Lassmann, 2003). En segundo lugar, la falta de remielinizacioén debida a los anticuerpos
contra OPC, entre los que caben destacar los anti-Hsp90 y, con menor importancia, los
anti-Hsp70 que se describen en este trabajo. La activacion del sistema de complemento
por estos anticuerpos en las OPC impediria la remielinizacion. Y en tercer lugar, el dafio
axonal y la apoptosis en las neuronas, debido a factores toxicos solubles en el LCR que
activan a la caspasa 3, probablemente a través de la caspasa 9, y podrian ser indicativos
de mal pronostico en la evolucion clinica de los pacientes.

Hasta el momento no se ha abordado el estudio de la posible relacion entre la
existencia del factor neurotdxico y de los anticuerpos anti-Hsp90 en los LCR de
pacientes con EM. Dada la naturaleza multifactorial de esta enfermedad, es posible que
ambos factores sean en cierto modo independientes, ya que el factor neurotoxico no esta

relacionado con la concentracion de IgG en LCR ni con la activacion del complemento,
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lo cual descarta su origen inflamatorio. Sin embargo, hemos demostrado que la
concentracion de anticuerpos anti-Hsp90 en los LCR de pacientes con EM depende de
la concentracion total de IgG en los LCR de estos pacientes y que su toxicidad esta
mediada por el complemento. Tampoco sabemos si el efecto que ambos factores
podrian ocasionar en los pacientes puede ser simultaneo pero con distintas dianas
(neuronas y OPC), o si afectarian a pacientes distintos, o en distintos estadios de la
enfermedad.

Por otra parte, la tecnologia de microarray de DNA ha supuesto un cambio
radical en la investigacion molecular de enfermedades complejas al permitir analizar la
expresion simultdnea de miles de genes. Recientemente, se ha aplicado esta tecnologia
para estudiar los perfiles de expresion génica en tejido cerebral post-mortem de
pacientes con el objetivo de mejorar el conocimiento de los mecanismos moleculares
implicados en la etiologia de la EM (Whitney et al., 1999; Lock et al., 2002; Goertsches
et al., 2003; Mycko et al., 2003; GAMES, 2003). Se ha encontrado alteracion en la
expresion de un gran numero de genes, lo cual ha confirmado la heterogeneidad de la
enfermedad. Entre los genes con alteracion de su expresion se han descrito los de
algunas de las proteinas identificadas en este trabajo tales como las Hsp, y entre ellas la
Hsp70 (Lock et al., 2002) y Hsp90 (Mycko et al., 2003), la caspasa 9 (Mycko et al.,
2003), y algunos componentes de la cascada del complemento como el Clr y C3 (Lock
et al., 2002). Desgraciadamente, la gran mayoria de alteraciones genéticas encontradas
en estas investigaciones no cuenta todavia con una interpretacion logica.

A pesar de la gran cantidad de estudios que se han llevado a cabo acerca de la
EM -se publican unos 1.500 trabajos al afio sobre sus causas y tratamiento- sigue siendo
una de las enfermedades con etiologia més desconocida. Aunque en la actualidad se
dispone de tratamientos con agentes inmunomoduladores, capaces de reducir tanto los
sintomas como la actividad de las lesiones en IRM, la eficacia a largo plazo de estos
compuestos sigue siendo polémica. Esto puede ser debido, al menos en parte, al hecho
de que estos compuestos actian contra el componente inflamatorio de la enfermedad,
mientras que la desmielinizacion y el dafo axonal que contribuyen a la pérdida de
funcion transitoria o permanente no se pueden tratar adecuadamente (Kornek y
Lassmann, 2003). La diana terapéutica de algunos de los farmacos utilizados en los
tratamientos es desconocida, tanto es asi que su utilizacion, como en el caso del

interferén 3, comenzo6 siendo empirica (Jacobs et al., 1996, 2000). Posiblemente sea
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necesario conocer las bases moleculares de esta enfermedad antes de conseguir un
tratamiento verdaderamente util.

La desmielinizacion en asociacion con la inflamacion es la alteracion estructural
fundamental en la EM. La remielinizacidon espontanea es parcial en el SNC, en parte
porque los oligodendrocitos son células postmitoticas. Se ha intentado promover la
remielinizacion con diversos métodos, no s6lo con agentes farmacoldgicos sino también
mediante transplantes autdlogos de progenitores hematopoyéticos. Ademads, estudios
recientes sobre la neurogénesis en adulto estan sugiriendo nuevas estrategias para la
sustitucion terapéutica de neuronas. Los mecanismos de formacion de estas nuevas
neuronas, la forma en que migran y se incorporan a circuitos del cerebro adulto son
cuestiones de extraordinario interés. Investigaciones sobre los mecanismos de
nacimiento, migracion e incorporacion han permitido la identificacion de las células
madre (stem cells) del sistema nervioso e indican como estas células son capaces de
moverse grandes distancias dentro del sistema nervioso a través del tejido adulto. Sin
embargo, es dificil reestablecer las conexiones introduciendo nuevas células en el
cerebro. El ambiente que las células encuentran en el cerebro adulto no es claramente
permisivo al crecimiento de axones, por no hablar de que las moléculas responsables de
su guia muy probablemente no se encuentren en el lugar adecuado en el momento
adecuado. Parece dificil pensar que la terapia celular con transplantes vaya a resolver
problemas que se desprenden de la degeneracion de oligodendrocitos y neuronas
maduros que forman conexiones largas. Si supiéramos modular la apoptosis neuronal,
guiar a los axones, aumentar la proliferacion de OPC, y orientar su diferenciacion,
podriamos intentar reparar los circuitos lesionados en el SNC adulto.
Desgraciadamente, aun estamos muy lejos de poder emplear estas técnicas en el
tratamiento de la EM. No obstante, la comprension de sus mecanismos celulares y
moleculares podria evitar la neurodegeneracion y facilitar la reparacion del sistema

nervioso.
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CONCLUSIONES

1. Nuestros datos confirman la existencia de dos poblaciones entre los pacientes con
esclerosis multiple remitente-recurrente. En un primer subgrupo de pacientes, grupo
denominado ANA, su liquido cefalorraquideo induce altos porcentajes de apoptosis
y dafio axonal en neuronas en cultivo. En el otro subgrupo de pacientes, denominado
grupo ANC, su liquido cefalorraquideo no induce apoptosis ni dafio axonal a
neuronas en cultivo, de forma andloga al liquido cefalorraquideo de pacientes

controles también estudiados.

2. La hipointensidad de las lesiones estudiadas por imagen de resonancia magnética en
las secuencias ponderadas en T1 estd correlacionada con el porcentaje de
recuperacion del brote valorado con la escala EDSS. Cuanto mayor es la

hipointensidad de las lesiones en T1, peor es la recuperacion del brote.

3. La neurotoxicidad inducida por el liquido cefalorraquideo de pacientes con EM en
cultivos neuronales esta estrechamente correlacionada con la patologia de los
pacientes valorada mediante su EDSS y sus lesiones en IRM. Asi, pacientes cuyo
liquido cefalorraquideo induce una mayor apoptosis y dafio neuronales en cultivo, se
corresponden con aquellos que presentan peor recuperacion después del brote y

mayores lesiones hipointensas en T1.

4. No se ha podido identificar el factor inductor del dafio neuronal, si bien podemos
descartar a las inmunoglobulinas, el TNF-a, el péptido QYNAD vy el glutamato,

como agentes directos del dafio neuronal.
5. La caspasa 3, pero no la caspasa 1, esta directamente implicada en la induccion de
apoptosis neuronal por el liquido cefalorraquideo de los pacientes con esclerosis

multiple remitente-recurrente.

6. La caspasa 8 no parece ser la caspasa que activa a la caspasa 3, si bien, no podemos

descartar la participacion de la caspasa 9 en la activacion de dicha caspasa 3.

143



7.

10.

Conclusiones

Los inhibidores de caspasa 3 previenen de la apoptosis neuronal inducida por el
liquido cefalorraquideo de pacientes con esclerosis multiple. Es posible interferir en
la ruta apoptotica y proteger a las células de la muerte neuronal inducida por liquido
cefalorraquideo. La capacidad de bloquear la apoptosis neuronal en los pacientes

seria de gran interés en el tratamiento de la esclerosis multiple.

La proteina Hsp90B se expresa en la superficie celular de los precursores de

oligodendrocitos.

Los LCR de pacientes con EM contienen anticuerpos que reconocen
especificamente isoformas de Hsp90B en la superficie de los precursores de

oligodendrocitos.

La activacion del sistema de complemento por anticuerpos anti-Hsp90 del LCR de
pacientes con EM, causa la extincién de los precursores de oligodendrocitos en
cultivo. Este mismo proceso podria limitar la remielinizacion en los pacientes con

EM.

144



BIBLIOGRAFIA



10.

11.

Bibliografia

. Alberts, B., Bray, D., Lewis, J., Raff, M. , Roberts.K, y Watson, J. D. (1983)

Molecular biology of the cell. Garland Publishing, Inc., New York. 988-993 pp.
Alcézar, A., Regidor, 1., Masjuan, J., Salinas, M., y Alvarez-Cermefio, J. C.
(1998) Induction of apoptosis by cerebrospinal fluid from patients with primary-

progressive multiple sclerosis in cultured neurons. Neurosci. Lett. 255:75-78.

. Alcazar, A., Regidor, 1., Masjuan, J., Salinas, M., y Alvarez-Cermefio, J. C.

(2000) Axonal damage induced by cerebrospinal fluid from patients with
relapsing-remitting multiple sclerosis. J. Neuroimmunol. 104:58-67.

Alcézar, A., Rivera, J., Gomez-Calcerrada, M., Mufioz, F., Salinas, M., y Fando,
J. L. (1996) Changes in the phosphorylation of eukaryotic initiation factor 2a,
initiation factor 2B activity and translational rates in primary neuronal cultures
under different physiological growing conditions. Mol. Brain Res. 38:101-108.
Andersson, M., Alvarez-Cermefio, J. C., Bernardi, G., Cogato, I., Fredman, P.,
Frederiksen, J., Fredrikson, S., Gallo, P., Grimaldi, L. M., Gronning, M. et al.
(1994) Cerebrospinal fluid in the diagnosis of multiple sclerosis: a consensus
report. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatr. 57:897-902.

Aquino, D., Capello, E., Weisstein, J., Sanders, V., Lopez, C., Tourtellotte, W.
W., Brosnan, C. F., Raine, C. S., y Norton, W. T. (1997) Multiple sclerosis:
altered expression of 70- and 27-kDa heat shock proteins in lesions and myelin.
J. Neuropath. Exp. Neurol. 56:664-672.

Araque, A., Carmignoto, G., Haydon, P.G. (2001) Dynamic signaling between
astrocytes and neurons. Annu. Rev. Physiol. 63:795-813.

Archelos, J., Trotter, J., Previtali, S., Weibbrich, B., Toyka, K., y Hartung, H. P.
(1998) Isolation and characterization of an oligodendrocyte precursor-derived B-
cell epitope in multiple sclerosis. Ann. Neurol. 43:15-24.

Archer, D. R., Cuddon, P. A., Lipsitz, D., y Duncan, 1. D. (1997) Myelination of
the canine central nervous system by glial cell transplantation: a model for repair
of human myelin disease. Nat. Med. 3:54-59.

Arévalo-Martin, A., Vela, J. M., Molina-Holgado, E., Borrel, J., Guaza, C.
(2003) Therapeutic actions of cannabinoids in a murine model of multiple
sclerosis. J. Neurosci. 23:2511-2516.

Armstrong, R. C., Dorn, H. H., Kufta, C. V., Friedman, E., y Dubois-Dalcq, M.
E. (1992) Pre-oligodendrocytes from adul human CNS. J. Neurosci. 12:1538-
1547.

145



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Bibliografia

Arnold, D. L., Matthews, P. M., Francis, G. S., y Antel, J. P. (1990) Proton
magnetic resonance spectroscopy of human brain in vivo in the evaluation of
multiple sclerosis: assessment of the load of the disease. Magn. Reson. Med.
14:154-159.

Arnold, D. L., Riess, G. T., Matthews, P. M., Phil, D., Francis, G. S., Collins, D.
L., Wolfson, C., y Antel, J. P. (1994) Use of proton magnetic resonance
spectroscopy for monitoring disease progression in multiple sclerosis. Ann.
Neurol. 36:76-82.

Banerjee, A., Roach, M. C., Trcka, P., y Luduenda, R. F. (1990) Increase
microtubule assembly in bovine brain tubulin lacking the type III isotype of
beta-tubulin. J. Biol. Chem. 265:1794-1799.

Banker, G. A. y Waxman, A. B. (1988) Hoppocampal neurons generate natural
shapes in cell culture. In Intrinsic Determinants of Neuronal Form and Function.
R. B. M. M. Lasek, editor. 61- 82.

Bansal, R., Warrington, A. E., Gard, A. L., Ranscht, B., y Pfeiffer, S. E. (1989)
Multiple and novel specificities of monoclonal antibodies O1, O4 and R-mAb
used in the analysis of oligodendrocyte development. J. Neurosci. Res. 24:548-
557.

Barres, B. A., Hart, I. K., Coles, H. S. R., Burne, J. F., Voyvodic, J. T.,
Richardson, W. D., y Raff, M. C. (1992) Cell death and control of cell survival
in the oligodendrocyte lineage. Cell 70:31-46.

Barres, B. A. y Raff, M. C. (1993) Proliferation of oligodendrocyte precursor
cells depends on electrical activity in axons. Nature 361:258-260.

Bhakoo, K.K., Pearce, D. (2000) In vitro expression of N-acetyl aspartate by
oligodendrocytes: implications for proton magnetic resonance spectroscopy
signal in vivo. J. Neurochem. 74:254-262.

Birnbaum, G. y Kotilinek, L. (1997) Heat shock or stress proteins and their role
as autoantigens in multiple sclerosis. Ann. N. Y. Acad. Sci. 835:157-167.

Bitsch, A., Schuchardt, J., Bunkowski, S., Kuhlmann, T., y Briick, W. (2000)
Acute axonal injury in multiple sclerosis. Correlation with demyelination and
inflammation. Brain 123:1174-1183.

Bjartman, C., Kidd, G., Mork, S., Rudick, R., y Trapp, B. D. (2002)
Neurological disability correlates with spinal cord axonal loss and reduced N-

acetyl aspartate in chronic multiple sclerosis patients. Ann. Neurol. 48:893-901.

146



23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.
34.

Bibliografia

Blakemore, W. F. y Keirstead, H. S. (1999) The origin of remyelinating cells in
the central nervous system. J. Neuroimmunol. 98:69-76.

Bo, L., Vedeler, C. A., Nyland, H. L., Trapp, B. D., y Mork, S. J. (2003) Subpial
demyelination in the cerebral cortex of multiple sclerosis patients. J. Neuropath.
Exp. Neurol. 62:723-732.

Bottenstein, J. E. y Sato, G. H. (1979) Growth of a rat neuroblastoma cell line
in serum-free supplemented medium. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:514-517.
Bradford, M. M. (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical
Biochemistry 72:248-254.

Braun, J. S., Novak, R., Herzog, K. H., Bodner, S. M., Cleveland, J. L., y
Tuomanen, E. 1. (1999) Neuroprotection by a caspase inhibitor in acute bacterial
meningitis. Nat. Med. 5:298-302.

Brex, P. A., Gémez-Anson, B., Parker, G. J. M., Barker, G. J., MacManus, D.
G., Davie, C. A., Plant, G. T., y Miller, D. H. (1998) Proton MR spectyroscopy
in clinically isolated syndromes suggestive of multiple sclerosis. Mult. Scler.
4:275.

Brinkmeier, H., Aulkemeyer, P., Wollinsky, K. H., y Riidel, R. (2000) An
endogenous pentapeptide acting as a sodium channel blocker in inflammatory
autoimmune disorders of the central nervous system. Nat. Med. 6:808-811.
Brosnan, C. F., Battistini, L., Gao, Y.-L., Raine, C. S., y Aquino, D. (1996) Heat
shock proteins and multiple sclerosis: a review. J. Neuropath. Exp. Neurol.
55:389-402.

Briick, W., Bitsch, A., Kolenda, H., Briick, Y., Stiefel, M., y Lassmann, H.
(1997) Inflammatory central nervous system demyelination: correlation of
magnetic resonance imaging findings with lesion pathology. Ann. Neurol.
42:783-793.

Bufill, E., Blesa, R., Galan, 1., y Dean, G. (1995) Prevalence of multiple
sclerosis in the region of Osona, Catalonia, Northern Spain. J. Neurol
Neurosurg. Psychiatr. 58:577-581.

Butler, M. (1992) Neuronal cell lines. IRL Press, New York. 55-75 pp.

Carswell, R. (1838) Pathological anatomy: illustrations of the elementary forms

of disease. London.

147



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.
43.

44,

45.

46.

Bibliografia

Chang, A., Tourtellotte, W. W., Rudick, R., y Trapp, B. D. (2002)
Premyelinating oligodendrocytes in chronic lesions of multiple sclerosis. New
Engl. J. Med. 346:165-200.

Charcot, M. (1868) Histologie de la sclerose en plaques. Gaz. Hosp. 141:554-
555.

Cid, C., Alcazar, A., Regidor, 1., Masjuan, J., Salinas, M., y Alvarez-Cermeio, J.
C. (2002) Neuronal apoptosis induced by cerebrospinal fluid from multiple
sclerosis patients correlates with hypointense lesions on T1 magnetic resonance
imaging. J. Neurol. Sci. 193:103-109.

Cid, C., Alvarez-Cermefio, J. C., Regidor, 1., Salinas, M., y Alcazar, A. (2003a)
Low concentrations of glutamate induce apoptosis in cultured neurons:
implications for amyotrophic lateral sclerosis. J. Neurol. Sci. 206:91-95.

Cid, C., Alvarez-Cermefio, J. C., Regidor, 1., Plaza, J., Salinas, M., y Alcazar, A.
(2003b) Caspase inhibitors protect against neuronal apoptosis induced by
cerebrospinal fluid from multiple sclerosis patients. J. Neuroimmunol. 136:119-
124.

Cid, C., Alvarez-Cermefio, J.C., Camafeita, E., Salinas, M., Alcazar, A. (2004)
Antibodies reactive to heat shock protein 90 induce oligodendrocyte precursor
cell death in culture. Implications for demyelination in multiple sclerosis.
FASEB. J. 18.

Compston, A. (1999) The genetic epidemiology of multiple sclerosis. Phil.
Trans. R. Soc. Lond. 354:1623-1634.

Compston, A. y Coles, A. (2002) Multiple sclerosis. Lancet 359:1221-1231.
Confavreux, C., Vukusic, S., Moreau, T., y Adeleine, P. (2000) Relapses and
progression of disability in multiple sclerosis. New Engl. J. Med. 343:1430-
1438.

Conroy, S. E. y Latchman, D. S. (1996) Do heat shock proteins have a role in
breast cancer? Br. J. Cancer 74:717-721.

Cruveilhier. (1841) Anatomie pathologique du corps humain; descriptions avec
figures lithographiees et coloriees; des diverses alterations morbides dont le
corps humain est susceptible. Paris.

Davie, C. A., Barker, G. J., Thompson, A. J., Tofts, P. S., McDonald, W. L., y

Miller, D. H. (1997) 'H magnetic resonance spectroscopy of chronic cerebral

148



47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Bibliografia

white matter lesions and normal appearing white matter in multiple sclerosis. J.
Neurol. Neurosurg. Psychiatr. 63:736-742.

Davie, C. A., Barker, G. J., Webb, S., Tofts, P. S., Thompson, A. J., Harding, A.
E., McDonald, W. 1., y Miller, D. H. (1995) Persistent functional deficit in
multiple sclerosis and autosomal dominant cerebellar ataxia is associated with
axon loss. Brain 118:1583-1592.

Davis, B. D., Dulbecco, R., Eisen, H. N., Ginsberg, H. S., y Wood, W. B. Jr.
(1967) Microbiology. Hoeber Medical Division - Harper & Row, Publishers,
Inc., 521-536 pp.

Dawson, M. R. L., Levine, J. M., y Reynolds, R. (2000) NG2-expresing cells in
the central nervous system: are they oligodendroglial progenitors? J. Neurosci.
Res. 61:471-479.

De la Monte, S. M., Sohn, Y. K., Ganju, N., y Wands, J. R. (1998) p53- and
CD95-associated apoptosis in neurodegenerative diseases. Lab. Invest. 78:401-
411.

De Stefano, N., Narayanan, S., Francis, G. S., Arnaoutelis, R., Tartaglia, M. C.,
Antel, J. P., Matthews, P. M., y Arnold, D. L. (2001) Evidence of axonal
damage in the early stages of multiple sclerosis and its relevance to disability.
Arch. Neurol. 58:65-70.

Dowling, P., Husar, W., Mennona, J., Donnenfeld, H., Cook, S., y Sidhu, M.
(1997) Cell death and birth in multiple sclerosis brain. J. Neurol. Sci. 149:1-11.
Earnshaw, W. C. (1995) Nuclear changes in apoptosis. Curr. Opin. Cell Biol.
7:337-343.

Eisenbarth, G. S., Walsh, F. S., y Nirenberg, M. (1979) Monoclonal antibody to
a plasma membrane antigen of neurons. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:4913-
4917.

Enari, M., Sakahira, H., Yokohama, H., Okawa, H., Iwamatsu, y Nagata, S.
(1998) A caspase-activated DNase that degrades DNA during apoptosis, and its
inhibitor ICAD. Nature 391:43-50.

Fabry, Z., Raine, C. S., y Hart, M. N. (1994) Nervous tissue as an immune
compartment: the dialect of the immune response in the CNS. Immunol. Today
15:218-224.

Fanarraga, M. L., Avila, J., y Zabala, J. C. (1999) Expression of
unphosphorylated class III beta-tubulin isotype in neuroepithelial cells

149



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

Bibliografia

demonstrates neuroblast commitment and differentiation. Eur. J. Neurosci.
11:517-527.

Ferguson, B., Matyszak, M. K., Esiri, M. M., y Perry, V. H. (1997) Axonal
damage in acute multiple sclerosis lesions. Brain 120:393-399.

Fernandez, O., Luque, G., San Roméan, C., Bravo, M., y Dean, G. (1994) The
prevalence of multiple sclerosis in the sanitary district of Vélez-Mélaga,
Southern Spain. Neurology 44:425-429.

Ferrarini, M., Heltai, S., Zocchi, R., y Rugarli, C. (1992) Unusual expression
and localization of heat-shock proteins in human tumors cells. Int. J. Cancer
51:613-619.

Ffrench-Constant, C. y Raff, M. C. (1986) Proliferating bipotential glial
progenitor cells in adult rat optic nerve. Nature 319:499-502.

Filippi, M., Paty, D. W., Kappos, L., Barkhof, F., Compston, D. A. S.,
Thompson, A. J., Zhao, G. J., Wiles, C. M., McDonald, W. 1., y Miller, D. H.
(1995) Correlations between changes in disability and T2-weighted brain MRI
activity in multiple sclerosis: a follow-up study. Neurology 45:255-260.
Freedman, M. S., Buu, N. N., Ruijs, T. C. J., Williams, K., y Antel, J. P. (1992)
Differential expression of heat shock proteins by human glial cells. J.
Neuroimmunol. 41:231-238.

Frydman, J. (2001) Folding of newly translated proteins in vivo: the role of
molecular chaperons. Annu. Rev. Biochem. 70:603-649.

Fu, L., De Stefano, N., Worsley, K. J., Narayanan, S., y Francis, G. S. (2000)
Imaging axonal damage of normal-appearing white matter in multiple sclerosis.
Brain 121:103-113.

Furlan, R., Filippi, M., Bergami, A., Rocca, M. A., Martinelli, V., Poliani, P. L.,
Grimaldi, L. M. E., Desina, G., Comi, G., y Martino, G. (1999) Peripheral levels
of caspase-1 mRNA correlate with disease activity in patients with multiple
sclerosis; a preliminary study. J. Neurol. Neurosurg. Psychiatr. 67:785-788.
GAMES (Genetic Analysis of Multiple sclerosis in EuropeanS) and the
Transatlantic Multiple Sclerosis Genetics Cooperative. (2003) A meta-analysis
of whole genome linkage screens in multiple sclerosis. J. Neuroimmunol.
143:39-46.

Gay, D. y Esiri, M. (1991) Blood-brain barrier damage in acute multiple

sclerosis. An immunological study. Brain 114:557-572.

150



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

Bibliografia

Genain, C. P., Cannella, B., Hauser, S. L., y Raine, C. S. (1999) Identification of
autoantibodies associated with myelin damage in multiple sclerosis. Nat. Med.
5:170-175.

Gilbert, J. J. y Sadler, M. (1983) Unsuspected multiple sclerosis. Arch. Neurol.
40:533-536.

Goertsches, R., Villoslada, P., Comabella, M., Montalban, X., Navarro,A., de la
Concha, E. G., Arroyo, R., Lopez de Munain, A., Otaegui, D., Palacios, R., et
al., A genomic screen of Spanish multiple sclerosis patients reveals multiple loci
associated with the disease. J. Neuroimmunol. 143:124-128.

Gold, R., Hartung, H. P., y Toyka, K. V. (2000) Animal models for autoimmune
demyelinating disorders of the nervous system. Molecular Medicine Today 6:88-
91.

Goldbaum, O. y Richter-Landsberg, C. (2001) Stress proteins in
oligodendrocytes: differential effects of heat shock and oxidative stress. J.
Neurochem. 78:1233-1242.

Green, D. R. y Reed, J. C. (1998) Mitochondria and apoptosis. Science
281:1309-1312.

Harlow, E. y Lane, D. (1999) Using Antibodies. Cold Spring Harbor Lab. Press,
New York. 103-249 pp.

Hartung, H. P., Jung, S., Stoll, G., Zielasek, J., Schmidt, B., Archelos, J., y
Toyka, K. V. (1992) Inflammatory mediators in demyelinating disorders of the
CNS and PNS. J. Neuroimmunol. 40:197-210.

Hayem, G., De Brand, M., Palazzo, E., Rouxd, S., Combe, B., Eliaou, J. F.,
Sany, J., Kahn, M. F., y Meyer, O. (1999) Anti-heat shock protein 70 kDa and
90 kDa antibodies in serum of patients with rheumatoid arthritis. Ann. Rheum.
Dis. 58:291-296.

Hickey, W. F. (1999) The pathology of multiple sclerosis: a historical
perspective. J. Neuroimmunol. 98:37-44.

Houthaeve, T., Gausepohl, H., Mann, M., y Ashman, K. (1995) Automation of
micropreparation and enzymatic cleavage of gel electrophoretically separated
proteins. FEBS Lett. 376:91-94.

Hovanessian, A. G., Laurent, A. G., Chebath, J., Galabru, J., Robert, N., y Svab,
J. (1987) Identification of 69-kd and 100-kd forms of 2-5A synthetase in

151



81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

Bibliografia

interferon-treated human cells by specific monoclonal antibodies. EMBO J.
6:1273-1280.

Huettner, J. E. y Baughman, R. W. (1986) Primary culture of identified neurons
from the visual cortex of postnatal rats. J. Neurosci. 6:3044-3060.

Jacobs, L. D., Beck, R. W., Simon, J. H., Kinkel, R. P., Brownscheidle, C. M.,
Murray, T. J., Simonian, N., Slasor, P. J., y Sandrock, A. W. (2000)
Intramuscular interferon beta-la therapy initiated during a first demyelinating
event in multiple sclerosis. New Engl. J. Med. 343:898-904.

Jacobs, L. D., Cookfair, D., y Rudick, R. (1996) Intramuscular interferon beta-
la for disease progression in relapsing multiple sclerosis. Ann. Neurol. 39:285-
294,

Kakimura, J. I., Kitamura, Y., Takata, K., Umeki, M., Suzuki, S., Shibagaki, K.,
Nomura, Y., Gebicke-Haerter, P. J., Smith, M. A., Perry, G. et al. (2002)
Microglial activation and amyloid-beta clearance induced by exogenous heat-
shock proteins. FASEB J. 16:601-603.

Kornek, B. y Lassmann, H. (2003) Neuropathology of multiple sclerosis-new
concepts. Brain Res. Bull. 61:321-326.

Kornek, B., Storch, M. K., Bauer, J., Djamshidian, A., Weissert, R., Wallstroem,
E., Stefferl, A., Zimprich, F., Olsson, T., Linington, C. et al. (2001) Distribution
of a calcium channel subunit in dystriphic axons in multiple sclerosis and
experimental autoimmune encephalomyelitis. Brain 124:1114-1124.

Kéller, H., Buchholz, J., y Siebler, M. (1996) Cerebrospinal fluid from multiple
sclerosis patients inactivates neuronal Na+ current. Brain 119:457-463.
Kriegstein, A. y Dichter, M. A. (1983) Morphological classification of rat
cortical neurons in cell culture. J. Neurosci. 3:1634-1647.

Kuhlmann, T., Lingfeld, G., Bitsch, A., Schuchardt, J., y Briick, W. (2002)
Acute axonal damage in multiple sclerosis is most extensive in early disease
stages and decreases over time. Brain 125:2202-2212.

Kurtzke, J. F. (1983) Rating neurologic impairment in multiple sclerosis: an
expanded disability status scale (EDSS). Neurology 33:1444-1452.

Kurtzke, J. F. (1995) MS epidemiology worldwide. One view of current status.
Acta Neurol. Scand. 161:23-33.

152



92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

Bibliografia

Kurtzke, J. F., Beebe, G., Nagler, B., Auth, T., Kurland, L., y Nefzger, M.
(1973) Studies on the natural history of multiple sclerosis. Correlates of clinical
change in an early bout. Acta Neurol. Scand. 49:379-395.

Kurtzke, J. F. y Hyllested, K. (1987) Multiple sclerosis in the Faroe Islands.III.
Acta Neurol. Scand. 76:317-339.

Kwon, E. E. y Prineas, J. W. (1994) Blood-brain barrier abnormalities in
longstanding multiple sclerosis lesions. J. Neuropath. Exp. Neurol. 53:625-636.
Lassmann, H. (1995) Multiple Sclerosis. Schering A.G., Viena. 1-26 pp.

Le, W.-D., Rowe, D. B., Jankovic, J., Xie, W., y Appel, S. H. (1999) Effects of
cerebrospinal fluid from patients with Parkinson disease on dopaminergic cells.
Arch. Neurol. 56:194-200.

Levine, J. M., Reynolds, R., y Fawcett, J. W. (2001) The oligodendrocyte
precursor cell in health and disease. Trends Neurosci. 24:39-47.

Liu, X., Zou, H., Slaughter, C., y Wang, X. (1997) DFF, a heterodimeric protein
that functions downstream of caspase-3 to trigger DNA fragmentation during
apoptosis. Cell 89:175-184.

Lock, C., Hermans, G., Pedotti, R., Brendolan, A., Schadt, E., Garren, H.,
Langer-Gould, A., Strober, S., Cannella, B., Allard, J. et al. (2002) Gene-
microarray analysis of multiple sclerosis lesions yields new targets validated in
autoimmune encephalomyelitis. Nat. Med. 8:500-508.

Lovas, G., Szilagyi, N., Majtényi, K., Palkovits, M., y Komololy, S. (2000)
Axonal changes in chronic demyelinated cervical spinal cord plaques. Brain
123:308-317.

Lubetzki, C., Zalc-Goujet, C., Gansmiiller, A., Monge, M., Brillat, A., y Zalc, B.
(1991) Morphological, biochemical, and functional characterization of bulk
isolated glial progenitor cells. J. Neurochem. 56:671-680.

Lucchinetti, C., Briick, W., Parisi, J., Scheithauer, B., Rodriguez, M., y
Lassmann, H. (2000) Heterogeneity of multiple sclerosis lesions: implications
for the pathogenesis of demyelination. Ann. Neurol. 47:707-717.

Lucchinetti, C. F., Briick, W., Rodriguez, M., y Lassmann, H. (1996) Distinct
patterns of multiple sclerosis pathology indicates heterogeneity in pathogenesis.

Brain Pathol. 6:259-274.

153



104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

Bibliografia

Martin, S. J., O'Brien, G. A., Nishioka, W. K., McGahon, A. J., Mahboubi, A., y
Saido, T. C. (1995) Proteolysis of fodrin (non-erytroid spectrin) during
apoptosis. J. Biol. Chem. 270:6425-6428.

McDonald, W. 1. (1994) The pathological and clinical dynamics of multiple
sclerosis. J. Neuropath. Exp. Neurol. 53:338-343.

McDonald, W. L., Compston, A., Edan, G., Googkin, D., Hartung, H. P., Lublin,
F. D., McFarland, H. F., Paty, D. W., Polman, C. H., Reingold, S. C. et al.
(2001) Recommended diagnostic criteria for multiple sclerosis: guidelines from
the international panel on the diagnosis of multiple sclerosis. Ann. Neurol.
50:121-127.

McGavern, D. B., Murray, P. D., Rivera-Quifiones, C., Schmelzer, J. D., Low, P.
A., y Rodriguez, M. (2000) Axonal loss results in spinal cord atrophy,
electrophysiological abnormalities and neurological deficits following
demyelination in a chronic inflammatory model of multiple sclerosis. Brain
123:519-531.

Medana, I. M. y Esiri, M. M. (2003) Axonal damage: a key predictor of outcome
in human CNS disease. Brain 126:515-530.

Menezes, J. R. y Luskin, M. B. (1994) Expression of neuron-specific tubulin
defines a novel population in the proliferative layers of the developing
telencephalon. J. Neurosci. 14:5399-5416.

Meyer, R., Weissert, R., Diem, R., Storch, M. K., De Graaf, K. L., Kramer, B., y
Béhr, M. (2001) Acute neuronal apoptosis in a rat model of multiple sclerosis. J.
Neurosci. 15:6214-6220.

Meénard, A., Amouri, R., Dobranski, T., Charriaut-Marlangur, C., Pierig, R.,
Cifuentes-Diaz, C., Ghandour, S., Belliveau, J., Gascan, H., Hentati, F. et al.
(1998) A gliotoxic factor in multiple sclerosis. J. Neurol. Sci. 154:209-221.
Mollnes, T. E., Vandvik, B., Lea, T., y Vartdal, F. (1987) Intrathecal
complement activation in neurological diseases evaluated by analysis of the
terminal complement complex. J. Neurol. Sci. 78:17-28.

Morgan, B. P., Campbell, A. K., y Compston, D. A. S. (1984) Terminal
component of complement (C9) in cerebrospinal fluid of patients with multiple

sclerosis. Lancet 2:251-254.

154



114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

Bibliografia

Morishima, N., Nakanishi, K., Takenouchi, H., Shibata, T., y Yasuhiko, Y.
(2002) An endoplasmic reticulum stress-specific caspase cascade in apoptosis. J.
Biol. Chem. 277:34287-34294.

Mycko, M. P., Papoian, R., Boschert, U., Raine, C. S., y Selmaj, K. W. (2003)
cDNA microarray analysis in multiple sclerosis lesions: detection of genes
associated with disease activity. Brain 126:1048-1057.

Narayana, P. A., Doyle, T. J., Lai, D., y Wolinsky, J. S. (1998) Serial proton
magnetic resonance spectroscopic imaging, contrast-enhanced magnetic
resonance imaging, and quantitative lesion volumetry in multiple sclerosis. Ann.
Neurol. 43:56-71.

Narayanan, S., Fu, L., Pioro, E., De Stefano, N., Collins, D. L., y Francis, G. S.
(1997) Imaging of axonal damage in multiple sclerosis: spatial distribution of
magnetic resonance imaging lesions. Ann. Neurol. 41:385-391.

Nath, R., Raser, K. J., Stafford, D., Hajimohammadreza, 1., Posner, A., Allen,
H., Talanian, R. V., Yuen, P., Gilbertsen, R. B., y Wang, K. K. W. (1996) Non-
erythroid o-spectrin breakdown by calpain and interleukin 1b-converting
enzyme-like protease(s) in apoptotic cells: contributory roles of both protease
families in neuronal apoptosis. Biochem. J. 319:683-690.

Neumann, H., Cavalie, A., Jenne, D. E., y Wekerle, H. (1995) Induction of
MHC class I genes in neurons. Science 28:549-552.

Nicholson, D. W. y Thornberry, N. A. (1997) Caspases: killer proteases. Trends
Biochem. Sci. 22:299-306.

Niehaus, A., Shi, J., Grzenkowski, M., Diers-Fenger, M., Archelos, J., Hartung,
H. P., Toyka, K., Briick, W., y Trotter, J. (2000) Patients with active relapsing-
remitting multiple sclerosis synthesize antibodies recognizing oligodendrocyte
progenitor cell surface protein: implications for remyelination. Ann. Neurol.
48:362-371.

Niehaus, A., Stegmiiller, J., Diers-Fenger, M., y Trotter, J. (1999) Cell-surface
glycoprotein of oligodendrocyte progenitors involved in migration. J. Neurosci.
19:4948-4961.

Noseworthy, J. H. (1999) Progress in determining the causes and treatment of
multiple sclerosis. Nature 399:A40-A47.

Noseworthy, J. H., Lucchinetti, C., Rodriguez, M., y Weinshenker, B. G. (2000)
Multiple sclerosis. New Engl. J. Med. 343:938-952.

155



125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.
136.

137.

Bibliografia

Pelletier, J., Sucher, L., Witjas, T., Habib, M., Guttmann, C. R., y Salamon, G.
(2001) A longitudinal study of callosal atrophy and interhemispheric
dysfunction in relapsing-remitting multiple sclerosis. Arch. Neurol. 58:105-111.
Peterson, J. W., B0, L., Mork, S., Chang, A., y Trapp, B. D. (2001) Transected
neurites, apoptotic neurons, and reduced in inflammation in cortical multiple
sclerosis lesions. Ann. Neurol. 50:389-400.

Pitt, D., Nagelmeier, I. E., Wilson, H. C., y Raine, C. S. (2003) Glutamate
uptake by oligodendrocytes: Implications for excitotoxicity in multiple sclerosis.
Neurology 61(8):1113-1120.

Pitt, D., Werner, P., y Raine, C. S. (2000) Glutamate excitotoxicity in a model of
multiple sclerosis. Nat. Med. 6:67-70.

Poser, C. M. (1994) The dissemination of multiple sclerosis: a Viking saga? A
historical essay. Ann. Neurol. 36:231-243.

Poser, C. M. (1995) Viking voyages: the origin of multiple sclerosis? Acta
Neurol. Scand. 161:11-22.

Poser, C. M., Paty, D. W., Scheinberg, L., McDonald, W. 1., Davis, F. A., Ebers,
G. C,, Johnson, K. P., Sibley, W. A., Silberberg, D. H., y Tourtellotte, W. W.
(1983) New diagnostic criteria for multiple sclerosis: guidelines for research
protocols. Ann. Neurol. 13:228-231.

Raff, M. C. (1989) Glial cell diversification in the rat optic nerve. Science
24:1450-1455.

Raff, M. C., Abney, E. R., Cohen, J., Lindsay, R., y Noble, M. (1983b) Two
types of astrocytes in cultures of developing rat white matter: differences in
morphology, surface gangliosides, and growth characteristics. J. Neurosci.
3:1289-1300.

Raff, M. C., Miller, R. H., y Noble, M. (1983a) A glial progenitor cell that
develops in vitro into an astrocyte or an oligodendrocyte depending on culture
medium. Nature 303:390-396.

Regidor,l. (2002). Tesis Doctoral. Universidad de Alcala.

Reynolds, R. y Hardy, R. (1997) Oligodendroglial progenitors labeled with the
O4 antibody persist in the adult rat cerebral cortex in vivo. J. Neurosci. Res.
47:455-470.

Rivera-Quinones, C., McGavern, D., Schmelzer, J. D., Hunter, S. F., Low, P. A.,

y Rodriguez, M. (1998) Absence of neurological deficits following extensive

156



138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

147.

148.

149.

Bibliografia

demyelination in a class I-deficient murine model of multiple sclerosis. Nat.
Med. 4:187-193.

Rivkin, M. J., Flax, J., Mozell, R., Osathanondh, R., Volpe, J. J., y Villa-
Komaroff, L. (1995) Oligodendroglial development in human fetal cerebrum.
Ann. Neurol. 38:92-101.

Roy, N. S., Wang, S., Harrison-Restelli, C., Benraiss, A., Fraser, R. A. R,,
Gravel, M., Braun, P. E., y Goldman, S. A. (1999) Identification, isolation, and
promoter-defined separation of mitotic oligodendrocyte progenitor cells from
the adult human subcortical white matter. J. Neurosci. 19:9986-9995.
Runmarker, R. y Andersen, O. (1993) Prognostic factors in a multiple sclerosis
incidence cohort with twenty-five years of follow-up. Brain 116:117-134.
Sadatipour, B. T., Greer, J. M., y Pender, M. P. (1998) Increased circulating
antiganglioside antibodies in primary and secondary progressive multiple
sclerosis. Ann. Neurol. 44:980-983.

Sanders, M. E., Koski, C. L., Robbins, D., Shin, M. L., Rank, M. M., y Oiner, K.
A. (1986) Activated terminal complement in cerebrospinal fluid in Guillain-
Barre syndrome and multiple sclerosis. J. Immunol. 136:4456-4459.
Sapozhnikov, A. M., Ponomarev, E. D., Tarasenko, T. N., y Telford, W. G.
(1999) Spontaneous apoptosis and expression of cell surface heat-shock proteins
in cultured EL-4 lymphoma cells. Cell Prolif. 32:363-378.

Sastry, P. S. y Rao, K. S. (2000) Apoptosis and the nervous system. J.
Neurochem. 74:1-20.

Schéfer, H., Mathey, D., Hugo, F., y Bhakdi, S. (1986) Deposition of the
terminal C5b-9 complement complex in infarcted areas of human myocardium.
J. Immunol. 137:1945-1949.

Schevchenko, A., Wilm, M., Vorm, O., y Mann, M. (1996) Mass spectrometry
sequencing of proteins from silver stained polyacrylamide gels. Anal. Chem.
68:850-858.

Schwartz, L. M. y Milligan, C. E. (1996) Cold thoughts of death: the role of ICE
proteases in neuronal cell death. Trends Neurosci. 19:555-562.

Schwid, S. R. y Trotter, J. L. (2000) Lessons from linomide. A failed trial, but
not a failure. Neurology 54:1716-1717.

Scolding, N. J., Morgan, B. P., Houston, W. A. J., Linington, C., Campbell, A.
K., y Compston, D. A. S. (1989) Vesicular removal by oligodendrocytes of

157



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.

157.

158.

159.

160.

Bibliografia

membrane attack complexes formed by activated complement. Nature 339:620-
622.

Scolding, N. J., Rayner, P. J., y Compston, D. A. S. (1999) Identification of
A2B5-positive putative oligodendrocyte progenitor cells and A2B5-positive
astrocytes in adult human white matter. Neuroscience 89:1-4.

Scolding, N. J., Rayner, P. J., Sussman, J., Shaw, C., y Compston, D. A. S.
(1995) A proliferative adult human oligodendrocyte progenitor. NeuroReport
6:441-445.

Sellebjerg, F., Jaliashvili, 1., Christiansen, M., y Garred, P. (1998) Intrathecal
activation of the complement system and disability in multiple sclerosis. J.
Neurol. Sci. 157:168-174.

Semra, Y. K., Seidi, O. A., y Sharif, M. K. (2002) Heightened intrathecal release
of axonal cytoskeletal proteins in multiple sclerosis is associated with
progressive disease and clinical disability. J. Neuroimmunol. 122:132-139.
Sharief, M. K., Phil, M., y Hentges, R. (1991) Association between tumor
necrosis factor-alfa and disease progression in patients with multiple sclerosis.
New Engl. J. Med. 325:467-472.

Shi, J., Marinovich, A., y Barres, B. A. (1998) Purification and characterization
of adult oligodendrocyte precursor cells from the rat optic nerve. J. Neurosci.
15:4627-4636.

Simon, J. H., Kinkel, R. P., Jacobs, L. D., Bub, L., y Simonian, N. (2000a) A
Wallerian degeneration pattern in patients at risk for MS. Neurology 54:1155-
1160.

Simon, J. H., Lull, J., Jacobs, L. D., Rudick, R. A., Cookfair, D. L., Herndon, R.
M., Richert, J. R., Salazar, A. M., Sheeder, J., Miller, D. et al. (2000b) A
longitudinal study of T1 hypointense lesions in relapsing MS. Neurology
55:185-192.

Smith, K. J. y Lassmann, H. (2002) The role of nitric oxide in multiple sclerosis.
Lancet Neurol. 1:232-241.

Smith, T., Groom, A., Zhu, B., y Turski, L. (2000) Autoimmune
encephalomyelitis ameliorated by AMPA antagonists. Nat. Med. 6 :62-66.
Sobue, G., Li, M., Terao, S., Aoki, S., Ichimura, M., y leda, T. (1997) Axonal
pathology in japanese Guillain-Barré syndrome: a study of 15 autopsied cases.

Neurology 48:1694-1700.

158



161.

162.

163.

164.

166.

166.

167.

168.

169.

170.

171.

172.

173.

Bibliografia

Sommer, I. y Schachner, M. (1981) Monoclonal antibodies (O1 to O4) to
oligodendrocyte cell surfaces: an immunocytological study in the central
nervous system. Dev. Biol. 83:311-327.

Spiegel, K., Emmmerling, M. R., y Barnum, S. R. (1998) Strategies for
inhibition of complement activation in the treatment of neurodegenerative
diseases. In Neuroinflamation: mechanism and management. P. L. Wood, editor.
Humana Press, Totowa. 129-176.

Sriram, S., Stratton, C. W., y Yao, S. (1999) Chlamydia pneumoniae infection of
the central nervous system in multiple sclerosis. Ann. Neurol. 46:6-14.

Steinman, L. (2000) Multiple approaches to multiple sclerosis. Nat. Med. 6:15-
16.

Stevenson, V. L., Leary, S. M., Losseff, N. A., Parker, G. J. M., Barker, G. J.,
Husmani, Y., Miller, D. H., y Thompson, A. J. (1998) Spinal cord atrophy and
disability in MS. A longitudinal study. Neurology 51:234-238.

Storch, M. K., Piddlesden, S., Haltia, M., Livanainen, M., Morgan, P., y
Lassmann, H. (1998) Multiple sclerosis: in situ evidence for antibody and
complement-mediated demyelination. Ann. Neurol. 43:465-471.

Sun, J. B., Link, H., y Olsson, T. (1991b) T- and B-responses to myelin
oligodendrocyte glycoprotein in multiple sclerosis. J. Immunol. 146:1490-1495.
Sun, J. B., Olsson, T., y Wang, W. Z. (1991a) Autoreactive T- and B-cells
responding to myelin proteolipid protein in multiple sclerosis and controls. Eur.
J. Immunol 21:1461-1468.

Takenaka, I. M. y Hightower, L. E. (1992) Transforming growth factor-bl
rapidly induces Hsp70 and Hsp90 molecular chaperones in cultured chicken
embryo cells. J. Cell. Physiol. 151:568-577.

Temple, S. y Raff, M. C. (1985) Differentiation of a bipotential glial progenitor
cell in single cell microculture. Nature 313:223-225.

Temple, S. y Raff, M. C. (1986) Clonal analysis of oligodendrocyte
development in culture: evidence for a developmental clock that counts cell
divisions. Cell 44:773-779.

Thornberry, N. A. y Lazebnik, Y. (1998) Caspases: enemies within. Science
281:1312-1316.

Tikka, T.M., Vartiainen, N.E., Goldsteins, G., Oja, S.S., Andersen, P.M.,
Marklund, S.L., et al. (2002) Minocycline prevents neurotoxicity induced by

159



174.

175.

176.

177.

178.

179.

180.

181.

182.

Bibliografia

cerebrospinal fluid from patients with motor neurone disease. Brain 125:722-
731.

Trapp, B. D., Peterson, J., Ransohoff, R. M., Rudick, R., Mork, S., y Bo, L.
(1998) Axonal transection in the lesions of multiple sclerosis. New Engl. J. Med.
338:278-285.

Trapp, B. D., Ransohoff, R., y Rudick, R. (2000) Axonal pathology in multiple
sclerosis: relationship to neurologic disability. Curr. Opin. Neurol. 12:295-302.
Van Waesberghe, J. H. T. M., Kamphorst, W., De Groot, C. J. A., Van
Walderveen, M. A. A., Castelijns, J. A., Ravid, R., Lycklama & Nijeholt, G. J.,
Van der Valk, P., Polman, C. H., Thompson, A. J. ef al. (1999) Axonal loss in
multiple sclerosis lesions: magnetic resonance imaging insights into substrates
of disability. Ann. Neurol. 46:747-754.

Van Walderveen, M. A. A., Barkhof, F., Pouwels, P. J. W., Van Schijndel, R.
A., Polman, C. H. , y Castelijns, J. A. (1999b) Neuronal damage in TI-
hypointense multiple sclerosis lesions demonstrated in vivo using proton
magnetic resonance spectroscopy. Ann. Neurol. 46:79-87.

Van Walderveen, M. A. A., Kamphorst, W., Scheltens, P., Ravid, R., Valk, J.,
Polman, C. H., y Barkhof, F. (1998) Histopathologic correlate of hypointense
lesions on Tl1-weighted spin-echo MRI in multiple sclerosis. Neurology
50:1282-1288.

Van Walderveen, M. A. A., Lycklama a Nijeholt, G. J., Adér, H. J., Jongen, P. J.
H., Polman, C. H., Castelijns, J. A., y Barkhof, F. (2001) Hypointense lesions on
T1-weighted spin-echo magnetic resonance imaging. Arch. Neurol. 58:76-81.
Van Walderveen, M. A. A., Truyen, L., Van Oosten, B. W., Castelijns, J. A.,
Lycklama & Nijeholt, G. J., Hein, J., y et al. (1999a) Development of
hypointense lesions on TI1-weghted spin-echo magnetic resonance images in
multiple sclerosis. Relation to inflammatory activity. Arch. Neurol. 56:345-351.
Varghese, J., Khandre, N. S., y Sarin, A. (2003) Caspase-3 activation is an early
event and initiates apoptotic damage in a human leukemia cell line. Apoptosis
8:363-370.

Wang, K. K. W., Posmantur, R., Nath, R., McGinnis, K., Whitton, M., Talanian,
R. V., Glantz, S. B., Morrow, J. S. (1998) Simultaneous degradation of all- and
BII-spectrin by caspase 3 (CPP32) in apoptotic cells. J. Biol. Chem. 273:22490-
22497.

160



183.

184.

185.

186.

187.

188.

189.

190.

191.

192.

Bibliografia

Warren, K. G. y Catz, 1. (1994) Relative frequency of autoantibodies to myelin
basic protein and proteolipid protein in optic neuritis and multiple sclerosis
cerebrospinal fluid. J. Neurol. Sci. 121:66-73.

Waxman, S. G. (2000) Multiple sclerosis as a neuronal disease. Arch. Neurol.
57:22-24.

Werner, P., Pitt, D., y Raine, C. S. (2001) Multiple sclerosis: altered glutamate
homeostasis in lesions correlates with oligodendrocyte and axonal damage. Ann.
Neurol. 50:169-180.

Whitney, L. W., Becker, K. G., Tresser, N. J., Caballero-Ramos, C. 1., Munson,
P. J., Prabhu, V. V., Trent, J. M., McFarland, H. F., y Biddison, W. E. (1999)
Analysis of gene expression in multiple sclerosis lesions using cDNA
microarrays. Ann. Neurol. 46:425-428.

William, F. B. y Keirstead, H. S. (1999) The origin of remyelinating cells in the
central nervous system. J. Neuroimmunol. 98:69-76.

Wolswijk, G. (1998) Chronic stage multiple sclerosis lesions contain a relatively
quiescent population of oligodendrocyte precursor cells. J. Neurosci. 15:601-
609.

Wren, D. R. y Noble, M. (1989) Oligodendrocytes and oligodendrocytes/type-2
astrocyte progenitor cells of adult rats are specifically susceptible to the lytic
effects of complement in absence of antibody. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:9025-9029.

Wucherpfennig, K. W., Newcombe, J., Li, H., Keddy, C., Cuzner, M. L., y
Hafler, D. A. (1992) gd T-cell receptor repertoire in acute multiple sclerosis
lesions. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:4588-4592.

Xiao, B.-G., Zhang, G.-X., Ma, C.-G., y Link, H. (1996) The cerebrospinal fluid
from patients with multiple sclerosis promotes neuronal and oligodendrocyte
damage by delayed production of nitric oxide in vitro. J. Neurol. Sci. 142:114-
120.

Zimmermann, K. C. y Green, D. R. (2001) How cells die: apoptosis pathways. J.
Allergy. Clin. Immunol. 108:5S99-S103.

161



	INDICE
	INTRODUCCIÓN
	1. ESCLEROSIS MÚLTIPLE
	1.1. Historia de la enfermedad
	1.2. Historia natural
	1.3. Epidemiología y Clínica
	1.4. Diagnóstico
	1.5. Histología del SNC y Anatomía patológica
	1.6. Modelos experimentales
	1.7. Etiología: susceptibilidad ambiental y genética
	1.8. Fisiopatología
	1.9. Tratamientos

	2. INFLAMACIÓN Y DESMIELINIZACIÓN
	3. NEURODEGENERACIÓN

	HIPÓTESIS DE TRABAJO
	OBJETIVOS
	MATERIALES Y MÉTODOS
	1. Cultivos celulares
	2. Pacientes
	3. Evolución clínica de los pacientes con EM
	4. Evaluación de las Imágenes de Resonancia Magnética
	5. Muestras de LCR
	6. Tratamiento de los cultivos celulares con LCR
	7. Viabilidad celular
	8. Medida de apoptosis
	9. Microscopía de contraste de fase y de fluorescencia
	10. Inmunocitoquímica
	11. Anticuerpos utilizados en inmunocitoquímica
	12. Microscopía confocal
	13. Medida de la intensidad de fluorescencia
	14. Análisis de aminoácidos excitatorios
	15. Cromatografía líquida de alta resolución
	16. Identificación de péptidos por espectrometría de masas
	17. Obtención de lisados celulares y determinación de la actividad
caspasa
	18. Electroforesis en geles de poliacrilamida
	19. Transferencia a membrana e inmunodetección
	20. Anticuerpos utilizados en la inmunodetección
	21. Preparación de extractos celulares
	22. Fraccionamiento subcelular
	23. Obtención de la fracción de gangliósidos
	24. ELISA
	25. Purificación de IgG humanas
	26. Inmunoprecipitación
	27. Identificación de proteínas por espectrometría de masas
	28. Obtención de anticuerpos humanos por inmunoafinidad
	29. Electroforesis bidimensional
	30. Análisis estadístic
	31. Productos, reactivos y equipos

	RESULTADOS
	1. INDUCCIÓN DE APOPTOSIS NEURONAL Y DAÑO AXONAL
POR LCR DE PACIENTES CON ESCLEROSIS MÚLTIPLE EN
CULTIVOS NEURONALES
	2. CORRELACIÓN ENTRE LA NEUROTOXICIDAD INDUCIDA
POR LCR DE PACIENTES CON EM EN CULTIVOS
NEURONALES Y LA PATOLOGÍA DE LOS PACIENTES
	3. CARACTERIZACIÓN DEL FACTOR NEUROTÓXICO DEL
LCR CAUSANTE DEL DAÑO NEURONAL
	4. MECANISMO DE INDUCCIÓN DE APOPTOSIS
	5. IDENTIFICACIÓN DE ANTICUERPOS EN EL LCR DE
PACIENTES CON EM QUE RECONOCEN CÉLULAS
PRECURSORAS DE OLIGODENDROCITOS
	5.1. Identificación de células A2B5+ en los cultivos celulare
	5.2. Anticuerpos IgG de los LCR de pacientes con EM reconocen
un antígeno en las células precursoras de oligodendrocitos
	5.3. Cuantificación de la IgG humana unida a células A2B5+ en
ensayos de inmunofluorescencia indirecta
	5.4. Detección del antígeno en los extractos celulares
	5.5. Localización del sitio de unión de las IgG humanas en células
A2B5+ por microscopía confocal tridimensional
	5.6. Identificación del antígeno de 82 kDa como Hsp90/Hsp84
	5.7. Inmunodetección de Hsp90 a partir de electroforesis
bidimensional
	5.8. Detección de Hsp90 humana
	5.9. La detección del antígeno Hsp90 depende del número de OPC
en los cultivos
	5.10. Localización del antígeno Hsp90 en la membrana celular
	5.11. Activación de complemento debida a la unión de IgG humana
a OPC
	5.12. Eliminación de las células O4+ en cultivos tratados con LCR
de pacientes con EM


	DISCUSIÓN
	1. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR EN LAS NEURONAS
	2. MECANISMOS DE MUERTE CELULAR EN LAS CÉLULAS
PRECURSORAS DE OLIGODENDROCITOS

	CONCLUSIONES
	BIBLIOGRAFÍA

