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Hematoxilina & Eosina

Perdxido de hidrogeno

Lipoproteina de baja densidad

Virus de la inmunodeficiencia humana del inglés human
immunodeficiency virus

Complejo mayor de histocompatibilidad clase Il
Papilomavirus humano

Peroxidasa de rabano

La relacion peso corporal/peso del corazén, del inglés Heart weight
(HW) to body weight (BW)

Molécula de adhesion intercelular 1 o CD54

Interferdn alfa

Interferdn beta

Interferén gamma

Inmunoglobulina E

Inmunoglobulina total

Inmunoglobulina isotipo 1

Inmunoglobulina isotipo 2a

Interleucina 1

Interleucina 2

Interleucina 3

Interleucina 4

Interleucina 5

Interleucina 6

Interleucina 7

Interleucina 8

Interleucina 9



IL-10
IL-11
IL-12
IL-13
IL-16
IL-17
IL-18
IL-20
IL-22
IL-23
IL-25
IL-33
IL-35
iNOS

I0IS

IVIG
KCA
KCv
LCR
LDL
LES
LFA-1
LFB- PAS
MAE
MBP
MCP-1
M-CSF
MDA
MHCI
MHCII

Abreviaturas

Interleucina 10

Interleucina 11

Interleucina 12

Interleucina 13

Interleucina 16

Interleucina 17

Interleucina 18

Interleucina 20

Interleucina 22

Interleucina 23

Interleucina 25

Interleucina 33

Interleucina 35

Oxido nitrico sintetasa inducible, del inglés Inducible nitric oxide
synthase

Sociedad Internacional de Inflamacion ocular del inglés International
Ocular Inflammation Society

Administracion intravenosa de inmunoglobulina
Queratoconjuntivitis atépica
Queratoconjuntivitis vernal

Liquido cefalorraquideo

Lipoproteina de baja densidad

Lupus eritematoso sistémico

Antigeno 1 asociado a la funcién de linfocitos
Del inglés ILuxol Gast Blue — Periodic Acid- Schiff's.
Miocarditis autoinmune experimental

Proteina basica de la mielina

Proteina quemoatrayente de monocitos 1
Factor estimulante de colonias de macrofagos
Malondialdehido

Complejo mayor de histocompatibilidad clase |

Complejo mayor de histocompatibilidad clase Il



MIP-1a
MMPs
MOG
N.O.
NAAGA
NADPH

NF-kB
NG2

NK
NO
Nrf2

O/N
OPC
PAF
PBS
PDGF
PE
PFA
PLP
PP
PR
PSR
r.p.m.
RM
RMN
RNS
ROS
RR
RT

Abreviaturas

Proteina inflamatoria de macrdéfafos

Metaloproteinasas de matriz

Glicoproteina de mielina de los oligodendrocitos

Nervio Optico

Acido glutdmico N-acetil-aspartil

Nicotinamida adenina dinucledtido del inglés nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase

Factor nuclear kB

Condroitina sulfato proteoglicano del inglés Chondroitin sulfate
proteoglycan

Células Natural Killer

Oxido nitrico

Factor Nuclear derivado de eritroide 2, del inglés Nuclear factor-
erythroid 2

Toda la noche

Células progenitoras de oligodendrocitos

Factor de plaquetas

Tampon fosfato salino

Factor de crecimiento derivado de las plaquetas

Ficoeritrina

Paraformaldehido

Proteina proteolipidica de la mielina

Forma clinica primaria progresiva de la esclerosis multiple
Forma clinica progresiva recurrente de la esclerosis multiple
Rojo picrosirio

Rotaciones por minuto

Resonancia Magnética

Resonancia magnética nuclear

Especies reactivas de nitrégeno

Especies reactivas de oxigeno

Forma clinica remitente recurrente de la esclerosis multiple

Temperatura ambiente



Abreviaturas

RW Polén Ragweed

SCG Cromoglicato de sodio del inglés sodic cromoglicate

SDS Dodecilsulfato sédico del inglés sodium dodecyl sulfate

SEC Sociedad espafola de cardiologia

SNC Sistema Nervioso Central

SNP Sistema Nervioso Periférico

SOoD Superdxido dismutasa

SP Forma clinica secundaria progresiva de la esclerosis multiple

sPLA,-1IA Fosfolipasa A2 secretada

STF Suero de ternera fetal

TBA Acido tiobarbiturico, del inglés thiobarbituric acid

Tc Linfocitos T citotoxicos

TCR Receptor de linfocitos T

TGF-B Factor de crecimiento transformante beta 1

Thl Respuesta inmune linfocitos T tipo 1

Th17 Respuesta inmune linfocitos T productores IL-17

Th2 Respuesta inmune linfocitos T tipo 2

TMEV Encefalitis por infeccion por virus Theiler's, del inglés Theiler's murine

encephalomyelitis virus

TNF-a Factor de necrosis tumoral alfa

TNF-B Factor de necrosis tumoral beta

Treg Células T reguladoras

TUNEL Del inglés Terminal dUTP Nick-End Labeling
VCAM-1 Molécula de adhesidn celular vascular 1 o CD106
VEGF Factor de crecimiento del endotelio vascular
VLA-4 Antigeno 4 de activacién tardia
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Introduccion

Desde siempre las plantas y los alimentos han sido la primera medicina en la
humanidad. Ya en la antigua Grecia, siglo V a.C. - Siglo IV a.C., Hipdcrates de Cos el
padre de la medicina moderna, afirmé:

“Que tu medicina sea tu alimento, y el alimento tu medicina”.

En los ultimos afios muchos recursos naturales de origen vegetal se han
tornado populares, llevando al estudio de sus propiedades bioactivas y los mecanismos
de accién sobre la salud.

El término “Dieta Mediterranea” se inicié en la década de los afios 50 llevado
con un estudio a cabo por Ancel Keys et al [1, 2], que refleja el patrén alimentario
caracteristico de diversos paises de la cuenca mediterranea. Sus beneficios se asocian
a una mayor longevidad y menor morbilidad por enfermedades cardiovasculares. Es un
estilo de vida basado en una dieta equilibrada y variada en la que predominan los
alimentos obtenidos de los cultivos tradicionales de esta zona geografica bafiada por el
mediterraneo: el trigo, el olivo y la vid. Los alimentos que caracterizan esta
alimentacion son: el consumo elevado de vegetales, fruta, legumbres, cereales enteros
y frutos secos, el consumo moderado de pescado, leche y productos lacteos, el bajo
consumo de carne roja y productos carnicos, el aceite de oliva como principal fuente
de lipidos y la moderada ingesta de alcohol, preferentemente en forma de vino en las
comidas [2-7].

Diversas enfermedades crénicas (obesidad, hipercolesterolemia, hipertension,
trastornos cardiovasculares, etc.) relacionadas con la alimentacion y el ejercicio fisico
se pueden prevenir o mejorar mediante ciertos componentes de la dieta [3, 4]. Tras
unas décadas en las que la prevencién y el tratamiento de diversas enfermedades
estaban relacionados por el paradigma clasico centrado en dietas basadas en el bajo
consumo en grasas, en los Ultimos afios el concepto de dieta mediterrdnea es la

alternativa mds saludable a la dieta baja en grasas.

Los seres superiores estan defendiendo constantemente su integridad biolégica
frente a agresiones, esencialmente externas. Esta defensa se lleva a cabo por el
sistema inmune. Un fallo en el funcionamiento inmunolégico de los mecanismos de

control puede dar lugar a enfermedades infecciosas y enfermedades autoinmunes.
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En este trabajo hemos estudiado los efectos beneficiosos del acido oleandlico,
un compuesto natural presente en numerosas plantas como en las hojas del olivo y en
la piel de su fruto, en modelos de enfermedades inflamatorias como: la esclerosis

multiple, la miocarditis y en la conjuntivitis alérgica.

1. Sistema Inmune

El sistema inmunolégico es la defensa natural del cuerpo ante organismos
infecciosos y otras sustancias extrafias no infecciosas que son capaces de desarrollar
una respuesta inmunitaria. La capacidad de defensa se adquiere antes de nacer y se
madura y consolida en los primeros afios de vida.

El sistema inmunoldgico es una red compleja de células, tejidos y érganos que

funcionan en equipo, y esta encargado de diferenciar lo propio de lo ajeno.

1.1 Clasificacion de la respuesta inmune: Respuesta inmune

innata y adaptativa

La funcién fisiologica del sistema inmune es proteger el individuo frente a
agentes patdgenos (microorganismos o macromoléculas como proteinas y
polisacaridos) que son reconocidos como extrafios. Para ello el sistema inmunitario
consta de varias "lineas de defensa" principales: la inmunidad innata y la inmunidad

adaptativa [8, 9].

Inmunidad innata:

La Inmunidad innata (llamada también de natural o inespecifica) es el sistema

de defensa que permite controlar a mayor parte de los agentes patdgenos que llegan
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al organismo. El objetivo de la inmunidad innata es evitar la instalacién del proceso al
al organismo. El objetivo de la inmunidad innata es evitar la instalacién del proceso
infeccioso; si éste se produce, dicho mecanismo inmunitario logra establecer un
ambiente para que se desarrolle una respuesta adaptativa.

La respuesta inmunitaria inespecifica es la primera barrera de defensa del
organismo. Los principales componentes de la inmunidad innata son las barreras
epiteliales, que impiden a la entrada de microorganismos, las células fagociticas
(neutrdfilos y macréfagos), células Natural Killer (NK) y factores solubles (citoquinas y
guimioquinas, interferones, complemento) que controlan y destruyen los
microorganismos que ingresan [8-11].

Los mecanismos internos de la inmunidad innata consisten en: 1) la activacién
del complemento; 2) el proceso de fagocitosis, y 3) la generacién de una respuesta
inflamatoria. Tras la activacidon del complemento, inmediatamente se inicia el proceso
de fagocitosis, por el que se destruyen y eliminan los agentes extrafios [9-11].
Simultdneamente, las células fagociticas producen sefiales quimicas (citoquinas, tales
como el factor de necrosis tumoral) y otros mediadores, que también inducen
inflamacion. La inflamacidn a su vez, atrae y hay migracidon de células a los lugares de

invasion, intentando erradicar la infeccion y reparar los tejidos dafiados [12].

Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa (llamada también de adquirida o especifica) se
desarrolla solo frente a la sustancia extrafia que induce su iniciaciéon. Cuando un
microorganismo logra evadir los mecanismos de la respuesta inmune innata, y en el
individuo se acumula una cantidad de antigeno mayor a un umbral determinado, se
activan los mecanismos de la inmunidad adaptativa.

La respuesta especifica proporciona al organismo una respuesta especifica
frente a cada agente infeccioso o célula tumoral. Se caracteriza por presentar memoria
inmunolégica especifica, la cual evita que el mismo agente infeccioso provoque
enfermedad en una segunda infeccidn, siendo la segunda vez una respuesta mas
rdpida y mas eficiente. Este tipo de respuesta es mediada por linfocitos (linfocitos Ty

B) y otras células como células dendriticas, macréfagos etc.
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La respuesta inmune adquirida se considera que puede ser de dos tipos:
humoral y celular. De una manera general se considera que cuando los elementos
implicados son los linfocitos B y sus productos secretados, los anticuerpos, se trata de
una respuesta tipo humoral mientras que cuando participan los linfocitos T tanto
colaboradores (CD4") como citotdxicos (CD8"), se trata de una respuesta tipo celular
[9, 11-13]. Existen varios tipos de linfocitos T colaboradas CD4", tales como: ThO, Thi,
Th2y Th17.

Inicialmente hay reconocimiento del antigeno por parte de los linfocitos vy
subsiguiente activacién de los mismos. Las principales caracteristicas de la respuesta
adaptativa son: especificidad (diferentes sustancias provocan diferentes reacciones),
diversidad (responde a gran variedad de antigenos), memoria (respuestas mas
enérgicas), especializacion (genera respuestas Optimas frente a diferentes
microorganismos), autolimitacion (volver al estado de homeostasis), tolerancia a lo

propio (no atacar al propio organismo) [9, 12].

Una respuesta inmune efectiva del huésped frente a organismos extrafios
requiere la accidén coordinada y conjunta del sistema inmune innato y adaptativo.
Ambas ramas del sistema inmune funcionan cooperativamente potencidndose
mutuamente. La inmunidad inespecifica, no especifica de antigeno tiene la ventaja de
intervenir rapidamente durante una infeccién aguda y puede permitir la supervivencia
del hospedero hasta que las respuestas especificas congreguen nuevas defensas. No
obstante, a veces se producen fallos que pueden agruparse, de forma genérica, dentro
de las tres siguientes categorias: inmunodeficiencia, autoinmunidad e

hipersensibilidad.

1.1.1 Inmunodeficiencia

La deficiencia de alguno de los componentes del sistema inmune lleva a la
aparicion de las llamadas inmunodeficiencias. Estas pueden ser divididas en
inmunodeficiencias primarias que casi siempre tienen componente genético o

inmunodeficiencias secundarias que pueden surgir como complicaciones de otra
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patologia (cancer, enfermedades metabdlicas) o tras a la administraciéon de drogas
(drogas inmunosupresoras). Las inmunodeficiencias primarias se pueden clasificar en
inmunodeficiencias especificas si afectan la respuesta inmunitaria especifica, es decir a
los linfocitos B y T, o en inmunodeficiencias inespecificas si afecta a la respuesta
inespecifica esto es a las células fagociticas y al complemento. Tanto las
inmunodeficiencias primarias como secundarias se manifiestan clinicamente por la
aparicion de infecciones crdnicas persistentes o recurrentes. Numerosas infecciones
provocan secundariamente una inmunodeficiencia como el sarampién y la infeccion

por el virus de la inmunodeficiencia humana (SIDA) [9, 11, 12].

1.1.2 Autoinmunidad y tolerancia

Las enfermedades auto-inmunes son el resultado de la respuesta inmune
contra antigenos propios. Son una falla del sistema inmune en distinguir
adecuadamente lo propio de lo extrafio y ataca a partes del propio organismo.

Las enfermedades autoinmunes pueden ir desde el tipo de enfermedad dirigida
contra un unico tejido o érgano (enfermedad drgano-especifica) hasta el tipo de
enfermedad dirigida contra antigenos diseminados, llevando a una enfermedad
generalizada o sistémica. Como ejemplo de enfermedades autoinmunes organo-
especifica tenemos la esclerosis multiple, Diabetes Mellitus tipo I. Como ejemplo de
enfermedades autoinmune sistémicas esta el Lupus eritematoso sistémico — LES [14].

La autoinmunidad resulta de la perdida de tolerancia inmunoldgica. La
tolerancia inmunoldgica es la capacidad de no responder ante un antigeno por parte
del sistema inmunitario adaptativo. El estado tolerante se puede clasificar en:
tolerancia central y tolerancia periférica. La tolerancia central evita la maduracién de
los linfocitos presentes en los drganos linfoides centrales donde se segregan los
linfocitos inmaduros (timo para células T y médula ésea para células B) capaces de
reconocer los auto-antigenos y son eliminados mediante un mecanismo de deleccién
clonal (destruicién fisica de linfocitos) y eliminacidn por apoptosis (muerte celular)

(Figura 1) [15].
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Figura 1 - Mecanismos generales de auto-tolerancia en linfocitos.

http://pendientedemigracion.ucm.es/info/saniani/troncales/inmunologia/documentostemas/Tema%20

19.pdf

La tolerancia periférica provoca la inactivacion o la muerte celular de los
linfocitos B y T auto-reactivos en los érganos linfoides periféricos (bazo y ndédulos
linfaticos) que pasaron a la seleccidon negativa intra-timica, impidiendo que produzcan
una respuesta inmune frente a un antigeno concreto. El proceso se lleva a cabo por un
mecanismo de anergia clonal y eliminacidn por apoptosis. La anergia clonal es la
inactivaciéon funcional de linfocitos, dando lugar a la falta de respuesta tras el contacto
con el antigeno. Otros controles implican la limitacidon de la presencia de factores de
crecimiento esenciales y de mediadores pro-inflamatorios claves para el desarrollo
eficiente de la respuesta inmunitaria [10, 16, 17]. Por dultimo, un mecanismo
fundamental de supresién inmunoldgica, ampliamente estudiado en las ultimas

décadas, es la supresion mediada por células T reguladoras (Treg), que limitan la
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activacion y expansion de linfocitos T autoreactivos [17, 18]. Las Treg tienen un papel
critico en la induccién y mantenimiento de la tolerancia periférica tanto frente a
antigenos propios como no propios, controlando la respuesta inmunitaria, de tal forma
que, la ausencia o mal funcionamiento de las Treg estd asociado a procesos
autoinmunes, como la EM [18].

La alteracidon de uno o mas de los mecanismos de tolerancia puede desatar un
ataque inmunoldgico sobre los tejidos que conduce al desarrollo de enfermedades
autoinmunes. La alteracién en la tolerancia por parte del sistema inmune, se relaciona
con la herencia de genes, estimulos ambientales, principalmente infecciones que

llevan a la activacion de linfocitos auto-reactivos.

1.1.3 Hipersensibilidad: Respuesta alérgica

La reaccidén alérgica es una respuesta del sistema inmune exagerada o mal
dirigida a determinados antigenos, a la que se denominan alérgenos. La reaccién
alérgica o de hipersensibilidad puede ser de cuatro tipos: tipo I, tipo Il, tipo Il y tipo IV.
Los 3 primeros tipos son reacciones en las que se ponen en funcionamiento respuestas
mediadas por agentes humorales mientras que las respuestas inmunoldgicas de tipo IV
que se desencadenan son preferentemente celulares. Nos centraremos en las
reacciones de hipersensibilidad de tipo | por su importancia en este trabajo.

La hipersensibilidad de tipo | (o inmediata) es una respuesta inmune rapida que
se produce en pacientes con produccién amplificada de IgE especifica. La reaccién se
produce, en general, tras el contacto con el antigeno al cual el individuo ya ha sido
previamente sensibilizado.

En la reaccién de hipersensibilidad de tipo I, un antigeno supuestamente inocuo
opera con los anticuerpos IgE especificos localizados en los receptores de membrana,
llevando a la degranulacidon de los mastocitos y basdfilos. La reaccidn entre el antigeno
y el anticuerpo conduce a la liberacidn de aminas vasoactivas y mediadores
inflamatorios como la histamina y la triptase. Esta reaccidn lleva también a la
produccidn de leucotrienos y prostanglandinas. La liberacion de estas moléculas

induce a la vasodilatacion y contraccion de los musculos lisos, aumento de la
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permeabilidad vascular de los pequefios vasos y al aumento de la secrecidon pelo tejido
glandular epitelial.

Muchas de las reacciones de hipersensibilidad de tipo | presentan dos fases: la
fase inicial o inmediata y la fase tardia. La respuesta inicial, es una respuesta rapida
gue se da a los 5-30 minutos tras la exposicion al alérgeno y se caracteriza por la
vasodilatacién, extravasacion vascular y dependiendo de la localizacion por espasmos
del musculo liso o secreciones glandulares. La respuesta tardia se produce entre las 2 y
24h tras la exposicion al alérgeno y puede durar varios dias. Esta reaccidon se
caracteriza por infiltraciones en los tejidos de eosindfilos, neutréfilos, basofilos,

monocitos e células T CD4+ [9, 11, 12].

1.2 Respuesta inflamatoria

La inflamacién es la respuesta del organismo frente a una infeccién o dafio.
Surge con el fin de aislar y eliminar al agente inflamatorio y también se encarga de
reparar el tejido o el érgano que haya resultado dafado. Sin embargo el proceso de
reparacion puede ser prejudicial si no se controla y se cronifica [9, 19].

La respuesta inflamatoria estd formada por plasma, células circulantes
(neutrofilos, monocitos, eosindfilos, linfocitos, basdfilos y plaquetas), vasos sanguineos
y constituyentes celulares (mastocitos y fibroblastos) y extracelulares del tejido
conectivo (proteinas fibrosas, glicoproteinas adherentes y proteoglicanos).

La inflamacién, segun su duracion, se divide en inflamacién aguda y crénica. La
inflamacién aguda es de una duracion relativamente corta (varios dias) y se caracteriza
por exudado de fluidos plasmaticos y la migracidon de leucocitos predominantemente
neutrdfilos. La inflamacidn crénica tiene una duracidon mas larga, de semanas a meses
e incluso indefinidamente y se caracteriza por el infiltrado celular compuesto por
linfocitos, macrofagos y células plasmaticas y por la formacion de tejido conectivo [9,

12].

16



Introduccion

1.3 Células del Sistema Inmune

La accion del sistema inmune es posible gracias a la participacién e interaccién
de diferentes poblaciones celulares conocidas como células inmunocompetentes.
Como células inmunocompetentes estan: los linfocitos T y B, las células NK, las células

dendriticas, macréfagos y neutréfilos polimorfonucleares.

Los linfocitos T son sintetizados y producidos en la medula dsea y maduran en
el timo. Tienen una funcion central en la regulacion de la respuesta inmune vy
participan ademas directamente en la destruccién de los agentes agresores. Cada
célula T es programada para reconocer un antigeno especifico mediante el receptor de
linfocitos T (TCR) [11, 19]. Existen tres tipos funcionalmente distintos de linfocitos T:
células T colaboradoras (Th) (participan en la iniciacién y desarrollo de la respuesta
inmune); células T citotdxicas (Tc) (responsables de los procesos de citotoxicidad) y
células T reguladores (accidon reguladora de la respuesta inmune). Dentro de los

linfocitos colaboradores encontramos: ThO, Thl, Th2 y Th17 (Figura 2).

\ bacterias
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Figura 2 — Esquema de la diferenciacién de las células T helper CD4" hacia los

distintos tipos de células T colaboradoras (Th), y respectivas citosinas secretadas al
medio.

http://trasplantealdia.pulsointeractivo.com/modules.php?name=libro&op=viewCapNewVersion&idpubl

ication=1&idedition=1&idcapitulo=7&idversion=&wordsearch=
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Los linfocitos B maduran en la medula ésea. Las células B maduras constituyen

cerca de 10-20% de la poblacién de linfocitos circulantes periféricos y estan presentes
también en los tejidos linfoides. Estan especializadas en la sintesis y secrecion de
grandes cantidades de inmunoglobulinas, mediadores de la inmunidad humoral. Los
linfocitos B reconocen al antigeno mediante inmunoglobulinas que estdn unidas a su
membrana citoplasmatica [11].

Las células NK se definen como linfocitos capaces de reconocer y destruir y

presentar algunas células infectadas por virus y ciertas células tumorales, sin que
exista sensibilizacion previa [11, 12].

Las células dendriticas son células importantes en la presentacion del antigeno

a los linfocitos de marcadores de superficie que contribuyen a su funcién y poseen en
su membrana una gran cantidad de moléculas de histocompatibilidad de clase II. Son
responsables por la destruccion de las células infectadas y la activacién de macréfagos.
Se localizan por debajo de los epitelios que es el local mas comun de entrada de
microbios e antigenos extrafios [11, 20, 21].

Los Monocitos/Macrdfagos: Los monocitos son células maduras precursoras de

los macrofagos, es decir, una vez que el monocito es activado este experimenta
cambios morfoldgicos que lo adaptan para sus nueva funciones como macrofagos. Los
macroéfagos son células que poseen capacidad fagocitica y de adherencia a los tejidos y
reciben diferentes denominaciones segun los diferentes tejidos donde se encuentren.
Los Macrdéfagos constituyen la segunda “oleada” de células que acuden al sitio de la
infeccion [9, 12].

Los Neutrdfilos o leucocitos polimorfonucleares: son los responsables de la

primer “oleada” de células encargadas de la respuesta del huésped, alcanzan el sitio de
la infeccidon en pocas horas. Los neutrdfilos presentan en su interior granulos cuyo

contenido es rico en lisozima, colagenasay elastasa [9, 12].
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1.4 Citoquinas

En la induccidn y regulacion de las respuestas inmunes estan involucradas
multiples interacciones entre linfocitos, monocitos, células inflamatorias y células
endoteliales. Muchas de esas interacciones dependen del contacto célula-célula y son
mediados por mediadores de curta accién, las citoquinas. El termino interleucina fue
aplicado a las citoquinas porque median las comunicaciones entre los leucocitos. En
general son moléculas que actian a muy bajas concentraciones y pueden ejercer un
efecto autocrino cuando se unen a receptores presentes en la propia célula
productora. También pueden tener un efecto paracrino actuando sobre diferentes
tipos celulares y aun en algunos casos pueden liberarse a la circulacién sanguinea o
linfatica ejerciendo su efecto en otros érganos y tejidos actuando como hormonas.
Una de las importantes caracteristicas de las citoquinas es que estas pueden
ejercer diferentes efectos bioldgicos al actuar sobre distintos tipo s celulares. Segun la
funcion mas relevante de las citoquinas estas se pueden dividir en las siguientes
secciones:
1) Citoquinas del desarrollo hematopoyético
Promueven el crecimiento y la diferenciacion de las células sanguineas
maduras a partir de células madre hematopoyéticas. Son producidas por
células del estroma de la medula ésea o por linfocitos maduros activados
(IL-3, IL-5, IL-7, IL-9, IL-11 GM-CSF, G-CSF y M-CSF).

2) Citoquinas que median las respuestas inmunes innatas
Estas citoquinas son liberadas de forma inmediata tras el contacto con el
agente extrafio. Los monocitos y macroéfagos activados son la principal
fuente de estas moléculas, pero también pueden ser producidas por
linfocitos activados, células endoteliales y fibroblastos (IL-1a, IL-1b, IL-6,
TNF-q, IL-10, IL-9, IL-20, IL-22, IL-12, IL-18, IL-23, IFN-y y IFN-a)).

3) Citoquinas que median las respuestas inmunes adaptativas
En respuesta a una estimulacion antigénica, los linfocitos T se activan y
proliferan y se diferencian hacia células efectoras especificas (IL-2, IFN-g,

TNF, IL-4, IL-5, IL-10, IL13, IL16, IL-17, TGF-b, GM-CSF).
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Los linfocitos T como consecuencia de la estimulacion por citoquinas
pueden diferenciarse en linfocitos T Th1l o Th2.En la presencia de IL-12 hay
una diferenciacion de los linfocitos T hacia Th1, mientras que en presencia
de IL-4, esta diferenciacion coordina el desarrollo de Th2. Los linfocitos Th1l
en colaboracion con los macrofagos estan implicados en la respuesta
inmune celular, mientras que los Th2 promueven la respuesta humoral [9,

11].

En relacidon a la respuesta inflamatoria, algunas citoquinas pueden favorecer el
desarrollo de la misma — citoquinas pro-inflamatorias — mientras que otras ejercen en
efecto supresor de la inflamacién — citoquinas anti-inflamatorias. En el grupo de
citoquinas pro-inflamatorias se incluyen las producidas por los monocitos vy
macrofagos activados durante la respuesta inmune innata, aunque también pueden
ser producidas por linfocitos Thl. Las principales citoquinas pro-inflamatorias que
participan en los acontecimientos celulares y moleculares son la IL-1, IL-6 y el TNF- a.
Otra importante citoquina pro-inflamatorias, producida por los linfocitos Th1 es el IFN-
Y.

Las citoquinas anti-inflamatorias tienen la capacidad inmunosupresora e
inhiben el crecimiento celular o suprimen la secrecién de otras citoquinas. Entre ellas
se encuentran la IL-4, la IL-13 y la IL-10 que activan las acciones de los linfocitos B e
inhiben las respuestas inflamatorias. También se pueden considerar citoquinas anti-

inflamatorias el TGF-B, el IFN-y y el IFN-B [11].

2. Enfermedades autoinmunes

El término “enfermedad autoinmune” engloba aquellas patologias crénicas de

etiologia desconocida que se originan por errores en el reconocimiento del agente
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patdgeno, es decir, nuestro sistema inmunolégico identifica erréneamente a nuestras
propias células como patdégenos externo infeccioso y lo ataca.

Las enfermedades autoinmunes son complejas y sus causas son multiples,
pueden ser medio ambientales y/o genéticas. Presentan manifestaciones muy diversas
gue se traducen en la afectacidén simultdnea o necesaria de los diferentes érganos y

sistemas del organismo y tienen como marcadores bioldgicos diversos anticuerpos.

2.1 Esclerosis Multiple

La Esclerosis Multiple (EM) es una enfermedad desmielinizante, adquirida,
cronica que afecta de forma especifica al SNC [22-27]. Se encuentra entre las
enfermedades autoinmunes mas comunes, junto con la artritis reumatoide, el lupus la
diabetes tipo |, la tiroiditis [14]. Se caracteriza por el ataque del sistema inmune,
mediado por células T, contra antigenos del SNC. Hay destruccion o dafio de la vaina
de mielina (desmielinizacion), pérdida de oligodendrocitos y neuronas que da lugar a

un aumento en la discapacidad neuroldgica [27-30].

2.1.1 Etiologia e Epidemiologia
Esta enfermedad afecta a personas jovenes entre los 20 y los 40 afios de edad.
No se ha descubierto una causa o un marcador especifico de la enfermedad, aunque

las hipdtesis apuntan a causas ambientales, genéticas y hormonales (Figura 3) [25, 28].
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Figura 3 — Etiologia de la Esclerosis Muiltiple. Aunque su etiologia no estd todavia
establecida, se piensa que la EM tiene atributos de enfermedad autoinmune, mediada por un
ataque dirigido contra las vainas de mielina del SNC, considerando sus causas ambientales,

genéticas y hormonales.

Ambientales

Multiples causas ambientales han sido asociadas al aumento del riesgo de EM.
Los factores ambientales que se han estudiado en mayor profundidad son infecciones
(por Epstein-Barr virus) y agentes fisicos (radiacién solar y humo de tabaco). La
infeccion por el Epstein-Barr virus (EBV) o herpes virus humano 4 aumenta la
susceptibilidad del individuo a EM y cuando individuos estan también infectados por
mononucleosis el riesgo aumenta mads aun. Otros virus también relacionados con EM
son el herpes virus tipo 6, el retrovirus y la Chlamydia pneumoniae [23, 31].

La exposicidn a la radiacidn solar aumenta la produccién de vitamina D que
presenta un efecto inmunomodelador [23, 24, 32, 33]. El elevado indice de masa
corporal disminuye los niveles de vitamina D y esta relacionado también con el

caracter pro-inflamatorio de la inflamacion crénica en obesos [33, 34].
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El estrese fisico y emocional y el humo de tabaco han sido asociados, también,
con el aumento del riesgo de EM.
Genéticas

La EM es considerada una enfermedad compleja de herencia poligenénica. Sin
embargo no se transmite con un patréon mendeliano cldsico, solo en algunos genes se
ha observado un aumento de susceptibilidad para la enfermedad. Este aumento de
susceptibilidad estd asociado con el cromosoma 6 y el complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC Il) especificamente en los haplotipos HLA-DR15 y HLA-DQ6
y los genotipos correspondientes DRB1*1501, DRB5*0101, DQA1*0102, y DQB2*0602
[24].

Hormonales

Puede que las hormonas que estén implicadas en la actividad de Ia
enfermedad. Estudios epidemioldgicos indican que las mujeres padecen de esta
enfermedad en mayor proporcién que los varones [35, 36]. Ademas, estudios
realizados han demostrado que dosis elevadas de estrégenos, de testosterona o
progesterona mejoran la sintomatologia clinica, como se observa en casos de
embarazo; sin embargo, después del parto la enfermedad vuelve a su actividad previa

[36].

Por lo tanto la EM es considerada una enfermedad multifactorial donde
multiples factores pueden influir en el aumento de la susceptibilidad [34, 37-39]. Dado
gue no se conoce verdaderamente la etiologia de EM, son fundamentales los estudios
epidemioldgicos, tanto en su vertiente analitica como descriptiva ya que nos pueden

ayudar a hallar su etiologia.
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Figura 4 — Distribucion mundial de la prevalencia de la esclerosis multiple (2013).
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En los ultimos 30 afios se ha verificado un aumento global de la incidencia de
EM (Figura 4). Esto se puede deber a un mejor diagndstico, sobre todo desde la
introduccion de la resonancia magnética nuclear que permite catalogar de EM a
pacientes con curso clinico atipico, cuando antes podrian pasar desapercibidos;
tambén a la mayor accesibilidad a la atenciéon socio-sanitdria asi como al mejor y

mayor conocimento y alerta por parte de los médicos.

2.1.2 Aspectos Clinicos
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.

2.1.2.1 Diagnéstico clinico
La sintomatologia en esclerosis multiple es muy variable y se solapa con la

presentacién de numerosas enfermedades neuroldgicas siendo dificil lograr un
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diagnodstico en poco tiempo. Tras la sospecha clinica, es necesario descartar las
enfermedades que pueden cursar de modo parecido. Los criterios de McDonald
refuerzan la idea de la exclusidn de otros procesos patolégicos desmielinizantes [40].
Las lesiones desmielinizantes se encuentran con mayor frecuencia en el nervio
6ptico, tronco del encéfalo, médula espinal y en las regiones periventriculares del
cerebro. Estas lesiones se manifiestan clinicamente con alteracion de la visién, mareos,
fatiga muscular, dolor y déficit sensorial (Figura 5). También pueden ocurrir sintomas

psicoldgicos, como cambios en el estado de dnimo, depresién y suicidio [38].

Esclerosis multiple

Destruccion de la
vaina de mielina

Trastornos
micciom?os

Figura 5 - Patogenia de la EM [41].

El diagndstico clinico de la EM se basa en datos clinicos (participacién de los

sistemas motor, sensorial, visual y autondémico, aunque pueden aparecer otros
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sintomas) y en el examen neurolégico que encuadran cada uno de los sintomas en la
patologia de EM. El estudio de las imagenes de resonancia magnética (RM), el estudio
de laboratorio (del liquido cefalorraquideo — LCR), permiten el diagnostico de EM.

El desafio del diagndstico esta en los casos de Sindrome Clinico Aislado (CIS)
donde el proceso de desmielinizacién de traduce solo por sintomas neurolégicos en un
paciente adulto joven previamente saludable. Es un episodio agudo o sub-agudo que
alcanza un pico rdpidamente (dentro de 2 a 3 semanas) y debe durar por lo menos
24h. Se produce en ausencia de fiebre o infeccion, sin caracteristicas clinicas de la
encefalopatia. Los sintomas mas frecuentes en CIS son: neuritis éptica, sindromes del

tronco, sindromes hemisféricos y sindromes medulares [42].

2.1.2.2 Formas clinicas y sintomas

El curso de la enfermedad neuroldgica es variable. Segun la evolucién clinica, se
pueden encontrar diferentes formas de EM. La mds habitual es la forma en brotes o
recurrente-remitente (RR) que puede evolucionar a una forma secundaria progresiva
(SP) o bien puede iniciarse con progresion sin relacidén con los brotes desde el inicio, es
la forma primaria progresiva (PP) (Figura 6).

e Recurrente-remitente (RR): En el 85% de los casos la enfermedad empieza por
la aparicién de brotes, con remision parcial o completa [25, 36-38, 42, 43]. En el
cuadro clinico se puede observar sintomas, de algunos dias o semanas, como
cambios en la vision, disfuncion motora, urinaria e intestinal [38].

e Secundaria-progresiva (SP): Con el tiempo, los episodios recurrentes (50 - 60 %
de los casos) de la inflamacion conducen a la acumulacion de dafios en el SNC
con la persistencia del deterioro neurolégico. Esta forma clinica esta
caracterizada por una disminucién en la actividad inflamatoria y subsecuente
atrofia cerebral y pérdida neuronal progresiva [25, 37, 38, 43].

e Primaria progresiva (PP): Hay un deterioro gradual sin la presencia de brotes
clinicos. Es la forma clinica mas agresiva en la EM, presente en 10-15% de los
casos y donde la incidencia es similar en mujeres y varones [24, 25, 36-38, 43].

e Progresivo recurrente (PR): Algunos autores defienden una cuarta forma

clinica. con un curso caracterizado por un inicio progresivo con presencia de
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brotes con o sin recuperacion completa. Durante los periodos de brotes los
pacientes presentan una progresion continua de los signos clinicos de la

enfermedad [43, 44].

[ Remitente-recurrente l l Secundaria-Progresiva ]

JUL .~
JU= 1P as

| Primaria-Progresiva ] l Recurrente-Progresiva ]

Figura 6- Representacidon esquematica de las varias formas clinicas de EM.
Segun la clasificacidn de Lublin y Reingold (1996) se pueden diferenciar los subgrupos clinicos:

Remitente-recurrente (RR), Secundaria progresiva (SP), Primaria Progresiva (PP) y Recurrente

Progresiva (RP) [43].

2.1.2.3 Mecanismos Fisiopatologicos

La EM se ha considerado clasicamente como una enfermedad inflamatoria con
la principal caracteristica fisiopatolégica la formacion de placas desmielinizantes en el
SNC, mediada por células T. La combinacién de diversos factores ambientales con la
predisposicion genética individual, conduce a la aparicién de clones de linfocitos T
autorreactivos en la circulacién sanguinea y una desregulacién de los procesos
inflamatorios. La intolerancia del sistema inmune y la formacién de clones
autorreactivos de linfocitos T frente a proteinas y lipoproteinas del SNC, varia para
cada paciente e igualmente en el mismo paciente, en diferentes momentos de la

enfermedad. Ante la infeccidn se produce la liberacidon de citoquinas pro-inflamatorias,
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gue de determinada manera llegan al cerebro y activan la microglia, acelerando el
deterioro cognitivo.

La formacién de la placa desmielinizante es el estadio final de varios procesos
patolégicos que incluyen: disrupcién de la barrera hematoencefalica (BBB), inflamacién
multifocal, desmielinizacién, remielinizacién, pérdida y deplecién de oligodendrocitos,

gliosis reactiva y degeneracion axonal y neuronal [45, 46].

Disrupcion de la barrera hematoencefalica e inflamacion multifocal:

La BBB es impermeable a las macromoléculas. Su impermeabilidad no es
absoluta y la mayoria de las substancias que penetran al SNC son proteinas que pasan
por transporte activo o facilitado [47].

Las células presentadoras de antigeno (APC) en el SNC, pueden ser células
gliales (microglia o astrocitos) o bien macréfagos, que expresan antigenos del complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC-I), funcionando como células presentadoras de
antigeno de mielina a las células inmunomoduladoras, induciendo la liberacion de
citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias. También inducen, a la proliferacién clonal
de células T que atraen a los macrdfagos de la periferia, promoviendo y estimulando la
inflamacion en el SNC, aumentando asi la permeabilidad de la BBB.

La migracion de linfocitos T reactivos a través de la BBB supone una interaccién
entre las moléculas de adhesién (CAMs) de las células inflamatorias y de las células
endoteliales de la pared vascular, asi como la interaccién de citoquinas y quimioquinas
secretadas por el leucocito, la BBB y las células residentes en el cerebro.

Una vez activados, los linfocitos T autorreactivos se adhieren al endotelio a
través del contacto entre las CAMs de los leucocitos, como las integrinas LFA-1
(antigeno 1 asociado a la funcién de linfocitos) y VLA-4 (antigeno 4 de activacidn
tardia), que son células especializadas en la capilaridad del endotelio vascular. Para
facilitar esta transmigracion, las células T activadas expresan enzimas como las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs), responsables de la lisis de la [dmina basal
subendotelial. Esto hace que el linfocito se aplane y pueda atravesar entre las células
endoteliales (primer componente de la BBB), pero sin romper su union dirigiéndose al

tejido perivascular [31, 36, 48, 49].
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Una vez en el SNC, los linfocitos T autorreactivos se reactivan por mimetizacion
molecular, a través de fragmentos antigénicos de mielina, y liberan citoquinas pro-
inflamatorias (TNF-a y IFN-y) iniciando una respuesta inflamatoria de tipo Thly Th17,
y el reclutamiento de otras células inflamatorias como linfocitos B, macréfagos y
células microgliales [25, 31, 36].

Las células T CD4+ son las primeras en expresar CD11c y a presentdrselo a las
APC en el espacio perivascular, antes de pasar al parénquima. La reactivaciéon induce la
liberacién adicional de citoquinas pro-inflamatorias que estimulan CD11lb en la
microglia, a permeabilizar mas la BBB y a estimular la quimiotaxis, resultando en el
reclutamiento de mas células inflamatorias y la infiltracién celular en el SNC. Tanto
CD11c como CD11b son miembros de la familia de las integrinas que se expresa en
neutrofilos, monocitos, células NK, y células T y B activadas [31]. Las células activadas
CD11b+ también contribuyen a la inflamacion mediante la secrecidon de factores de
activacion de células T, tales como IL-12, IL-17, IL-23, y mediadores téxicos tales como
el éxido nitrico (NO) y los radicales libres de oxigeno (ROS). Todo ello genera una

respuesta inflamatoria y el consecuente dafio de mielina [31, 48, 49].

Mecanismos patogénicos del daiio tisular:

La inflamacion y la desmielinizacidén estan estrechamente relacionadas, ya que
son los mecanismos inflamatorios, como anticuerpos, células T y macréfagos y sus
productos, los que conllevan al dafio agudo axonal y a la desmielinizacion.

Una vez activada la microglia, ocurre desmielinizacién. El dafio afecta a la
mielina, a los oligodendrocitos y a los axones. Asi, sus antigenos neuronales son
reconocidos y fagocitados y pueden ser presentados a las células T y B,
desencadenando una respuesta autoinmune donde los axones inductores de
desmielinizacién pueden conducir al dafio axonal secundario. Por lo tanto el dafio
axonal ha cerrado un circulo y el ciclo puede comenzar de nuevo [31, 50].

El dafio axonal se considera la causa de que la enfermedad neurolégica pueda
ser progresiva e irreversible. La pérdida de axones y neuronas son responsables de la
disfuncién neuronal persistente que ocurre en pacientes con EM.

Las consecuencias de la desmielinizacidn cortical en el deterioro dendritico y

sinaptico, y la participaciéon de la inmunidad innata/adaptativa pueden inducir a la
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liberacién de mediadores todxicos inflamatorios y activar mecanismos de dafio
mitocondrial y oxidativo.

Asi la inflamacidn y la desmielinizacion axonal en el SNC llevan al aumento de la
energia liberada por las neuronas y por lo tanto al déficit de la conductancia de los
nervios, existiendo un cambio en el mecanismo mitocondrial. Esta disfuncién puede
ser la causa del dafno provocado por los factores del sistema inmune innato, como las
especies reactivas de oxigeno (ROS), mediada por la deficiencia de los macréfagos y
microglia, encontradas en las fases agudas de la enfermedad [25]. Excesivas cantidades
de NO han sido asociadas a sintomas neuronales como dafio de los oligodendrocitos y
axones [25, 31].

La activacion de la microglia y de los macréfagos en la EM, dafian
indirectamente a los oligodendrocitos y a las neuronas mediante la liberacion de
citoquinas pro-inflamatorias y del glutamato. El dafio directo a las neuronas ocurre a
través de la liberacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (RNS),
producidas por la microglia, al producir disfuncion mitocondrial. Todo esto y sumando
al aumento de la energia liberada por los axones dafiados, contribuye a la

degeneracion axonal y subsecuente muerte neuronal (Figura 7) [25].
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Figura 7 — Aspectos clave de la neurodegeneracidn. La reactivacion de las células T,
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incluyendo macrdéfagos activados y microglia, asi como células dendriticas, resulta en la
liberacion de citoquinas pro-inflamatorias, asi como moléculas citotdxicas, tales como ROS,
NO, glutamato. Estas reacciones inflamatorias son requisitos fundamentales para el inicio de la
neurodegeneracion inflamatoria, es decir, la transeccion axonal y la pérdida de células
neuronales, lo que no implica sdlo la inflamacién - desmielinizacidn inducida, sino también a

los procesos de dafio directo. Adaptado de J. Herz et al, 2010 [49].

Resolucion de la inflamacién y remielinizacion:

La progresién clinica de la enfermedad y las secuelas se deben a la
degeneracion axonal y neuronal secundaria, a la desmielinizaciéon e la inflamacién
cronica. La resolucién del proceso inflamatorio en la EM puede explicarse, por la
inhibicién de los linfocitos Thl pro-inflamatorios y por la apoptosis de los linfocitos T
autorreactivos, asi como la actuacién de genes que controlan el balance en los
programas de activacion.

Se ha observado que las células Th2 presentan una respuesta anti-inflamatoria

en funcién de la enfermedad, controlando la inflamacién [31, 48].
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Las células T Natural Killer (NK), estan involucradas en el control de la
inflamacién. Cuando estan activadas, pueden suprimir las respuestas Thl y/o
promover las respuestas celulares Th2 [25].

Las células T reguladoras (Treg) estdn también implicadas en la regulacién del
sistema inmune, manteniendo la tolerancia a los auto-antigenos y la vigilancia del
sistema inmune. Las células Treg son especializadas en suprimir la respuesta inmune
Th1, y secretar una gran variedad de citoquinas anti-inflamatorias como el TGF-$, IL-10
y el IFN-y, asi como activar el factor de transcripcion FoxP3 para regular el organismo
[31].

En los inicios de la EM, es posible la reparacién de las placas desmielinizadas,
pero cuando la enfermedad se hace crénica esta capacidad se pierde y falla la
remielinizacion. La remielinizacion se lleva a cabo por las células progenitoras de
oligodendrocitos (OPC). Las OPC son células gliales que dan lugar, como su nombre
indica, a oligodendrocitos mielinizantes. Se distribuyen de manera uniforme entre la
materia gris y blanca del sistema nervioso central. La remielinizacidon ocurre en varias
fases: la activacion de las células precursoras de oligodendrocitos (OPC), su
reclutamiento (proliferacion y migracion) y su diferenciacion, en la que las OPC

envuelven a los axones y forman la vaina de mielina [45, 46, 51].

2.1.2.4 Tratamiento

En la actualidad no existe un tratamiento curativo de la enfermedad.

La inflamacién, la disrupcién de la barrera hematoencefalica (BBB), la
desmielinizacién y el dafio axonal son las caracteristicas patoldgicas de la EM sobre las
gue se centran los tratamientos de la actualidad. Asi, el tratamiento con anti-
inflamatorios en la forma RR, han tenido efectos en la prevencién del dafo axonal.
Existen diferentes clases de terapias utilizadas en el tratamiento de EMRR:

e El IFN-B: su mecanismo de accidon parece ser multifactorial: disminuye la
actividad de células T inducida por mitdgenos, disminuye la secrecion de
interferén-y (IFN-y) y el TNF-a por células mononucleares, disminuye la
produccién de IgG, mejora la funcidn supresora y disminuye la expresién de

moléculas HLA de clase Il sobre monocitos y células del SNC [31, 35, 37, 52, 53].
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e El Acetato de glatirdmero (AG): es un andlogo sintético de la proteina de

mielina que posee la capacidad de inducir una respuesta inmunitaria especifica
Th2 de células T CD8+, que blogquea la reaccidon antigeno-anticuerpo,
impidiendo de este modo el daino de la vaina de mielina [31, 35, 37].

e El Natalizuman: es un anticuerpo monoclonal contra la integrina a-4, que

inhibe la migracion a través de la barrera hematoencefalica evitando la fijacién
celular a la pared vascular mediante la inhibicidon selectiva de moléculas de
adhesion [35, 37, 54, 55].

e El Fingolimod: es un compuesto en estudio (fase Il) que afecta al tréfico de
leucocitos y que reduce el numero de linfocitos T activados circulantes en el

SNC al unirse al receptor 1 de la esfingosina 1-fosfato [56, 57].

Puesto que es una enfermedad autoinmune, también se utilizan
inmunosupresores tales como azatioprina, ciclofosfamida, ciclosporina y mitoxantrona.
Sin embargo, su uso esta limitado por su toxicidad [35, 58].

Durante los brotes el tratamiento de eleccién utilizado para disminuir la
duracion y la gravedad son corticoides. En la siguiente tabla estan detallados los

farmacos aprobados por la Agencia Europea del Medicamento (EMA):
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Principio activo Nombre Afio de Mecanismo de accién Efectos
comercial aprobacion adversos
(EMA)
Farmacos de primera linea
Avonex ® 1997 J la actividad de células T; Sindrome
Interferdn beta Betaferon ® 1995 J la secrecion de IFN-y y de | pseudogripal con
Rebif © 1998 TNF-a; fiebres, mialgias
Extavia ® 2008 J la produccion de IgG; y fatiga.
mejora la funcién supresora
y { la expresién de
moléculas HLA de clase Il
sobre monocitos y células
del SNC.
Acetato de Copaxone ® 1997 Bloquea la reaccién Capacidad para
glatiramero antigeno-anticuerpo, originar
impidiendo el dafio de la reacciones
vaina de mielina. alérgicas.
Farmacos de segunda linea
Natalizumab Tysabri © 2006 Inhibe la migracidn a través Mads
de la barrera susceptibilidad a
hematoencefdlica infecciones por
virus
Fingolimod Gilenya ® 2011 J el nimero de linfocitos T

activados circulantes y en el
SNC.

Tabla 1 - Farmacos de primera y segunda linea, aprobados por EMA para el

tratamiento de la esclerosis Muiltiple.

Actualmente la EM Primaria Progresiva constituye un reto terapéutico.

Desafortunadamente, no existen farmacos que hayan demostrado eficacia en esta

forma clinica. A lo largo de los afios se han llevado a cabo varios estudios con

interferén beta se han ensayado otros medicamentos, incluidos el Acetato de

Glatiramero pero los resultados han sido negativos.

2.1.3 Modelos animales

No hay un uUnico modelo animal capaz de representar todo el espectro de

heterogeneidad de la enfermedad y en las Ultimas décadas se han desarrollado varios

modelos que representan varios aspectos de la enfermedad.
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Los modelos animales mas comunes de EM son: el modelo de encefalitis
autoinmune experimental/encefalitis alérgica experimental (EAE) [59-61], los modelos
de induccion viral como la encefalomielitis por infeccién con el virus de Theiler (TMEV)
[61-64], y por ultimo, el modelo de desmielinizacién inducido por toxinas como el
modelo de cuprizona y el modelo de desmielinizacién local inducida por liso-

fosfatildicolina [60, 63].

2.1.3.1 Encefalitis Autoinmune Experimental (EAE)

El modelo EAE es el modelo animal mds estudiado de las enfermedades
autoinmunes. Se descubrié en los afios 30 por Rivers et al [65]. Inicialmente, la EAE se
indujo en monos y cobayas y posteriormente en varias otras especies incluyendo ratas
y ratones [31, 60, 63].

La fraccion proteica de la mielina del SNC contiene numerosos auto-antigenos
potenciales que han sido utilizados para inducir el modelo animal de EAE [63]. El
desarrollo del modelo se lleva a cabo en cepas susceptibles, por inmunizacidon con
péptidos que contienen secuencias concretas de derivados de la proteina de mielina
basica (MBP), glicoproteina de la mielina de oligodendrocitos (MOG) y la proteina
proteolipidica de la mielina (PLP) [60, 61, 63, 66]. De los diferentes tipos de induccion
de EAE, los mas comunes se basan en la inyeccién de un péptido, MOG 3555 0 PLP 139.
151, emulsificado en adyuvante de Freund’s (CFA) que contiene Mycobacterium
tuberculosis, seguido de la administracion intraperitoneal de toxina pertussis. En la EAE
al igual que en la EM, la edad, el género, los factores ambientales y cambios
hormonales también influyen en la susceptibilidad, en el desarrollar y en la severidad

de la enfermedad [66-69].

Patogenia de la EAE

La iniciacion de la EAE: una respuesta Thl mediada por células T CD4+:

El mecanismo de patogénesis de la EAE puede implicar a células T y/o a células
B, dependiendo del antigeno empleado [70].
La EAE, como la EM, es una enfermedad autoinmune mediada por células T

helper CD4+ [71]. La inmunizacidn y expansidn de las células Thl reactivas a los
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componentes de la vaina de mielina se infiltran en el parénquima del SNC, liberan
citoquinas y quimoquinas pro-inflamatorias, y promueven la infiltracion y activacion de
macrofagos [50, 72]. Aunque se requiera la infiltracion de células T CD4+ al
parénquima del SNC para el desarrollo de la lesion en la EAE, los macréfagos son las
células efectoras causantes de la desmielinizacién y la muerte de los oligodendrocitos,
gue conduce a la pérdida de la funcidn axonal [24, 50].

Los macréfagos activados por el IFNy y el TNF-a producidos por las células de T,
producen a su vez mas citoquinas: IL-12, IL-23 y TNF-a, asi como productos toxicos
como oxido nitrico [25, 63, 66, 73].

Sin embargo, la implicacion directa de las células Thl en la EAE no es cierta en
todos los modelos de EAE, ya que clones de células Th2 reactivas al MBP que secretan

IL-4 y niveles bajos de IFN-y, también causan EAE [63, 74].

El paradigma Th1-Th17/Th2:

La EAE se ha considerado clasicamente como una enfermedad mediada por
células T autorreactivas productoras de citoquinas pro-inflamatorias, como INF-y y
TNF-a (respuesta Th1), frente a una respuesta anti-inflamatoria de tipo Th2 (IL-4, IL-10,
IL-13) [75, 76]. Sin embargo, las células Th17 productoras de IFN-y (Th1) e IL-17 (Th17)
tienen un papel importante en la EAE, ya que las células Thl promueven la inflamacién
al SNC y facilitan la infiltraciéon de las células Th17 a las zonas lesionadas [25, 63, 66,
77-80].

Por otro lado, la regulacidn del balance Th1/Th2 se le ha atribuido a la citoquina
IL-12, que favorece una respuesta Thl [81]. En contraste, durante la ultima década han
demostrado la importancia de otros tipos celulares, como el Th17. Ratones deficientes
de IL-12, IFN-y y TNF-o. poden desarrollar una forma severa de EAE, mientras que
ratones deficientes de IL-23 (citoquina esencial para la produccion de linfocitos Th17)

fueron resistentes a la enfermedad [82-84].

Citoquinas en la remision de la EAE:

La recuperacion de la EAE esta asociada con la produccién de citoquinas tipo
Th2. La produccién de IL-4 e IL-10 por células B es esencial para la recuperacién de la

EAE, ya que ratones en los que la deficiencia IL-10 esta restringida a células B,y noa T,
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no se recuperan [85]. La IL-10 se produce ademas en el SNC por la poblacién de células
T CD4+CD25+, que tienen un papel critico en la resolucién de la enfermedad. Por
ultimo, las células Treg tienen un papel critico en la resolucién de la enfermedad,
controlando la inflamacion [25, 63, 66, 79, 80]. Sakaguchi et al demostraron que la
deplecién de células Treg CD4+Cd25+ en ratones normales inducia a enfermedades
autoinmunes, mientras que la reconstitucién de las mismas suprimia el desarrollo de

estas enfermedades [86] .

2.2 Miocarditis

La miocarditis fue definida en 1995 por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como una enfermedad inflamatoria del musculo cardiaco, estableciéndose el
diagnostico mediante criterios histolégicos, inmunolégicos e inmunohistoquimicos
[87]. Es el resultado de la exportacién a agentes infecciosos, a farmacos o como
resultado de una respuesta autoinmune.

Los criterios de diagndstico de Dallas se basan en criterios histopatoldgicos con
presencia de infiltrado linfocitico junto a necrosis de miocitos [88]. Su complejidad
técnica, la falta de reproductibilidad y los avances en las técnicas de diagndstico no
invasivo, como la resonancia cardiaca, han hecho que estos criterios hayan sido
criticados durante afos, de tal forma que, por consenso, la biopsia miocardica, a pesar
de continuar siendo el gold standard para el diagndstico de miocarditis, queda
reservada para pacientes con sospecha de miocarditis y situaciéon de inestabilidad

hemodindamica.

2.2.1 Etiologia e clasificacion
La miocarditis y las miocardiopatias dilatadas son las principales causas de la
insuficiencia cardiaca en pacientes menores de 40 afios o atletas jévenes [89]. Estas

patologias se caracterizan por la infiltraciéon de células en el miocardio que conlleva a
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la necrosis, pérdida de miocitos, apoptosis y fibrosis [90, 91]. La miocarditis puede dar
lugar a muerte subita, y un 12% de los pacientes desarrollan miocardiopatia dilatada
con disfuncidn contractil del ventriculo izquierdo [89, 91, 92].

Su etiologia puede ser de origen en agentes infecciosos (virus, bacterias,
protozoos, hongos) y no infecciosos (téxicos, enfermedades sistémicas, agentes
fisicos). De las multiples clasificaciones de miocarditis la mas extendida es la que las
divide en primarias o secundarias. De las formas primarias no se conoce con certeza el
mecanismo etioldgico, mientras que las secundarias se producen como consecuencia
de un agente especifico o en el contexto de una enfermedad conocida [91].

Existen un gran numero de agentes virales, toxinas y drogas inductores de la
miocarditis. En los paises desarrollados, la etiologia mds frecuente de la miocarditis
secundaria es viral [90]. Los microorganismos mayoritariamente responsables son los
enterovirus, como Coxsackie B3 (CVB3), y en menor medida los adenovirus. Ademas de
estos virus, hay que referir el papel de otros microorganismos como el
Cytomegalovirus (CMV), el virus de la hepatitis C, el virus zoster de la varicela, el
Eptein-Barr y el HIV, o el parasito Trypanosoma Cruzi. Recientes estudios han
demostrado que las bacterias como la Chlamydia pneumoniae y la Borrelia burgdorferi
pueden tener un papel activo en el fallo cardiaco que se produce tras la miocarditis.
Reacciones de hipersensibilidad a farmacos/vacunas y a toxicos también pueden
originar miocarditis [93, 94]. Numerosos farmacos (vacuna de la viruela, toxina
tetanica, penicilina, ampicilina, cefalosporinas, tetraciclinas, sulfonamidas, etc) se han
relacionado con la aparicién miocarditis, por efecto directo téxico o por inducir
reaccion de hipersensibilidad. Agentes fisicos como la radioterapia en pacientes
oncoldgicos, el golpe de calor y la hipotermia pueden ser causa de miocarditis. Una
otra causa de miocarditis son enfermedades sistémicas y autoinmunes como la
enfermedad celiaca, el lupus eritematoso sistémico, artritis reumatoide, enfermedad

mixta del tejido conectivo entre otras [95, 96].
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2.2.2 Aspectos Clinicos
La miocarditis es una enfermedad inflamatoria del corazén y una de las
principales causas de miocardiopatia dilatada, que a su vez es uno de los motivos mas

frecuentes de trasplante cardiaco.

2.2.2.1 Diagnéstico clinico

El diagndstico de la miocarditis no es facil debido a la presencia de
sintomatologia similar a muchas otras enfermedades, siendo muy importante la
historia clinica del paciente (consumo de alcohol y cocaina, medicamentos, habitos
nutricionales, estancias en zonas endémicas para infecciones, relacion con animales,
entre otras) [97]. Algunos de los sintomas frecuentes, pero no especificos, en casos de
miocarditis son: disnea, dolor toracico o palpitaciones en los dias siguientes a un
episodio febril. La presentacion clinica de la miocarditis es muy amplia y con poca
especificidad de sintomas, habiendo incluso pacientes asintomaticos con
anormalidades electrocardiograficas y elevacion de enzimas cardiacas. Los casos
asintomaticos pueden no diagnosticarse hasta que la persona no presente una
insuficiencia cardiaca, produciéndose dafios permanentes e irreversibles en el musculo
cardiaco [90, 98].

De entre las técnicas de diagndstico de la miocarditis podemos encontrar: la
biopsia endomiocdrdica, los andlisis de biomarcadores cardiacos, las imagenes de
medicina Nuclear (galio 67 e indio 111), el electrocardiograma, la ecocardiografia y la
resonancia Magnética cardiaca o cardioresonancia (CRM), presentando las cuatro
ultimas la ventaja de ser técnicas no invasivas.

La biopsia endomiocardica es una técnica de diagndstico invasiva para la
miocarditis, basada en los criterios anatmopatolégicos de Dallas, pudiendo darse
algunos falsos negativos [97, 99]. Los criterios de Dallas se basan en la presencia de
infiltracion linfocitaria y necrosis de miocitos y con las nuevas técnicas
inmunohistolégicas y moleculares, se ha logrado mejorar la sensibilidad de su
diagnéstico [99].

En los andlisis de biomarcadores cardiacos en suero, se observan

biomarcadores como la creatina kinasa (CK) y troponina | y T. Aunque algunos
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marcadores carezcan de especificidad, pueden ayudar en el diagndstico y en el caso de
la troponina T, puede ser un buen marcador de prondstico [91, 99].

Las imagenes de Medicina Nuclear se basan en la una inyeccion de un
compuesto radioactivo, galio 67 e indio 111, y la posterior obtencién de imagenes. La
captacion cardiaca por el radioisétopo galio 67 nos indica el grado de inflamacién
miocardica reflejando la extension de la necrosis en los miocitos. En el caso del
radioisotopo indio 111, este nos indica la perdida de integridad de los miocitos en sus
membranas y sarcolema, exponiendo su miosina intracelular al espacio extracelular
[91, 97, 99]. Debido a su disponibilidad limitada y el riesgo de exposicion a la radiacién,
las técnicas nucleares no se recomiendan de forma rutinaria.

El electrocardiograma puede mostrar signos como la presencia de alteraciones
del ST-T que se pueden confundir con una pericarditis, un infarto de miocardio,
ectopias auricular y/o ventricular o trastornos de conduccion auriculo-ventricular y/o
ventricular [91, 99, 100].

La ecocardiografia permite ver el movimiento de la pared del corazén y su
tamafio general. La cardioresonancia presenta la ventaja sobre la ecocardiografia de
tener una excelente resolucion anatémica vy tisular y aporta la informacion completa
de la afectacion miocardica (funcion ventricular, edema/inflamacion y areas de fibrosis
miocardica), presentando asi caracteristicas especiales para ser la técnica de imagen

de eleccion [90, 91, 99, 100].

2.2.2.2 Mecanismos Fisiopatoldgicos

Diversas enfermedades autoinmunes han sido asociadas a una respuesta
inmune tipo Thl y el daio tisular puede estar mediado por una respuesta de tipo Th2.
Recientemente se ha propuesto que en la miocarditis son las células Th17 las que
colaboran con las células B para producir antigenos cardiacos [101-103].

Hallazgos histopatolégicos han demostrado la presencia de infiltrados de
eosindfilos, de macréfagos y de células gigantes, en las lesiones de miocarditis [91, 93].
Los eosindfilos asociados a respuestas Th2, estdn asociados a la produccidon de
citoquinas como la IL-4, IL-5, IL-10, 1gG1 e IgE, y a su vez la IL-4 induce la formacién de

células multinucleadas gigantes; mientras que las lesiones granulomatosas rodeadas
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por linfocitos T, estd asociada a monocitos/macrofagos que derivan de las células
multinucleadas. Ademas, también se ha observado que las citoquinas Th1, TNF-a o IL-
12, tienen un papel crucial en el desarrollo de la miocarditis [94].

Durante la fase aguda de la enfermedad, el patrdn histopatolédgico se
caracteriza por infiltracidn intersticial de células inflamatorias y expresion de antigenos
del complejo mayor de histocompatibilidad (HLA), con la consiguiente necrosis de
miocitos y desorganizacién de su citoesqueleto. Se ha observado un desequilibrio
entre citoquinas pro-inflamatorias, como el TNF-a, la IL-1, IL-12, IL-4, y anti-
inflamatorias, como la IL-10, el INF-y, asi como un aumento de expresién de moléculas
de adhesion, como el ICAM1, VCAM1 y CD29, existiendo una intima relacién entre la
severidad del cuadro clinico y los niveles humorales de las mismas [104, 105].

Con el progreso de la inflamacion, la miocarditis pasa de aguda a subaguda o
cronica donde hay deposicién progresiva y difusa, en todo el miocardio, de tejido
conectivo intersticial. Las células inflamatorias, incluyendo linfocitos y macréfagos no
solo liberan citoquinas, quimioquinas y factores de crecimiento, sino que también
interactuan directamente con los fibroblastos durante la fase de inmuno-inflamatoria
de la enfermedad. El aumento de citoquinas inflamatorias va alterar el metabolismo de
la matriz extracelular, aumentando su degradacién a través de las metaloproteinasas y
favoreciendo el remodelado. Las citoquinas o factores de crecimiento funcionan de
manera coordinada para producir un microambiente de fibrosis, que conduce al
desarrollo de una poblacién profibrética de fibroblastos [101, 106].

Unos de los componentes celulares mayoritarios en el corazén y fundamentales
para la reparacion del tejido dafiado son los cardiofibroblastos. Estos juegan un papel
importante en el mantenimiento de la integridad estructural y de la funcién cardiaca
normal [107, 108]. La caracteristica de los cardiofibroblastos de ser del “tipo celular del
musculo liso” estd asociada al aumento de produccion de la matriz extracelular que
puede llevar al fallo cardiaco. La diferenciacién de cardiofibroblastos a miofibroblastos
estd asociada con enfermedades cardiacas cronicas. Esta transformacidon esta
controlada por una grande variedad de estimulos, como factores de crecimiento vy
citoquinas, por la vasodilatacidn, y por estimulos mecanicos [106, 109].

Hallados de algunas autopsias, la inflamacidn continla ademas de la fibrosis

cardiaca puede dar lugar a la aparicién de depésitos de calcio en el tejido cardiaco. La
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calcificacion distréfica del miocardio es una sefial del dafio celular y tisular. La
acumulacién de calcio puede convertir un potencial dafio reversible a uno irreversible

[93, 110].

2.2.2.3 Tratamiento

El tratamiento de la miocarditis representa un gran desafio, principalmente
debido a la complejidad clinica, fisiopatoldgica y diagndstica que caracteriza esta
patologia, y puede clasificarse en sintomatico y especifico. El tratamiento sintomatico
es bdasicamente de soporte y se aplica en pacientes que cursan con insuficiencia
cardiaca en cualquiera de sus grados [111, 112].

Recientemente, en la ultima actualizacién de la sociedad espafiola de
cardiologia (SEC), se ha acordado que el tratamiento inicial debe de ser de la
insuficiencia cardiaca, que incluye el tratamiento con moduladores de la angiotensina,
betabloqueantes y diuréticos.

El tratamiento especifico, estandarizado, es muy discutido y no esta bien
definido. El tratamiento especifico es aplicado tras conocer el resultado de la biopsia
endomiocardica. Estan incluidos tratamientos con anti-citoquinas, inmunosupresores,
inmunoadsorcion, administracion intravenosa de inmunoglobulina (IVIG) vy
tratamientos antivirales cuando se identifica un agente infeccioso [99, 113]. En casos
extremos se puede recurrir al trasplante cardiaco.

En cuanto al tratamiento con anti-citoquinas, existen inhibidores del TNF-a que
actuan en la disminucién de las metaloproteinasas disminuyendo por consiguiente el
remodelado y la insuficiencia cardiaca, ademds de contrarrestar su accién pro-
inflamatoria y depresora de la contractibilidad [104, 114-116].

El tratamiento inmunosupresor esta relacionado con las consecuencias a largo
plazo que puede producir la miocarditis a nivel de la inmunidad celular y humoral.
Algunos autores consideran que la terapéutica inmunodepresora con corticosteroides
mejora los resultados cuando el proceso es agudo [116]. No obstante, se han
presentado resultados controvertidos, ya que se han publicado efectos tanto
beneficiosos como nocivos [97]. El tratamiento con inmunosupresores ha demostrado

eficacia y se recomienda en patologias especificas como la miocarditis por células
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gigantes y la sarcoidosis cardiaca, y en miocarditis asociadas a enfermedades
autoinmunes [116].

La presencia de auto-anticuerpos cardiacos circulantes demuestra un proceso
humoral en la enfermedad. Estos perpetuan el proceso inflamatorio intramiocdardico
provocando el remodelado intersticial y el déficit contractil. Por este motivo, la
inmunoadsorcion puede tener un papel importante en la evoluciéon de |Ia
miocardiopatia inflamatoria, pues a través de eféresis selectiva se van a eliminar
inmunoglobulinas humanas de forma extracorpérea a través de adsorbentes
especificos [117].

La terapia con IVIG ejerce un efecto anti-inflamatorio, modulando la sintesis de
citoquinas y proteinas del complemento, asi como la expresion intracelular de
moléculas de adhesion y de antigenos del HLA. Sin embargo, una situacion de
hipergammaglobulinemia saturaria los receptores FcRn, con lo que aumentaria el
numero de inmunoglobulinas plasmaticas no “protegidas” y, por lo tanto, degradables
[99, 117].

El tratamiento antiviral es independiente del tipo de virus y resulta en un
bloqueo intracelular del ciclo de replicacidon viral. Esta accién ocurre en la célula
infectada y las vecinas no comprometidas. Asi, este tratamiento puede ser efectivo en
las miocardiopatias virales. Los IFN juegan un papel fundamental en la defensa natural
contra la infeccién viral, con lo que la disminucién de su produccién aumenta la
severidad de la infeccidén y el tratamiento con el mismo protege contra la infeccién

viral [99, 118].

2.2.3 Modelos animales

Con el objetivo de estudiar a fondo los mecanismos de la miocarditis y sus
posibles tratamientos, se han desarrollado diversos modelos animales,
fundamentalmente en ratones. Los avances en el conocimiento de la fisiopatologia de
la miocarditis resultan mayoritariamente de modelos animales.

La miocarditis autoinmune experimental (del inglés experimental autoimmune

myocarditis, EAM) puede ser inducida en algunas cepas de ratones mediante la
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utilizacion del virus CVB3 y CMV o a través de la inmunizacidon con auto-péptidos
derivados de la cadena pesada de la a-miosina cardiaca (MyHC-a) [119-124].

Estudios anteriores han comprobado que la cadena B-miosina es un pobre
inductor de inflamacidon cardiaca comparado con la isoforma a-miosina. Pummerer et
al ha descrito tres tipos de péptidos de la cadena pesada de a-miosina cardiaca
capaces de inducir la EAM, pero solo uno de ellos con una secuencia acetilada de
aminoacidos de 614-643 de la region S2 de la miosina cardiaca, ha mostrado un cluster
de diferenciaciéon en el modelo animal BALB/c induciendo miocarditis con lesiones
inflamatorias ventriculares severas [119, 123]. Una de las grandes ventajas de la
induccién de la EAM por inmunizacién con miosina cardiaca o con su péptido es que
nos proporciona un modelo animal libre de virus, que estimula la segunda fase de la
enfermedad viral [94, 119].

La miosina cardiaca funciona como un autoantigeno en la patogénesis de la
EAM. La miocarditis puede ser inducida en modelos animales de ratén de las cepas
SJL/J, A/J, BALB/cy en ratas Lewis [94, 103, 125].

El curso de la enfermedad la miocarditis viral se caracteriza por tres fases.
Segun Kindermemann et al estas tres fases son: fase aguda, fase subaguda y fase
cronica [100]. La miocarditis es un continuo de los tres diferentes procesos de
enfermedad, con periodos transicionales indistintos. La inmunizacion del animal por la
entrada del virus conduce a la necrosis de los miocitos y la exposicion de antigenos
extracelulares activa al sistema inmune que se caracteriza por la infiltracidon de células
Natural killer, macréfagos y linfocitos T. La fase aguda de la miocarditis tarda sélo unos
dias. Después de la fase aguda, la segunda fase se caracteriza por reacciones
autoinmunes (Figura 8). Esta fase subaguda, tiene la duracién de unas semanas a
varios meses, y el dafio es mediado por células T autorreactivas y citoquinas de la
familia Thl. La liberacidén/activaciéon de citoquinas como factor de necrosis tumoral
alfa, IL-1 y IL-6, y activacion de anticuerpos contra proteinas cardiacas puede llevar al
dano cardiaco. El mecanismo final de dafio miocardico agudo y crénico esta dado por
espasmo coronario microvascular, lo cual produce necrosis, fibrosis y calcificaciéon del
miocito, esto es el remodelado cardiaco, y la consecuente cardiomiopatia dilatada

[100, 124, 126].
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Figura 8 — Patofisiologia de miocarditis viral. Tras la entrada del virus, la replicacion del
virus conduce a la necrosis de los miocitos y activa al sistema inmune que se caracteriza por la
infiltracién de células Natural killer, macréfagos y linfocitos T. Adaptado de Kindermemann et

al [100].

3. Hipersensibilidad alérgica

Las enfermedades alérgicas tienen su origen en una respuesta excesiva y
alterada del sistema inmune ante determinados estimulos externos, por general
inocuos, llamados alérgenos. En las Ultimas décadas, la prevalencia de las
enfermedades alérgicas ha aumentado considerablemente en los paises desarrollados.
La conjuntivitis alérgica es la enfermedad ocular mas comun [127, 128].

La alergia ocular representa una de las patologias mas comunes en la practica
clinica diaria y este término incluye un amplio grupo de patologias en las que estan

involucrados diferentes mecanismos inmunolégicos.
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3.1 Conjuntivitis alérgica

La conjuntivitis alérgica es una patologia ocular producida por la inflamacién
alérgica de la superficie ocular. Puede presentarse como una entidad aislada aunque
con frecuencia se asocia a la rinitis alérgica. Engloba a varias entidades clinicas que
tienen diferentes mecanismos patogénicos, criterios de diagndstico de

hipersensibilidad y tratamiento.

3.1.1 Diagnéstico clinico

La primera manifestacion subjetiva de conjuntivitis a tenerse en cuenta es la
ausencia de confort en los ojos, pero casi siempre aparece desde el comienzo una
sensacion de calor o de picazon que lleva al frotar de los ojos.

Los signos fundamentales de la conjuntivitis son cuatro: la hiperemia, el edema,
la hipersecrecion vy las alteraciones morfoldgicas tisulares (papilas, foliculos).

La hiperemia de los vasos conjuntivales esta presente en todas las formas de
conjuntivitis, pero con intensidad variable. Sin embargo, la presencia de hiperemia, por
si sola, no demuestra la existencia de conjuntivitis.

El edema o quemosis, se define como la tumefacciéon de la conjuntiva y se
caracteriza por hinchazén y engrosamiento de la conjuntiva. Se produce en la
conjuntiva bulbar, siendo en el tejido subconjuntivo laxo que se acumula el transudado
procedente de un aumento de la permeabilidad vascular.

La hipersecreciéon es muy caracteristica y puede ser muy variable tanto en su
aspecto (acuoso, seroso, hemorrdgico y mucoso) como en su cantidad. Es producida a
través del exudado del epitelio y del acumulo de restos y detritos epiteliales, mucus,
lagrimas, linfocitos degenerados y la secrecién de las diversas glandulas conjuntivales.

Las alteraciones morfoldgicas pueden observarse en los foliculos (hiperplasia
epitelial del tejido linfoide) y en las papilas (hiperplasia del epitelio conjuntival) [129,

130].
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3.1.2 Clasificacion

De acuerdo con la Sociedad Internacional de Inflamacién ocular (lOIS), la
clasificacion de las alergias oculares propuesta en 2006, esta basada en los
mecanismos inmunopatoldgicos de alergias mediadas por IgE y no mediadas por IgE
(Tabla 2). La conjuntivitis alérgica (CA) es un tipo de alergia ocular que a su vez puede
ser subdividida en la conjuntivitis alérgica estacional (CAES) y la conjuntivitis alérgica
perenne (CAP) [128]. Esta clasificaciéon incluye también otras condiciones como
gueratoconjuntivitis atépica (KCA), queratoconjuntivitis vernal (KCC), conjuntivitis
papilar gigante (CPG) y el contacto dermatoconjunctivitis (CDC) - con diferentes
manifestaciones, diferentes Cursos clinicos, diferentes caracteristicas
inmunopatoldgicas y respuestas variables al tratamiento [128, 131-133].

Sin embargo, en 2012 con objeto de relacionar la fisiopatologia y la evolucién
clinica se propuso una nueva clasificacion, en la que segun la duracién en el tiempo de
los sintomas las dividen en perennes o intermitentes/estacional y segun la intensidad

de los mecanismos en: leves, moderadas y graves [127].

CAES CAP KCV KCA CPG CDC
Presentacion | Intermitente Perenne Intermitente + Cronico Perenne Cronico
exacerbaciones exacerbaciones
Perenes Intermitentes
Mecanismo Mediada por Mediada Mediada por IgE | Mediada | No alérgica No mediada por
alérgico IgE por IgE y no mediada por IgE y IgE
por Ig-E no
mediada
por IgE

Tabla 2 - Caracteristicas clinicas de los principales sindromes de alergia ocular,

incluyendo presentacion oftalmoldgica y mecanismo. Adaptado de Lionardi et al [127].

Conjuntivitis alérgica estacional e perenne

La conjuntivitis alérgica es una enfermedad crénica, bilateral caracterizada por

una inflamacién de la conjuntiva tarsal (papilas) y bulbar (Figura 9), que se caracteriza

por sus recurrencias [127, 129, 130].
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Las formas CAES y CAP son las formas mds comunes. El inicio de la enfermedad
suele ser brusco, bilateral, con gran sintomatologia: picor, escozor, sensacién de
cuerpo extrano, fotofobia, lagrimeo y rinorrea [134-136]. A la exploracion se observa
edema conjuntival y palpebral, abundante secrecién de origen seroso, foliculos,
hiperemia conjuntival y dermatitis en casos de que el origen sea por contacto [129,
130, 133, 137]. En las exploraciones citolégicas aparecen numerosos eosindfilos y finos
granos eosinofilos.

La CAES se caracteriza por sus recurrencias estacionales, primavera y otofio
asociada muchas veces con rinitis alérgica. Sin embargo, la CAP se puede dar todo el
afio siempre que expuesta al alérgeno, como es el caso con la caspa animal, acaros
heces, y otros antigenos persistentes, a la que el paciente puede sufrir episodios
agudos individuales o crénicos es decir, los signos y sintomas permanecen cuando se

expone a diario embates de alérgeno [128, 129, 133-135, 137].

3.1.3 Fisiopatologia de la conjuntivitis

La conjuntivitis alérgica es un proceso inflamatorio ocular bilateral y limitante.
Como en cualquier otro tejido del organismo, el agente causal de la inflamacién va a
producir vasodilatacidn de la conjuntiva que conlleva a un dafio endotelial, originando
un aumento de su permeabilidad. Estas alteraciones permiten el paso de las células

inflamatorias y fluidos, originandose un edema que puede manifestarse clinicamente
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de diversas formas; desde una simple disminucion de la transparencia del tejido, muy
dificil de valorar, hasta la formacion de una hernia de la conjuntiva en la hendidura
palpebral [129].
La alergia ocular tiene lugar en dos fases (Figura 10):
1. Fase de sensibilizacién alérgica conjuntival y desarrollo de memoria celular
2. Fase de respuesta efectora que se divide en:
a. Fase de respuesta alérgica conjuntival inmediata o precoz

b. Fase de respuesta alérgica conjuntival tardia.

Etapa de sensibilizacidn Activacidn inmunitaria
.. S —— . »

antigeno antigenc . superficie mucosa

|

procesamiento
v presentacion

I IL-4

IL-13

- .
e [ X ] N
— ®qae® ® FASEINMEDIATA =
e * ¢ * o * Mediadores quimicos Z
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Figura 10 — Origen y formacion de la reaccion alérgica. Fase de sensibilizacion: primera
exposicion. Fase de respuesta efectora: segunda exposicion. Adaptado de Guia de Practica

Clinica: Alergia a picadura de himendpteros en pediatria 2010 [138].

En la fase de sensibilizacidn, el alérgeno entra en contacto con la superficie de
las mucosas donde es capturado y procesado por parte de las células apresentadoras
de antigeno, principalmente las células dendriticas (CDs) de la conjuntiva. Las células
dendriticas presentan los péptidos derivados del alérgeno en contexto del complejo de

histocompatibilidad clase Il a los linfocitos T helper CD4+, (Th0), que expresan los
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receptores de células T (TRC) especificos, activando y llevando a la diferenciacion de
los linfocitos efectores. Dependiendo de la capacidad de las citoquinas presentes en el
micro-entorno, las células ThO se pueden diferenciar en Thl, Th2 y Th17. En el caso de
las reacciones alérgicas estan implicados los linfocitos Th2. La poblacién de linfocitos
Th2 se expande y segregan factores como la IL-4, que favorecen la produccién por
parte de células B de inmunoglobulinas IgE especificas.

La fase efectora induce a una respuesta inmediata de la conjuntivitis alérgica
(20-30 minutos de la entrada del alérgeno). Tiene lugar una vez que el individuo,
previamente sensibilizado, contacta de nuevo con el alérgeno, el cual se une a los
complejos IgE-FceRl presentes en la superficie de las células efectoras (mastocitos y
basdfilos). Esto da lugar a la degranulacién de las células y a la liberacion de
mediadores bioldgicamente activos como la histamina, leucotrienos y citoquinas, entre
otros, que favorecen la vasodilatacion, la permeabilidad microvascular, la quimiotaxis y
la activacion de neutrofilos, eosindfilos y otras células inflamatorias que seran las
responsables de la respuesta alérgica tardia.

La fase efectora de respuesta tardia (4-10 horas del primer contacto con el
alérgeno), se caracteriza por la infiltracion de células inflamatorias como mastocitos,
basofilos, eosindfilos y células Th2 especificas en la conjuntiva, dando lugar a una
inflamacion local. Este reclutamiento a los sitios de entrada del alérgeno, se debe a la
liberaciéon de quimiocinas durante la fase precoz. Ademas, las células Th2 activadas
liberan mediadores que producen un aumento tisular de eosindfilos. Los eosinéfilos
liberan un gran numero de mediadores pro-inflamatorios, incluyendo proteinas basicas
(proteina catidnica, peroxidasa eosindfila, proteina bdsica mayor y neurotoxina
derivada del eosindfilos), citoquinas (IL-3, IL-5, IL-13), mediadores lipidicos

(prostaglandinas, leucotrienos) y éxido nitrico.

3.1.4 Tratamiento
El manejo de la alergia ocular incluye evitar los alérgenos, el tratamiento

farmacolégico, la inmunoterapia y la educacion del paciente.
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El tratamiento farmacoldgico basase en la evitacidén del antigeno ofensor y el
uso de solucion salina o lagrimas artificiales para diluir y eliminar los alérgenos
fisicamente. Los medicamentos disponibles pertenecen a diferentes familias
farmacolégicas: los vasoconstrictores tdpicos; los antihistaminicos; los estabilizadores
de los mastocitos con accién antihistaminica, llamados agentes con acciéon dual
(dualacting); los anti-inflamatorios no esteroideos y los corticosteroides [128, 133].

Los vasoconstrictores topicos son agonistas alfa-adrenérgicos aprobados para
uso tépico en el alivio del enrojecimiento conjuntival, pero tienen poca eficacia en
otros sintomas [127]. La administraciéon prolongada de estos farmacos puede causar
hiperemia de rebote, conjuntivitis folicular, blefaroconjuntivis eczematosa vy
conjuntivitis inducida por farmacos [128].

Los antihistaminicos bloquean los sintomas producidos por la liberacién de
histamina, como resultado de la interaccidon con los receptores H1 presentes en las
terminaciones nerviosas (reduciendo sensacién de picor) y situados en los vasos
sanguineos (reduccion de edema y vasodilatacidn), aunque algunas de estas sustancias
también tienen propiedades anti-inflamatorias, con la inhibicién de la expresion de
ICAM-1, o efectos sobre el PAF, entre otras acciones. Los antihistaminicos mas usados
son el antazolina y el feniramina [128, 133, 137]. Su tratamiento a largo plazo no es
adecuado pues presentan efectos adversos como la hiperemia de rebote [128].

Lo estabilizadores de los mastocitos inhiben la degranulacion mediante la
interrupcion de la cadena normal de sefiales intracelulares que resulta de la activacidn
del receptor de IgE, lo que conlleva a la inhibicién de mediadores inflamatorios [127,
133]. Los estabilizadores de los mastocitos son: cromoglicato de sodio (SCG),
lodoxamida y NAAGA (Acido glutdmico N-acetil-aspartil) [128, 137].

Como estabilizadores de los mastocitos con accidn antihistaminica (dualacting);
estdn: azelastina, epinastina, ketotifeno y olopatadina [127, 128, 137]. Tienen la
ventaja de proporcionar un alivio rapido de los sintomas (por su efecto
antihistaminico), junto con el beneficio a largo plazo de la estabilizaciéon de los
mastocitos [127, 128].

El ketorolac, utilizado como farmaco anti-inflamatorio no esteroide bloquea la
via de la ciclooxigenasa; reduciendo la sintesis de prostaglandinas y tromboxano. Han

sido reportadas crisis asmaticas en el tratamiento con este farmaco [133, 137].
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Los corticosteroides son utilizados en el tratamiento mds severo de la
conjuntivitis alérgica. Pueden modular la respuesta de los mastocitos mediante la
inhibicidon de la produccidon de citoquinas y el reclutamiento y activacidon de células
inflamatorias [127, 128, 133, 137]. La fluorometolona tdpica, medrisona, loteprednol,
rimexolona y gotas para los ojos, son la primera opcidn en la inflamacién moderada.
Para la inflamacidon alérgica grave: prednisolona, dexametasona, betametasona,
optando por la dosis mas baja y durante el menor tiempo [127, 128]. Los esteroides
tépicos estdn asociados a la formacidn de cataratas y pueden causar un aumento en la

presion ocular conduciendo al glaucoma [133].

3.1.5 Modelo animal

Igual que en la conjuntivitis alérgica, el modelo animal representa un complejo
trastorno del sistema inmune que implica la activacion de macréfagos y la
presentaciéon del alérgeno, activacion de células Ty produccion de IgE por las células B.

Ratner (citado por Duke-Elder en 1965) en 1927, demostrd por primera vez que
cobayas, previamente sensibilizados con ciertos componentes de polvo tras una
segunda exposicion a ese antigeno desarrollaron conjuntivitis aguda [136]. El modelo
murino nunca se utilizd hasta 1996. Los ratones ofrecen la ventaja de tener un sistema
inmune similar a la de los seres humanos e haber una amplia gama de reactivos
inmunolégicos disponibles comercialmente para su sistema inmunolégico [136, 139].

En general, estos modelos consisten en una primera sensibilizacién con el
antigeno (inmunizaciéon o "preparacion"), seguida de una segunda dosis del mismo
antigeno (dosis "desafiante") algunos dias mds tarde (por lo general 7-15), iniciando
una respuesta inflamatoria. Esta respuesta inflamatoria es rapida y presenta los signos
clinicos caracteristicos de la alergia ocular en humanos: edema e hiperemia de ambos
parpados y conjuntiva [136].

En 1998, Teresa Magote desarrolld un nuevo modelo experimental animal con
signos clinicos, celulares y humorales de la conjuntivitis alérgica, inducidos por una
Unica inmunizacidn y una Unica exposicion al antigeno en el ojo. Este modelo se

caracteriza por la presencia de quemosis, hiperemia, edema palpebral, y continuando
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picor de los pdarpados, que comienza inmediatamente después de la exposicion al
alérgeno tépico. Histoldgicamente, esta reaccién es acompainada de una infiltracién
celular: neutrdfilos, macréfagos y eosinéfilos. La infiltracidon eosindfila se alcanza su
punto maximo a las 48 horas después de la exposicidn tépica al polen. Se observa
también degranulacién de mastocitos regulada por la expresion de ICAM-1 y VCAM-1

[140].

4. Triterpenos

Los terpenos constituyen el grupo mas simple de lipidos insaponificables,
formados por dos, cuatro, seis 0 mas unidades de isopreno, formando cadenas lineales
o ciclicas y algunos de ellos contienen estructuras de ambos tipos. Debido a su
naturaleza hidrocarbonada son sustancias hidrofdbicas y por lo tanto insolubles en
agua. Segun el numero de isoprenos se clasifican en:

e Monoterpenos que contienen 2 moléculas de isopreno,
e Diterpenos con 4 moléculas de isopreno,

e Triterpenos con 6 moléculas de isopreno,

e Tetraterpenos que contienen 8 moléculas de isopreno

e Politerpernos con muchas moléculas de isoprenos.

Los triterpenos son compuestos naturales que se encuentran ampliamente
distribuidos en todo el reino vegetal. Su estructura consta de 30 atomos de carbono
provenientes de la condensacién “cabeza-cola” de seis unidades de isopreno. Se
distinguen cuatro clases de triterpenos: de cadena abierta, triciclicos, tetraciclicos y
pentaciclicos. Basandose en sus esqueletos de carbono, ademas pueden clasificarse
en:

-Tetraciclicos: Lanostanos, dammaranos, cicloartanos o eufanos, entre otros.
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-Pentaciclicos: Ursanos (acido ursdlico, uvaol), Oleananos (acido oleandlico,
acido maslinico, eritrodiol) o Lupanos (lupeol, betulin, acido betulinico), entre otros

[141, 142].

4.1 El acido oleandlico

El acido oleandlico (acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-oico) es un compuesto
biolégicamente activo aislado en mas de 1620 especies de plantas incluyendo plantas
de uso alimenticio y hierbas medicinales. Este compuesto es prevalente en plantas de
la familia Oleaceae, como el olivo (Olea europea) [143, 144].

El acido oleandlico (AO) es un componente minotario, pentaciclico cuya
estructura consta de 30 atomos de carbono provenientes de la condensacién “cabeza-

cola” de seis unidades de isopreno (Figura 11).

Figura 11 — Estructura molecular del Acido Oleanélico.

El AO puede obtenerse en grandes concentraciones del subproducto del aceite
virgen. Se sabe que en el aceite virgen la concentracién de AO es aproximadamente
56mg/kg mientras que en el aceite de orujo podemos encontrar hasta 416mg/kg de
AO [143, 145].

En los Ultimos afios se han realizado numerosos estudios sobre las propiedades
y actividades de aceite de oliva y sus triterpenos. Se ha demostrado que el acido

oleandlico presenta varias propiedades como por ejemplo:
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Cardiovasculares — Es anti-hiperlipidémico, anti-aterogénico, anti-hipertensor y
vasodilatador ofreciendo proteccién miocdardica, disminuyendo asi los riesgos de
enfermedades cardiovasculares [145-147].

Anti-cancerigenas — Posee una gran variedad de actividades anti-carcinogénicas
descritas en numerosas lineas celulares tumorales “in vitro”: de leucemia humana
[148], o de adenocarcinoma de colon humano [149-151]. Inhibe el desarrollo del
tumor en distintas etapas incluyendo la tumorogénesis, el progreso tumoral, la
angiogénesis y la metastasis [152]. Sus efectos se han observado en el cdncer
pancredtico, hepatico, pulmonar, colén [146, 149, 151, 153], pecho, piel [146] y en
astrocitomas [154].

Anti-inflamatorias —Se ha demostrado en estudios “in vivo” e “in vitro”. La
inhibicion de los procesos inflamatorios, en células endoteliales umbilicales humanas,
se lleva a cabo por la inhibicidn de la expresion del factor nuclear NF-kB (NF-kB) y de la
expresion del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) [146]. Es un potente inhibidor de
los procesos inflamatorios, actuando en la inhibicidn de la cicloxigenasa-2 (Cox-2), asi
como de citoquinas pro-inflamatorias como la IL-6 y IL-1B8 [146, 147, 155], de la
actividad de la fosfolipasa A2 secretada (sPLA2-lla) [155, 156], inhibicion de la
liberacidon de histamina por los mastocitos [157] y de generacién del anidén superdxido
en neutrofilos [158].

Anti-oxidantes — Estd relacionado con el aumento de los niveles de la glutation
peroxidasa y de la superdxido dismutasa (SOD) [144, 147, 159, 160].

Hepatoprotectoras — Protege al higado de los dafios quimicos, asi como de la
fibrosis y de la cirrosis resultado del dafio causado por las enfermedades hepdaticas
[144, 161, 162]. El AO lleva al aumento nuclear de Nrf2, que es la llave transcripcional
para la proteccién del higado [144]. Hay una disminucion de la expresion de los niveles
de enzimas lipogénicas como la acetil-CoA carboxilasa y la acetiltransferrasa glicerol-3-
fosfatasa. La administracion del AO aumenta también la expresién de genes
relacionados en la proliferacién celular y suprime el aumento de la expresion del
citocromo P450-hepatico [147, 160, 163].

Otros efectos - Se han descrito ademas efectos antiulcerosos en ratas [164,
165]; antimicrobianos e insecticidas [166-168]; en la prevencidn y tratamiento de la

diabetes mellitus tipo 2 por la inhibicidn de la actividad de la enzima que hidroliza los
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carbohidratos de la dieta (a-glucosidasa) [169-171]; o actividad moduladora del
transito intestinal [172].

En algunos paises asiaticos como China, Japdn y Corea el acido oleandlico es
comercializado como un droga oral para el tratamiento y prevencion de algunas
enfermedades como hepatitis crénica, desordenes hepaticos, etc [143, 144, 163, 173,
174]. Ademds, se emplea en el campo de la cosmética e incluso en preparaciones

tdépicas para prevenir el cancer de piel [175].

4.1.1 Analogos sintéticos del acido oleanélico

El acido oleandlico presenta numerosas actividades farmacoldgicas
beneficiosas, para la salud, sin embargo, es relativamente débil, por consecuente, la
modificacién quimica es necesaria para incrementar su actividad bioldgica sin afectar a
su toxicidad.

En los ultimos afos se han obtenido diversos analogos sintéticos como: el
CDDO  (acido  2-ciano-3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oico), el CDDO-Me
(bardoxolone metil), el CDDO-Im (imidazole), el di-CDDO (nitrilo) el CDDO-MA (metil
amida), el CDDO-EA (etil amida) y el CDDO-TFEA (trifluoroetil amida) [143, 176-180].
Estos compuestos sintéticos presentan iguales/semejantes propiedades al compuesto
natural, propiedades estas con actividad anti-inflamatoria [176, 177, 181-183], anti-

cancerigena [143, 181, 182] y son capaces de inducir a la apoptosis [143, 181-183].
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Objetivos

Objetivo General

Teniendo en cuenta que el acido oleandlico es un compuesto natural con
caracteristicas anti-inflamatorias prometedoras, el objetivo general de esta tesis ha
sido estudiar el efecto del acido oleandlico en diferentes modelos animales de
enfermedades inflamatorias como: la esclerosis multiple, la miocarditis y Ia

conjuntivitis alérgica.

Objetivos especificos:

1. Caracterizar las propiedades neuroprotectoras y anti-oxidantes del acido
oleandlico en un modelo experimental de esclerosis multiple: la
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE).

a. Evaluacion de los sintomas motores y peso corporal.

b. Andlisis de pardmetros microscépicos de inflamacion, desmielinizacion,
muerte celular y degeneracion neuronal.

c. Analisis de la respuesta inflamatoria e inmune.

d. Analisis de parametros de estrés oxidativo.

e. Analisis de neurotransmisores.

2. Caracterizar las propiedades inmunomoduladoras y cardioprotectoras del acido
oleandlico en un modelo experimental de miocarditis: la miocarditis
autoinmune experimental (MAE).

a. Evaluacién de parametros funcionales.
b. Evaluacién de parametros macroscopicos y microscopicos de
inflamacidn y fibrosis.

c. Analisis de la respuesta inflamatoria e inmune.
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Objetivos

Caracterizar las propiedades anti-alérgicas e inmunomoduladoras del acido
oleandlico en un modelo experimental de conjuntivitis alérgica: la conjuntivitis
alérgica experimental (CAE).

a. Evaluacion de parametros microscépicos de infiltracion celular.

b. Andlisis de la respuesta inflamatoria e inmune.

Caracterizar las acciones directas del acido oleandlico sobre células relevantes

en las distintas patologias.
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Materiales y Métodos

1. Materiales y reactivos

Al final de cada material y reactivo se detalla entre paréntesis un nimero que
permite identificar la casa comercial de cada uno en un apéndice que aparece al final

de este apartado.

1.1 Materiales

Agujas estériles-c/luer 0,5X16mm micrilance3 (25G x %”’) (6)
Agujas estériles-c/luer 1,2X40mm micrilance3 (18GA1%) (6)
Cubreobjetos de 12 mm @ (18)

Filtros estériles de 0,8 um (5)

Filtro de 70um (5)

Filtros estériles de 0,2 um (27)

Frascos para cultivo de células adherentes y no adherentes (22) (32)
Hojas de bisturi estériles (6)

Imject Alum (35)

Insertos transwell ® permeables, 8 um de poro con membrana de policarbonato (10)
Jeringas de vidrio 5 ml (30)

Jeringas estériles-c/luer 1 ml (tuberculina) (5)

Llaves de 3 vias estériles (6)

Pinzas de diseccion (33)

Pipetas de Pasteur (12)

Pipetas estériles de 5, 10 y 25 ml (32)

Placas de cultivo de 12 pocillos @ (20)

Placas de cultivo de 96 pocillos @ (20)

Placas p60 (5)

Poli-L-lisina (35)

Portaobjetos con Polilisina (35)

Portaobjetos sin Polilisina (21)
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Puntas de pipeta (23)

Tissue Tek (OCT) (31)

Tubos de citdmetro (32)

Tubos de criocongelacién (10)

Tubos de polipropileno de 15 ml (35)
Tubos Falcon de 50 ml (6)

Tubos tipo eppendorf (34)

1.2 Reactivos generales

2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazine (34)

2’,7’-dichlorodihydrofluoresceina diacetato (DCFH2-DA) (20)

4’ 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (34)

Materiales y Métodos

Acido [N-(2-hidroxietil) piperacina-N’-(2-etanosulfénico)] (HEPES) (34)

Acido acético glacilal (33)

Acido clorhidrico (HCI) (23)

Acido etilen-diamino-tetra-acético (EDTA) (34)
Acido fosfomolibdico (34)

Acido Oleandlico (OA) (16)

Acido tiobarbiturico (TBA) (34)

Adjuvante completo de Freund (CFA) (34)
Albumina de suero bovino deslipidada (BSA) (34)
Anestésico IMALGENE 1000 (24)

Anestésico ROMPUN 2% (4)

Anexina-V conjugada con PE (6)

Angiotensina Il (34)

Bovine Serum Albumin (BSA) (34)

Carbonato de litio (23)

Cloramina T (34)

Cloruro de Potasio (KCL) (23)

Cloruro sadico (NacCl) (34)

Colagenasa IA (34)
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Dexametasona (34)

Dihidroetidio (DHE) (20)

Dimetilsulféxido (DMSO) (34)

Eotaxina-1 (11)

Etanol (32)

FACSTM Lysing Solutions (5)

Factor de necrosis tumoral recombinante humano (TNFa) (28)
Galectina-3 (27)

Glicina (34)

HEPES (18)

Hidroxido de sodio (NaOH) (17)

Hidroxitolueno butilado (BHT) (34)

L-glutamina (34)

L-Glutamina (8)

L-Piruvato (18)

Medio Claycomb (34)

Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (8)
Medio de cultivo minimo esencial de Eagle (EMEM) (8)
Medio de cultivo RPMI 1640 (8)

Medio de montaje para fluorescencia EUKITT (34)
Mycobacterium Tuberculosis H37 Ra (13)
Parafina (34)

Paraformaldehido (PFA) (34)
Penicilina-Estreptomicina (8)

Permanganato de potasio (34)

Piruvato (20)

Sodium dodecyl sulfate (SDS) (17)

Solucién de permeabilizacién y fijacién (15)
Suero de ternera fetal (STF) (9)

Tampon de unién a anexina-V (9)

Toxina pertusica de Bordetella pertussis (34)

Tripsina sin EDTA (18)

Materiales y Métodos
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Tripsina-EDTA (8)
Tritén X-100 (9)
Vitamina D3 (34)
Xilol (23)
B-glicerofosfato (34)

1.3 Colorantes

Acido Peryddico (34)

Schiff (PAS) (34)

Azul de Toluidina (34)
Eosina (34)

Hematoxilina de Harris (34)
Luxol fast blue (34)

Rojo de alizarina S (26)
Rojo picrosirio (34)

Violeta de cristal (34)

1.4 Anticuerpos

Anti-mouse CD14-APCCy7 (7)

Anti-mouse CD19-PE (7)

Anti-mouse CD3 marcado con PECyS5 (7)
Anti-mouse CD3-PECy5 (7)

Anti-mouse CD4 marcado con Pacific Blue (7)
Anti-mouse CD8 marcado con PE (7)
Anti-mouse Foxp3 (15)

Anti-mouse 1gG con FITC (34)

Anti-rabbit IgG con FITC (34)

Blogueante FcyRII/Ill con anti-CD16/32 Fc (15)
Gap-43 policlonal anti-rabbit (1)

NG2 policlonal anti-rabbit (23)

Materiales y Métodos
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1.5 Kits comerciales

Catalasa (3)

ELISA para BNP (15)

ELISA para Eotaxina-1 (15)
ELISA para fosfolipasa secretada A2-Il s (PLA2-1IA) (36)
ELISA para Galectina-3 (15)
ELISA para IL-10 (15)

ELISA para IL-13 (15)

ELISA para IL-17 (15)

ELISA para IL-33 (15)

ELISA para IL-35 (15)

ELISA para IL-4 (15)

ELISA para IL-6 (15)

ELISA para MCP-1 (15)
Fluoro Jade C (1)
Glutamato (1)

Peroxido de hidrogeno (3)
Superoxido dismutasa (3)

TUNEL (29)

Materiales y Métodos
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Apéndice de las casas comerciales

W 0 N o U B~ wWw N

e e e = N
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AAT Bioquest

Abcam

Arbor Assay

Bayer HealthCare

BD Biosciences Pharmingen
Beckton Dikinson
Biolegend

BioWhittaker

Calbiochem

. Corning incorporated costar
. Data shet

. Deltalab

. Difco

. Duerolab

. eBiosciences

. Extrasintesis

. Fluka BioChemika

. Gibco

. IBL

20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

Materiales y Métodos

Invitrogen

Kindler Gmbh
Labclinics

Merck

Merial Laboratorios
Millipore Corporation
Nunc

Pall Corporation
Peprotech

Promega

Ruthe

Sakura

Sarstedt Internacional
Scharlab
Sigma-Aldrich
Thermo Scientific

USCNK life science
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2. Métodos

2.1 Modelos animales experimentales: Estudios in vivo

Los animales
Los ratones utilizados en los distintos modelos de enfermedades provinieron de

los laboratorios del Dr. Charles River (Barcelona). Los ratones se mantuvieron en el
animalario de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid, en jaulas con
lecho de viruta, fueron alimentados con una dieta de piensos especial para animales
de laboratorio, con un consumo variable en funcién al peso y a la edad del animal,
agua ad libitum, temperatura constante de 20-24° C y expuestos a un ciclo de luz de
12h/dia (8.00 a.m.-8.00 p.m.) (Consejo de Comunidades Europeas, 1986). Los
protocolos del estudio fueron aprobados por el comité de Etica de investigacién animal
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Valladolid, cumpliendo la normativa
86/609/ECC de la comunidad Europea y la legislacion que regula la investigacidon

animal (BOE252/34367-91, 2005).

El dcido oleandlico
El acido oleandlico administrado (AO) como tratamiento en los diferentes

modelos experimentales ha sido sintetizado en los laboratorios de Extrasynthese,
Genay Cadex en Francia. EI AO se disolvi6 a una concentracién de 25mM en
Dimetilsulféxido (DMSOQ). Para su administracion a los ratones, esta solucién se diluyé
hasta 10mM en PBS, de manera que la concentracion final de DMSO en cada inyeccién
no excediera el 0,2 % w/v. Los ratones se trataron diariamente con una inyeccidn

intraperitoneal (i.p). de 0,2 % w/v de DMSO o con 50 mg/kg/dia de AO.

67



Materiales y Métodos

2.1.1 Modelo de encefalitis autoinmune experimental (EAE)

El modelo de encefalitis autoinmune experimental (EAE) se indujo en ratones
hembra del linaje C57BI/6J de 6-8 semanas siguiendo el protocolo descrito por Slavin
et al [67-69] que se caracteriza por una pardlisis ascendente progresiva croénica. La
enfermedad se indujo mediante una inyeccidn bilateral en la base de la cola con un
péptido de la mielina de oligodendrocitos de rata (MOG3ss.55) - una mezcla de 200 ul de
MOGs3s 55 (100ug) emulsionado en adyuvante completo de Freund (CFA) y conteniendo
4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis. El péptido MOGss ss
(MEVGWYRSPFSRVVHLYRNGK), fue sintetizado por el laboratorio del Dr. F. Barahona
(CBM, Madrid).

Los animales recibieron ademas dos inyecciones intraperitoneales (i.p.) de
300ng de toxina pertussis, una administrada en el dia de la inmunizacién y otra a las 48
horas post-induccién (Figura 12). Los animales se examinaron diariamente, para

monitorizar la pérdida de peso y la aparicién de los sintomas neurolégicos.

Tratamiento

con AO ‘ AOQ
| | N
, | | 7
Dias 0 2 \Sacriﬁcio
\L \L . Paralisis de las
CFAM37RA/ _Toxina patas traseras
T. Pertussis/  Pertussis
MOG35-65

Figura 12 — Representacion esquematica del tipo del tratamiento en el modelo in

vivo de EAE y su dia de sacrificio.

Tratamiento con AO
Los ratones se trataron diariamente con una inyeccion i.p. desde el primer dia

de la induccidn hasta el dia de sacrificio de los animales (50mg/kg/dia).
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Analisis diario de los sintomas

Se realiz6 diariamente el examen del peso y aparicion de los sintomas motores
clasificandolos:

0 Sin sintomas.

0,5 Debilidad o flaqueza de la cola (cola 50% o 2/3).

1,0 Paralisis total de la cola (cola 100%).

1,5 Paresia (que significa debilidad o flagueza motora) de patas traseras.

2,0 Pardlisis moderada parcial 1 o 2 pata(s) traseras (arrastra pata(s)

trasera(s)).

2,5 Pardlisis severa parcial 1 o 2 pata(s) traseras.

3,0 Pardlisis total de patas traseras.

3,5 Pardlisis moderada de patas delanteras.

4 Paralisis total de patas delanteras.

Extraccion de la sangre, suero y tejido

Los animales se anestesiaron con Ketamina (100 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), y
se les abrid la cavidad toracica hasta acceder al corazén. Tras retirar el corazén, con
una jeringa se les extrajo la sangre que se encontraba en la cavidad toracica. Se
centrifugd la sangre a 3000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C y se guardd el suero
obtenido a —80°C, hasta el momento de su utilizacion.

Tejidos: se extrajeron cerebelo, médula espinal y nervio éptico. Los tejidos o
bien se congelaron a -80°C para su posterior uso en los estudios de citoquinas o bien se

fijaron para histologia. Se extrajo también el bazo para los estudios de células linfoides.

2.1.2 Modelo de miocarditis autoinmune experimental (MAE)

La induccidn de miocarditis autoinmune experimental (MAE) se realizd
mediante un péptido especifico acetilado de la cadena pesada a-miosina (MyHC-a614-
629) del musculo cardiaco de ratén (Ac-SLKLMATLFSTYASAD-OH) (sintetizado por los

laboratorios de Immunostep en Salamanca) segun Pummerer et al [119, 124].
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El modelo EAM se indujo en ratones BALB/c de 6-8 semanas de edad. Los
animales recibieron una dosis subcutdnea de 200ul por ratéon del péptido MyHC-o0g14-
629 (100pg) emulsionado en una mezcla de CFA y conteniendo 5mg/ml de
Mycobacterium tuberculosis (1:1). Ademas, en el dia 0 se administré una dosis, i.p., de
500ng/ml de toxina pertussis (Figura 13). Los animales fueron pesados en el momento

de la induccién y en el dia de sacrificio.

AO21
Tratamiento |
con AO AGo !
AOq —

I | |

[ I I >

Dias 0 21 65
\l, Sacrificio Sacrificio
CFA/H37RA/

T. Pertussis/
MyHCa614-629

Figura 13 — Representacion esquematica del tipo del tratamiento en el modelo in

vivo de MAE vy su dia de sacrificio.

Tratamiento con AO
La dosis de AO 50mg/kg/dia fue administrada mediante inyeccion diaria i.p.. El
disefo experimental se representa en la figura 11.
Se ha disefado el estudio dividiendo los animales en tres grupos:
1) Los ratones se trataron con AO desde la induccion de la MAE, hasta el
dia 21 post-induccién (fase aguda de la enfermedad).
2) Los ratones se trataron con AO desde el dia de la induccién hasta el
dia 65 (fase crdénica de la enfermedad).
3) Los ratones se trataron con AO desde el dia 21 post-inducciéon (fase

aguda) hasta el dia 65 (fase croénica).
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Extraccion de la sangre, suero y tejido cardiaco

Los animales se anestesiaron con Ketamina (100 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), y
se les abrid la cavidad toracica hasta acceder al corazén. Con una inyeccién de KCI 1M
se indujo la parada cardiaca. Se extrajo la sangre y se centrifugd a 3000 r.p.m. durante
10 minutos a 4°C, obteniendo el suero que se guardd a -80°C, hasta el momento de su
procesamiento.

Los corazones se lavaron con PBS 1x y se pesaron. El corazén se cortd en 3
partes, desechandose la parte superior con las auriculas, mientras que la intermedia
con los ventriculos se fijo para su procesamiento histolégico y por ultimo la parte
inferior (el 4pex) se congeld a -80°C para su posterior homogeneizacién y obtencion de
las proteinas para los ensayos de citoquinas. Se extrajo también el bazo para el estudio

de células linfoides.

2.1.3 Modelo de conjuntivitis alérgica experimental (CAE)

El modelo de conjuntivitis alérgica experimental (CAE) se indujo en ratones de
6-8 semanas de edad del linaje BALB/c, de acuerdo con el modelo descrito por Teresa
Magote en 1998 [140]. Su sensibilizacién se realizd mediante una inyeccién
intraperitoneal (i.p.) de 200 pl de la mezcla del polen Ragweed (50 ul) en 0,25 ml de
Imject Alum. El polen Ragweed (RWP) utilizado en la induccion de la CAE fue
sintetizado en los laboratorios Polyscience en Warrington PA. En el dia 10 post-
sensibilizacion, se administré tdépicamente, en el ojo del ratén, 1,25mg de polen

Ragweed en forma de polvo. Los animales se sacrificaron a las 24h (Figura 14).
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Tratamiento AOS
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Figura 14 — Representacion esquematica del tipo del tratamiento con AO en el

modelo in vivo de CAE y su dia de sacrificio.

Tratamiento con AO
El tratamiento con AO se realizd diariamente (Figura 12): con una inyeccion i.p.
(50mg/kg/dia). El tratamiento dividié en dos grupos:
1- desde el primer dia de la sensibilizacion (AO 10) hasta el sacrificio;

2- eneldia5 post-sensibilizacion (AO s) hasta el sacrificio.

Extraccion de la sangre, suero y tejido oftalmoldgico

Los animales se anestesiaron con Ketamina (100 mg/kg) y Xilacina (10 mg/kg), y
se les abrid la cavidad toracica hasta acceder al corazén. Con la ayuda de una jeringa se
extrajo la sangre que se encontraba en la cavidad toracica. Se centrifugd la sangre a
3000 r.p.m. durante 10 minutos a 4°C y el suero obtenido se guardé a -80°C, hasta el
momento de su procesamiento.

Tejido: se extrajo los ojos incluyendo parpados y conjuntiva para posterior
analisis histoldgico. Se les ha extraido también el bazo para el estudio de células

linfoides.
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2.2 Analisis histopatologico

El andlisis histopatoldgico se realizd mediante la utilizacién de varias tinciones.
Los diferentes tejidos estudiados se fijaron en paraformaldeido (PFA) al 4%, a
continuacion se incluyeron en parafina o en Tissue Tek (OCT) y se congelaron a -80°C.

Antes de la incluir las muestras de tejido en parafina, se procedié a la
deshidratacion de las mismas, en una serie gradual de alcoholes, eliminando toda el
agua y se reemplazd con parafina para de esta manera facilitar el corte de dichos
tejidos.

Dependiendo del tipo de inclusion, los cortes se realizaron en el micrétomo de

rotacion con un espesor de 3 um o en el criostato con un espesor de 16 pum.

Tras las tinciones, los cortes se visualizaron en un microscopio Nikon Eclipse 90i
(Nikon Instruments, Inc., Amstelveen, the Netherlands) o en un Olympus B-H (Olympus
optical Co. LTD, Tokio, Japan), donde se tomaron fotos con la camara incorporada

(Nikon Instruments Inc).

2.2.1 Histologia

Las tinciones histoldgicas realizadas en este trabajo fueron: Hematoxilina &
Eosina, Luxol Fast Blue- Acido Peryddico de Schiff, Rojo Picrosirios, Alizarin Red S y Azul
de Toluidina.

Antes de realizar la tincién, las muestras se desparafinaron mediante xilol y se
rehidraté progresivamente el tejido con concentraciones alcohdlicas decrecientes. Tras
finalizar la tincion, se agregd un liquido de montaje no acuoso (EUKITT ©) y se cubrié

con un cubre-objetos para lograr una preparacion permanente.

2.2.1.1 Hematoxilina & Eosina

La tincion de Hematoxilina & Eosina (H&E) es una tincidn dicrémica utilizada

con mas frecuencia en el diagndstico histopatoldgico. El método supone la aplicacién
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de la tinciéon de hematoxilina, que por ser catiénica o bdasica, tifie estructuras acidas
(basdfilas) en tonos Azul y Purpura, como por ejemplo los nucleos celulares; mientras
gue la eosina que tifie los componentes basicos (aciddfilos) en tonos de color rosa,
gracias a su naturaleza anidénica o acida, como el citoplasma. Las muestras
previamente desparafinadas e hidratadas se lavaron en agua destilada y se incubaron
durante 6 minutos en Hematoxilina de Harris a temperatura ambiente. A continuacién,
se lavaron en agua (+/- 5 minutos) y se incubaron en eosina durante 45 segundos.
Después de lavar con agua (+/- 7 minutos), se deshidrataron por pasos sucesivos en
alcohol en concentraciones crecientes, terminado la tincidn con la sumersion de los

portas en el xilol durante 10 minutos.

2.2.1.2 Luxol Fast Blue - Acido Peryédico de Schiff (LFB-PAS)

La tincion de Luxol Fast Blue de Kliiver Barrer presenta gran afinidad por los
fosfolipidos de la vaina de mielina del SNC.

La tincidon de PAS evidencia la presencia de grupos aldehido formados por
oxidacién previa de los hidratos de carbono. El acido periddico rompe la unién entre
carbonos con hidroxilos (-OH) adyacentes, y forma grupo aldehidos (-CHO) para dar un
color rojo purpura intenso y poniendo en evidencia las células nerviosas, células gliales
y detalles citoplasmaticos.

Para la realizacién de la técnica histolégica Luxol Fast Blue — Acido Peryddico de
Schiff (LFB-PAS) [184], las muestras previamente desparafinadas e hidratadas se
incubaron en solucién de azul de luxol durante toda la noche a temperatura ambiente.
Tras un lavado rapido en alcohol a 95%, seguido de un lavado en agua destilada, las
muestras, se incubaron con soluciéon de carbonato de litio 0,05%, durante 30
segundos. Se termind la diferenciacion en alcohol a 70% y se lavaron las muestras en
agua destilada. A continuacién las muestras se incubaron en el reactivo de Schiff’s
durante 15 minutos a 37°C y tras un lavado en agua durante 10 minutos se incubaron
en Hematoxilina de Harris durante 20 segundos. Por ultimo, se procedié a la
deshidratacién mediante concentraciones crecientes de alcoholes terminado la tincién

con la sumersidn de los portas en el xilol durante 10 minutos.

74



Materiales y Métodos

2.2.1.3 Rojo Picrosirios (pSR)

La tincidn Rojo Picrosirios, una modificacion del método de Sweat’s que nos
permite identificar selectivamente a diferentes los tipos de colageno. La tincidn no es
selectiva, pero ofrece una oportunidad de identificar especialmente las fibras de
colageno neo formadas: las fibras de coldgeno tipo | amarillo brillante, naranja o rojo,
las Il (de acuerdo a orientacidn) azules o amarillas claras y las de tipo Il verde.

Las muestras previamente desparafinadas e hidratadas e se incubaron en acido
fosfomolibdico 0,2% durante 2 minutos y se lavaron en agua destilada. A continuacién
se incubaron en una solucién 0,1% de Rojo Picrosirios durante 110 minutos a
temperatura ambiente seguido de HCL 0,01N durante 2 minutos. Las muestras se
deshidrataron progresivamente concentraciones de alcohol crecientes (70%, 100%,

100% y 100%), terminado la tincidn con un aclarado en xilol durante 45 segundos

2.2.1.4 Rojo de Alizarin S (ARS)

Las deposiciones anormales del mineral calcio pueden ser detectadas mediante
la tincion histoldgica Rojo de Alizarin S. La tincidn histolégica Rojo de Alizarin S forma
un complejo de quelato con el calcio poniendo en evidencia los depdsitos de calcio.

Para su realizacion se desparafinaron los cortes de parafina en xilol durante 10
minutos. Se inmergieron los portas en etanol a 95% y se dejaron secar al aire. Las
muestras se incubaron en una soluciéon rojo de Alizarin S durante 2 minutos,
controlando el marcaje al microscopio. A continuacion se lavaron los portas en agua
destilada para retirar el exceso de colorante, se enjuagaron en acetona durante 30
segundos, se sumergieron en acetona-xileno (1:1) durante 15 segundos y se aclararon

en xileno durante 10 minutos.

2.2.1.5 Azul de Toluidina

El Azul de toluidina es un colorante sintético que tife estructuras basdfilas con
particularidad afinidad de las estructuras nucleares. Se puede comportar como
colorante ortocromatico (tifie de color azul) o metacromatico (tifie de color violeta-
rojo), dependiendo del pH y de la naturaleza quimica de la sustancia tefida. Se usa

frecuentemente como colorante ortocromatico para teiir el tejido nervioso.
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La tincion de Azul de toluidina se realizd para contabilizar el nimero de
eosindfilos y mastocitos infiltrados (debido a la presencia de mucopolisacaridos). Las
muestras previamente desparafinadas e hidratadas se sumergieron durante 4 minutos
en Azul de Toluidina al 1%. Tras la coloracion, se lavaron con agua, se deshidrataron
con una bateria de alcoholes de concentracidn creciente y por ultimo, se aclararon con

xilol durante 10 minutos.

2.2.2 Inmunohistoquimica (IHQ)

Las tincion inmunohistoquimica (IHQ) consiste en la identificacién de antigenos
celulares o tisulares mediante anticuerpos marcados. Es una técnica de diagnostico y
de investigacion que permite visualizar y localizar los componentes celulares
especificos en el tejido. Para la realizacion de los estudios de IHQ se utilizaron porta-

objetos con polilisina.

2.2.2.1 Proliferacion de axones: Gap43

Para la observacion de la proliferacion de axones, el tejido de médula espinal y
cerebelo se incluyé en parafina y se utilizd el anticuerpo policlonal de conejo anti-
Gap43 (1:200). Las muestras previamente desparafinadas e hidratadas se incubaron en
tampon citrato a 70° C durante 1 hora, para el desenmascaramiento antigénico. Tras
lavar con PBS1x, las uniones inespecificas se bloquearon con suero de cabra al 5% en
PBS1x durante 20 min a temperatura ambiente. La incubacién con el anticuerpo
primario Gap43 se realizé durante toda la noche a 4°C a una dilucién de 1:200, en
suero de cabra al 10% y PBS1x. A continuacién tras lavar con PBS1x, las muestras se
incubaron con el anticuerpo secundario de conejo anti-IgG conjugado con FITC (1:160)
durante 2 horas a temperatura ambiente. Finalmente, se realizdé una tincidn con DAPI
(4’,6-diamidino-2-fenilindol) a 0,2ug/ml durante 10 minutos. Las muestras se lavaron
con PBS1x y se cubrieron con medio de montaje acuoso (gervatol) y se protegieron con

un cubre-objetos.

76



Materiales y Métodos

2.2.2.2 Precursores de oligodendrocitos: NG2

Para la visualizacién de precursores de oligodendrocitos se incubaron los tejido
con anticuerpo NG2 policlonal (1:200). Para ello, se utilizaron muestras cerebelo,
medula espinal y nervio dptico incluidas en OCT (16um). Las muestras se lavaron con
PBS para retirar el exceso de OCT. El desenmascaramiento antigénico se realizé con
PBS/Triton X-100 0,3% a temperatura ambiente, durante 1h. A continuacidn se lavaron
los cortes con PBS1x y se bloquearon con suero de cabra al 5% en PBS1x durante 20
minutos a temperatura ambiente, para evitar uniones inespecificas. La incubacidn con
el anticuerpo primario, NG2, se realizé durante toda la noche (1:200), en suero de
cabra al 10% y PBS1x. A continuacién se incubaron las muestras con el anticuerpo
secundario de conejo anti-IgG conjugado con FITC, diluido 1:160 durante 2 horas a
temperatura ambiente. Finalmente, se realizé una tincion con DAPI (4’,6-diamidino-2-
fenilindol) a 0,2pug/ml durante 10 minutos. Las muestras se lavaron con PB1x, se
cubrieron con medio de montaje acuoso (gervatol) y se protegieron con un cubre-

objetos.

2.2.3 Histofluorescencia

2.2.3.1 Estrés oxidativo

Para medir los niveles intracelulares de especies reactivas de oxigeno (ROS) se
emplearon dos sondas: la sonda 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCFHDA)
(10pM) para peréxido de hidrégeno y el dihidroetidio (DHE) (2x10°M) para el anién
superoéxido. La sonda DCFHDA es permeable y, una vez dentro de la célula, se oxida en
presencia de ROS dando lugar al compuesto fluorescente 2’,7’-dichlorofluorescein
(DCF). El DHE se oxida por el anion superéxido produciendo etidio, compuesto que se
intercala en el DNA emitiendo fluorescencia [185-187].

La deteccion de ROS en muestras de tejido, se realizd en tejido congelado en
OCT. Las muestras se lavaron con KHB-HEPES para retirar el OCT y se incubaron
durante 30 minutos a 37°C, en KHB-HEPES. Tras secar las muestras, se incubaron con la

respectiva sonda durante 30 minutos a 37°C, siempre en oscuridad. Las muestras se
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cubrieron con medio de montaje acuoso (gervatol) y se protegieron con un cubre-

objetos.

2.2.3.2 Fluoro Jade C

Mediante la técnica de Fluoro Jade C se determiné la neurodegeneracion de
acuerdo con el método descrito por Schmued et al [188].

La tincion de Fluoro Jade C, se realizd6 mediante un Kit comercial, de acuerdo
con las instrucciones del fabricante. Una vez rehidratadas las muestras, se incubaron
en una solucion de permanganato de potasio al 0,06% durante 10 minutos y se lavaron
en agua destilada durante 2 minutos. Las muestras se incubaron en la solucién de
0,0001% de Fluoro Jade C disuelta en acido acético al 0,1% y se lavaron en agua
destilada tres veces durante 1 minuto. Tras secar las muestras en la estufa a 50°C,
durante 5 minutos, se aclararon durante 1 minutos en xilol, se cubrieron con medio de

montaje permanente (EUKITT ®) y se protegieron con un cubreobjetos.

2.2.3.3 Terminal dUTP Nick-End Labeling (TUNEL)

La técnica de TUNEL se realizd para el estudio de la apoptosis. Durante la
apoptosis las endonucleases nucleares dijeren el DNA gendmico en fragmentos
oligonucleosumales, que son marcados mediante la incorporacién catalitica de 16-
dUTP, por medio de la enzima transferasa terminal TdT. La enzima TdT marca a los
nucledtidos que se afiadirdn a los grupos hidroxilo (3' - OH grupos) liberados en la
cadena de DNA fragmentado cuando se produce la apoptosis. Estos grupos hidroxilo
pueden hacerse visibles con fluorescencia.

La técnica de TUNEL se realiz6 mediante un Kit comercial, en cortes en parafina
de cerebelo y nervio 6ptico, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras se
desparafinaron en xilol y se hidrataron en una serie de bafios decrecientes de
alcoholes, se incubaron con NaCl al 0,88% durante 5 minutos, se lavaron con PBS1x y
se incubaron durante 10 minutos con proteinasa K (20ug/ml) a temperatura ambiente.
Las muestras se lavaron con PBS1x, se aplicé la solucidn tampén de equilibracion
durante 5 minutos y se incubd en la solucién de trabajo de la enzima durante 1h a

37°C, parandose posteriormente la reaccién con la solucién SSC20x (1:10). A
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continuacién se volvid a lavar con PBS1x y se incubd durante 10 minutos a
temperatura ambiente con DAPI. Se realizaron tres lavado con PBS1x durante 5
minutos, se cubrieron con medio de montaje acuoso (gervatol) y se protegieron con un

cubreobjetos.

2.3 Analisis del estrés oxidativo

2.3.1 Cuantificacion de marcadores de oxidacion

2.3.1.1 Peréxido de Hidrogeno:

Los niveles de peréxido de hidrégeno en suero y en tejido se evaluaron
mediante un kit comercial de acuerdo las indicaciones del fabricante en placas de 96
pocillos.

Las muestras se diluyeron 1:10 en tampdn Assay.

Se determind la fluorescencia de emision de 585+5nm y de excitacién 575+5nm.

2.3.1.2 Peroxidacion lipidica:

La peroxidacion lipidica se evalué mediante la estimacion de malondialdehido
(MDA) a través de la reaccidén con el acido tiobarbiturico (TBA), de acuerdo con el
método descrito por Becerra et al [189]. El tejido nervioso se homogeneizd en PBS1x
(1:6) en presencia de un antioxidante (hidroxitolueno butilado, BHT) para evitar una
peroxidacidon de lipidos que se pudiera producir durante la homogeneizacién. Las
muestras de tejido se incubaron con una solucién tampdn de glicina—HCI 0,2M, pH 3,6
y reactivo TBA (0,5 % de TBA, 0,5 % SDS). Tras 15 min de incubacién a 90°C, las
muestras se enfriaron en hielo y se transfirieron a una placa de 96 pocillos para la
lectura, por triplicado. Las muestras de suero se incubaron durante 30 minutos en
agua a 90°C con la solucién de 15% de dacido tricloroacético, 0,375% de &cido
tiobarbiturico y de dacido clorhidrico 0,25N. Tras el enfriar de las muestras se

centrifugaron a 4000 r.p.m. durante 15 minutos. El sobrenadante se pasé una placa de
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96 pocillos para la lectura de la absorbancia, por triplicado. EIl MDA reacciona con el

TBA para producir un pigmento con un maximo de absorcién de 532nm.

2.3.1.3 Productos de oxidacién proteica:

La determinacién de los productos de oxidaciéon proteica (AOPP) se realizé
siguiendo el método descrito por Capeillere-Blandin et al [190]. Para ello, las muestras
se diluyeran en PBS1x (1:5 para suero y 1:20 para tejido). A la muestra diluida se
anadié de ioduro potasico 1,16M y de acido acético. La recta patrén se realizd con
Cloramina T (0,219M) a diferentes concentraciones. La absorbancia se determiné

inmediatamente a 340nm.

Las absorbancias se monitorizaran en un lector de placas Versamax (Molecular

Devices).

2.3.2 Cuantificacion de marcadores anti-oxidantes

2.3.2.1 Superoxido dismutasa (SOD):

La determinacion del marcador anti-oxidante superodxido dismutasa (SOD) se
realizé6 mediante kit comercial, siguiendo las indicaciones del fabricante, en placas de
96 pocillos.

Las muestras de tejido y suero se diluyeron en tampdn Assay (1:5 para suerosy
1:4 para tejidos).

La densidad dptica se determind a 450nm.

2.3.2.2 Catalasa (Cat):

La determinacién del marcador anti-oxidante Catalasa (Cat) se realizd mediante
kit comercial, siguiendo las indicaciones del fabricante, en placas de 96 pocillos.

Las muestras suero y tejido se diluyeron (1:5 para sueros y 1:4 para tejidos) en
tampdn Assay.

Se leyd la fluorescencia de emision a 58515nm y de excitacion 575£5nm.
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2.3.2.3 Poder antioxidante de reducir el hierro (FRAP):

La evaluacion la actividad del poder antioxidante de reducir el hierro (FRAP) se
determiné de acuerdo con el método descrito por Benzie and Strsain [191]. Las
muestras de suero y tejido se incubaron con una solucién de trabajo de FRAP que
contiene tampon acetato 300mM pH 3,6, solucion TPTZ 10mM en HCL 40mM vy
FeCls.6H,0 20mM en HCL al 2%, a una proporcidon de 10:1:1 respectivamente. Se
determiné la absorbancia a 593nm.

La absorbancia se monitorizd en un lector de placas Versamax (Molecular

Devices).

2.4 Determinaciones

2.4.1 Cuantificaciones séricas de auto-anticuerpos

La cuantificacidn de las concentraciones séricas de anticuerpos, en los distintos
modelos de experimentales, se realizaron mediante ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay). En una placa de 96 pocillos, se puso 100ul/pocillo del péptido
MOG _g35.55, MYHC 4614-629, O €l polen, a una concentracién de 5ug/ml, dependiendo del
modelo animal (EAE, MAE o CAE) en tampdn de bicarbonato (pH 9,6) y se incubd toda
la noche a 4°C. Tras el bloqueo con BSA 5% durante 2h a temperatura ambiente, los
pocillos se incubaron por duplicado con las muestras de suero de los distintos grupos
experimentales, diluidas 1:60 en PBS1x, durante 2h a 20°C. Para la deteccién de auto-
anticuerpos especificos se usaron anti-lgs de ratén conjugados con HRP, durante 3h a
temperatura ambiente, diluidos 1:2000, IgE (para el modelo de CAE), 1gG, I1gG1, IgG2a e
IgM. Tras lavar con PBS-T 0,05%, se incubo con 50uL de TMB durante 1h a temperatura
ambiente y se detuvo la reaccion con HCl 0,1N. La absorbancia se leyé a 450nm. Los

resultados se expresaron como la media de la densidad éptica a 450nm.
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2.4.2 Deteccion de citoquinas por ensayo por inmunoabsorcion

ligado a enzimas (ELISA)

Las muestras de tejido (cerebelo, corazén y conjuntiva ocular) se
homogeneizaron en PBS frio suplementado con un cdctel de inhibidores de proteasas
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EE.UU.), usando un homogeneizador (Cole-Parmer
Instrument, IL, EE.UU.). A continuacién, las muestras se centrifugaron a 4°C durante 15
minutos, a 10000 r.p.m. Las alicuotas del sobrenadante fueron almacenadas a -80°C
hasta su empleo.

La deteccidn y cuantificacién de las citoquinas (IL-6, IL-10, IL-4, IL-17, IL-35, IL-
33, IL-13, galectina-3, MCP-1, BNP, eotaxina-1 y sPLA2-lIlA) en suero y tejido, se
realizaron mediante ELISA comercial, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las
concentraciones de las citoquinas analizadas se determinaron mediante la
extrapolacion de las absorbancias en la curva estandar creada a partir de los

estandares proporcionados por el kit.

2.4.3 Cuantificacion de los niveles de glutamato

Las muestras de tejido de médula espinal y nervio éptico se homogenizaron con
un homogeneizador de Cole-Parmer Instrument, IL, EE.UU., en suero salino al 0,01%
como se descrid anteriormente Q.C. Kan et al [192]. A continuacidn, las muestras se
centrifugaron a 4°C durante 10 minutos, a 10000 r.p.m. y se recogio el sobrenadante.
La cuantificacion del glutamato se realizdé con un kit comercial siguiendo las
instrucciones del fabricante. La lectura de la absorbancia se realizé en el lector de

placas 576nm.

2.4.4 Ensayo de la isoenzima Creatina-kinasa MB (CK-MB)
La actividad enzimatica de la isoenzima creatina-kinasa MB (CK-MB) se midi6 en

muestras de suero, mediante un kit comercial, de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. La incubacién de las muestras de suero en la presencia del sustrato
conduce a un aumento de la concentracidon de la forma reducida de nicotinamida
adenina dinucleétido (NADPH), que es directamente proporcional a la actividad de la
enzima. La lectura se hizo en un espectrofotémetro (VERSAmax Microplate Reader.

Molecular Devices LLC, CA, USA) a una longitud de onda de 340nm.

2.5 Modelos celulares: Estudios in vitro

Las diferentes lineas celulares utilizadas en la tesis se mantuvieron a 37°C en
atmosfera de CO; al 5%.

La linea de células ganglionares de retina procedentes de rata (RGC-5) fue
cedida por la Dr. Patricia Boya, del Centro de Investigaciones Bioldgicas del CSIC en
Madrid, Espafia. Las células crecieron con medio de cultivo Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) suplementado con suero ternera fetal (STF) al 10% (v/v), 100U/ml
de penicilina, 2mM de L-glutamina y 100pg/ml de estreptomicina.

La linea células de cardiomiocitos (H9c2) fue cedida por la Dra. A. Branco, del
Centro Nacional de Investigaciones Cardioldgicas (CNIC) en Madrid, Espafia. Las células
crecieron en DMEM con alto contenido en glucosa (4,5g/L) suplementado con 10%
(v/v) de suero de ternera fetal (STF), 100ug/ml de estreptomicina, 100U/ml de
penicilinay 2mM de L-glutamina.

La linea celular de cardiomiocitos auriculares de ratén (HL-1) fue cedida por el
Dr. D. Alvarez de la Rosa, de la Universidad de Laguna, Espafia. Las células crecieron en
medio Claycomb, suplementado con suplementado con 10% (v/v) de suero de ternera
fetal (STF), 100ug/ml de estreptomicina, 100U/ml de penicilina y 2mM de L-glutamina,
en frascos de cultivos previamente recubiertos con fibronectina-gelatina .

La linea celular de baséfilo de sangre periférica de rata Wistar (RBL) linea de
mastocitos (RBL-2H3) [193, 194] fue cedida por el Dra. Laura Hernandez-Ruiz, del
Hospital Universitario de Puerta del Mar de la Facultad de Medicina de Cadiz, Espana.
Las células crecieron en medio de cultivo minimo esencial de Eagle (EMEM)

suplementado con 15% (v/v) de suero de ternera fetal (STF), 1,5g/L bicarbonato de
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sédico, 1mM piruvato sédico, 0,1mM aminoacidos no esenciales, 50U/ml de
estreptomicina, 50U/ml de penicilinay 2mM de L-glutamina.

La linea celular de eosindéfilos humanos (EoL-1) [195] fue cedida por el Dr.
Daniel Wicklein, del Centro-Medico de la Universidad Hamburgo-Eppendorf, Alemania.
Las células crecieron en medio de cultivo RPMI 1640, suplementado con 10% (v/v) de
suero de ternera fetal (STF), 100ug/ml de estreptomicina, 100U/ml de penicilina y

2mM de L-glutamina.

Los cultivos primarios de cardiofibroblastos (C.F.) adultos, fueron aislados de
ratas adultas Wistar de 250-300g de peso, de acuerdo al protocolo descrito por J. P.
Bénitah et al [196-201]. Los cardiofibroblastos se cultivaron en medio DMEM
completo, suplementado con 10% (v/v) de suero de ternera fetal (STF), 100pg/ml de
estreptomicina, 100U/ml de penicilina y 2mM de L-glutamina, 10mM de L-Piruvato y

2mM de HEPES. Para la extraccién: se extrajo el corazén a las ratas se lavd en suero

salino para quitar toda la sangre (en placas Pgy). Con la ayuda de un bisturi se
separaron los ventriculos de las auriculas y del dpex y se pasaron los ventriculos a una
nueva placa Pgo con colagenasa vy tripsina (50%:50%). Con el bisturi se troced el corazén
lo mas que se pudo. Todo el contenido se paso a un tubo de 15ml y se incubo durante
10 minutos a 37°C. Se centrifugd a 1100 r.p.m. durante 10 minutos y se deseché el
sobrenadante con una pipeta de Pasteur. Se afiadié los restantes mililitros de la
solucion de digestion (colagenasa y tripsina) y con una pipeta estéril se resuspendié
mecdnicamente durante 5 minutos. Se centrifugd y sin apurar, se retird el
sobrenadante, se afadid 2 | de medio DMEM completo, se resuspendid y se pasd a un
frasco T75 con 8 ml de DMEM completo. Al dia siguiente se les cambio el medio y se les
dio dos lavados con PBS1x.

Todas las células adherentes se levantaron con tripsina para su posterior

utilizacion.
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2.5.1 Esclerosis Multiple
Los experimentos in vitro para los estudios de Esclerosis Multiple se realizaron

en la linea células ganglionares de retina (RGC-5).

2.5.1.1 Estrés oxidativo

La determinaciéon de ROS en la linea celular RGC-5 se realizd empleando la
sonda DCFHDA (10uM), para el peréxido de hidrogeno, y la sonda DHE (2x10°M). Los
estudios se realizaron en la presencia o ausencia de OA (5y 10uM).

Las células crecieron en frascos de 25cm? y fueron incubadas con las
respectivas sondas incubadas a 37°C y 30 minutos. A continuacién, se pre-trataron
durante 30 minutos a 37°C con el triterpeno a diferentes dosis (5 y 10uM) y se
incubaron con perdxido de hidrogeno a diferentes concentraciones (300, 500 vy
650uM) durante 30 minutos. La intensidad de fluorescencia se midié en un citdmetro

de flujo Gallios (Beckman Coulter).

2.5.1.2 Determinacion de la apoptosis celular

La apoptosis se determind mediante el ensayo de unién de Anexina-V. Las
células se trataron con peroxido de hidrogeno a diferentes concentraciones (300, 500 y
650uM) durante 24h, en la presencia o ausencia del OA. Tras lavar las células con
PBS1x, se marcaron con Anexina-V conjugada con ficoeritrina (PE), en un tampdn
Optimo para la unién de la anexina-V (binding buffer, BB1x), durante 10 minutos a

temperatura ambiente en oscuridad. El analisis se realiz6 mediante citometria de flujo.

2.5.2 Miocarditis
Los experimentos in vitro para los estudios de Miocarditis se realizaron en

cardiofibroblastos primarios de rata (C.F.) y en cardiomiocitos (HL-1 y H9c2).

2.5.2.1 Proliferacion celular: cardiomiocitos
Los ensayos de proliferacién celular se realizaron en placas de cultivo de 96

pocillos en un volumen final de 100ul. La cuantificacion de la proliferacién celular se
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llevé a cabo a través de un kit de Promega, The CellTiter 96 AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay.

Las células se mantuvieron durante 24h en medio sin suero. A las 24h, se
estimularon con Angiotensina Il (1uM), Galectina-3 (5ug/ml) y TNF-a (200Ul/ml) en la
presencia o ausencia de AO (5 y 10uM). La proliferacién se evalud a las 24 horas
midiendo su absorbancia a una longitud de onda de 490nm en un espectrofotémetro.

Los estudios se realizaron por triplicado.

2.5.2.3 Ensayo in vitro de fibrosis

Los fibroblastos cardiacos se cultivaron en placas de 12 pocillos y se trataron
con los diferentes agonistas en la presencia o ausencia del AO, durante 72 horas a
37°C. Transcurridas las 72 horas, las células se fijaron con metanol toda la noche a 4°C.
Tras la fijacién, las células se lavaron dos veces con PBS1x y se incubaron con una
solucién de pSR 0,1 % a temperatura ambiente durante 1 hora. A continuacién, se
eliminé el colorante y se lavaron las células tres veces con acido acético al 0,1%. Para la
elucién del pSR, las células se incubaron con 200ul por pocillo de 0,1N de hidréxido de
sodio (NaOH) durante 1 hora a temperatura ambiente y se analizd la absorbancia a

540nm en un lector de microplacas VERSAmax.

2.5.2.4 Ensayo in vitro de calcificacion

Para la induccidn de la calcificacion, se empled un medio de cultivo calcificante
(DMEM; 10mM de B-glicerofosfato; 10nM de Vitamina D3 y 10nM de Dexametasona)
que se cambid cada 3 dias [202]. Las células se estimularon con 200Ul/ml de TNF-a en
la presencia o ausencia de AO, durante 21 dias.

Las células se lavaron con PBS1x y se fijaron en PFA al 4% durante 10-15
minutos, a temperatura ambiente. A continuacidn, los depdsitos de calcio se tifieron
durante 20 min a temperatura ambiente con la solucién de ARS (40mM, pH 4,1). El
exceso de colorante se elimind mediante varios lavados con agua destilada. Las
fotografias de la capa celular en placas de cultivo se tomaron con una camara digital
Oliympus MJU600 (lente dptico de 3 aumentos) en el modo Super Macro y en un

microscopio Nikon Eclipse TS100 conectado a un DS- Fil (Nikon Instruments Inc)
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(100x). Tras su observacion y tomadas sus respectivas fotos, la mineralizacidon de la
matriz se cuantific6 mediante la extraccidn del ARS con acido acético al 10%, durante

30 minutos a temperatura ambiente. A continuacidén se medio la absorbancia a 405nm.

2.5.3 Conjuntivitis alérgica
Los experimentos in vitro para los estudios de conjuntivitis alérgica se

realizaron en las lineas celulares de eosindfilos (Eol-1) y mastocitos (RBL-2H3).

2.5.3.1 Proliferacioén celular: EoL-1y RBL-2H3

Los ensayos de proliferacion celular se realizaron del mismo modo que se ha
explicado en el apartado anterior 2.5.2.1 a través de un kit de Promega, The CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay. Se sembraron las células en placas
de 96 pocillos y se mantuvieron durante 24h en medio sin suero. A continuacién se
trataron con polen (100, 50 y 25ug/ml) o Eotaxina (60, 30 y 10ng/ml en las EoL-1y 100,
50 y 25ng/ml en las RBL-2H3) en la presencia o ausencia de AO (5 y 10uM). La
proliferacion se evalud a las 24 horas midiendo su absorbancia a una longitud de onda

de 490nm en un espectrofotometro. Los estudios se realizaran por triplicado.

2.5.3.2 Migracion y quimiotaxis

Los estudios de migracién y quimiotaxis se realizaron en placas de 24 pocillos
con insertos Transwell ®, con un filtro de policarbonato de 8um de poro. En la parte de
arriba del inserto se depositaron las células (1x10° células/ml) tratadas previamente o
no con 10uM de AO (20 minutos). Dependiendo del ensayo, las células se estimularon
con polen (50 pg/ml), Eotaxina (50ng/ml) o sPLA2-IIA (1pug/ml). En la parte inferior del
inserto se afiadio el estimulo quimiotatico. Transcurridas 4h (a 37°C y 5% de CO,), las
células se fijaron con PFA al 4% vy se tifleron con de Cristal Violeta 0,1% en 20% de
metanol-PBS durante 3 minutos. El Cristal Violeta se solubilizé en metanol y se midié
su absorbancia a la longitud de onda de 590nm en un espectrofotémetro.

El indice quimiotatico se calculdé a partir del nimero de células que migran

hacia el estimulo quimioatrayente partido por el nimero de células que migran en el
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control. La cuantificaciéon de la migracion de las células en suspensién (EolL-1) que

migré se cuantificd por citometria de flujo.

2.5.3.3 Diferenciacion celular

Los estudios de diferenciacion se realizaron en la linea celular EoL-1.

Las células se estimularon con &cido butirico (0,5mM), eotaxina-1 (30ng/ml),
polen (50ug/ml) y sPLA,-IIA (1pg/ml), en presencia o ausencia de AO (10uM).
Trascurridos 7 dias, las células se lavaron con PBS-BSA 0,5% vy se fijaron en PFA al 4%
durante 30 minutos. A continuacién, se permeabilizaron con Tritén X-100 0,3% en
PBS1x durante 10 minutos y las uniones inespecificas se bloquearon con suero de
raton. La incubacion con el anticuerpo primario, anti-proteina basica mayor (MBP)
(1:200) se hizo durante 2h a 4°C. Tras lavar las células con PBS1x, se incubaron con el
anticuerpo secundario de ratdn anti-IgG conjugado con FITC, diluido 1:50 durante 1

hora a 4°C. Los resultados se analizaron por citometria de flujo.

2.5.4 Células linfoides - cultivos ex vivo

2.5.4.1 Extraccion de células linfoides del bazo

Los bazos en se lavaron con PBS1x y se disgrego el presionando contra un filtro
de rejilla, en hielo y se lavd con una solucién (PBS1x y STF 2%). Para la lisis de los
glébulos rojos, la preparacion, se incubd con una disolucién comercial FACS™ Lysing

Solutions durante 5 minutos a temperatura ambiente.

2.5.4.2 Funcioén esplendcitica

Las células de bazo se mantuvieron durante 24h en medio sin suero y se
estimularon 100ug/ml del péptido MOG, del péptido MyHCa o del Polen en presencia
o ausencia de AO (5 y 10uM). La proliferacién celular se analizd, como se describié en

2.5.2.1..
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El sobrenadante se recogid para estudios de liberacién de citoquinas. Mediante

kit comercial se analizaron: TNF-q, IL-6, IL-10, MCP-1, IL-13 y IL-33.

2.5.4.3 Andlisis fenotipico de células de la poblacién de bazo
El analisis de las poblaciones linfoides se realiz6 mediante citometria de Flujo.
Para el marcaje del linaje de bazo las células se marcaron con los anticuerpos
de superficie de interés para:
e Linfocitos T = anti-CD4, anti-CD3, anti-CD8
e Linfocitos B/linfocitos T/monocitos = anti-CD3, anti-CD14, y anti-CD19
Las muestras se incubaron durante 30 minutos a 4°C, con los respectivos anticuerpos,
se lavaron y centrifugaron durante 10 minutos a 1200 r.p.m. y se analizd su fenotipo
mediante citometria.
Para la identificacion de las células T reguladoras (Treg), se utilizaron como
marcadores de superficie:
e (Células Treg = anti-Foxp3, anti-CD4 y anti-CD25
Primero, las células se marcaron durante 30 minutos a temperatura ambiente para
anti-CD4 y anti-CD25. A continuacion, las células se lavaron, fijaron y permeabilizaron
para el marcaje de FoxP3. La permeabilizacion se realizé con una solucion de trabajo
de eBiosciences, durante 15 minutos a 4°C. Tras lavar las células con el tampdn de
permeabilizacion (1x) se bloqued el receptor FcyRII/Ill con anti-CD16/32 Fc. Finalmente
se incubaron con el anticuerpo Foxp3 durante 30 minutos a 4°C en oscuridad, se
lavaron con tampdn de permeabilizacidn (1x), y se analizaron en un citémetro de flujo

Gallios (Beckman Coulter).
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2.6 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos fue llevado a cabo con el programa Graphpad
Prism version 4.0 (San Diego, CA, USA), utilizando el test de analisis de varianza
(ANOVA). La comparacién de varios parametros se ha realizado mediante el test One-
way ANOVA. Se ha hecho un anilisis posterior mediante la prueba Bonferroni de
comparaciones multiples. Los resultados se expresan como media * desviacidn
estandar; los valores de p<0,05 fueron considerados estadisticamente significativos.

Los estudios celulares se realizaron al menos tres veces con resultados
similares. Los datos numéricos se representaron mediante andlisis de la varianza

(ANOVA) seguido del test de comparacion multiple de Bonferroni.
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Resultados

1. Esclerosis Multiple

En este apartado estudiaremos el efecto del tratamiento con AO en un modelo
de encefalitis autoinmune experimental (EAE).

Estudiaremos pardmetros microscopicos (infiltracién celular, desmielinizacién,
muerte celular, degeneracidn neuronal) en distintos tejidos del SNC (cerebelo, medula
espinal y nervio dptico). Analizaremos la respuesta inflamatoria (citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias) e inmune (auto-anticuerpos y capacidad de
proliferaciéon de los linfocitos), estrés oxidativo (anién superéxido, perdxido de
hidrogeno, peroxidacion lipidica, AOPP, SOD, Cat, FRAP) y los niveles de glutamato en
tejido.

Analizaremos in vitro el efecto del AO en el estrés oxidativo y la muerte celular.

1.1 Efecto del AO sobre un modelo murino de Encefalitis

Autoinmune Experimental (EAE)

Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con AO en la Esclerosis
Multiple, estudiamos el efecto del AO en una enfermedad desmielinizante como la

EAE.

1.1.1 El tratamiento con AO protege en la clinica de animales EAE
Se indujo la EAE en hembras C57BL/6 mediante inmunizacién con el péptido
MOGss.ss, siguiendo el protocolo descrito en materiales y métodos. Los animales se
trataron con AO (50 mg.kg™.dia) desde el dia de la induccién de la enfermedad hasta el
final del estudio. Los resultados del andlisis clinico de los diferentes grupos
experimentales, se muestran en la figura 15. Los sintomas neuroldgicos de EAE activa

comenzaron a desarrollarse en torno al dia 11 después de la inmunizacién. Ademas, se
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produjo una pérdida de peso progresiva en paralelo con la aparicidon de los sintomas
motores de la enfermedad. Concretamente, en el dia 20 post-inmunizacidn la pérdida
de peso llegd a ser de unos 2-3g con respecto a los 17g que pesaba el raton en el dia 0
(Figura 15 B).

Cuando se administr6 el acido oleandlico, la enfermedad fue
significativamente menos severa ya que el tratamiento retrasé la manifestacién de los
sintomas neurolégicos y la pérdida de peso en comparacién con los animales EAE no
tratados con AO (Figura 15 A y B). En los ratones EAE no tratados los primeros
sintomas neuroldgicos (puntuacion 1) empezaron alrededor del dia 11 con un
promedio de 13,5+2, mientras que en los animales tratados con AO se alcanzd una
puntuacién similar (atonia de la cola) alrededor del dia 27 (valores medios de 33+2).
Los animales se sacrificaron cuando desarrollaron EAE severa - paralisis total de las
patas traseras. Se observd una gran diferencia en el curso temporal de la enfermedad
cuando se comparan con los animales tratados con placebo con los animales tratados
con AO. Se puede observar, que los animales EAE tratados con el triterpeno se
mantuvieron mas tiempo sin sintomatologia (puntuacion 0), asi como en las

puntuaciones 1y 2, en respecto al grupo de animales con EAE no tratados.

>

B

O Sano

B EAE —
3.05 B EAE +AO 20 W EAE
n B EAE + OA
8 2,54 Q
ks! o
£ 2,0 S
< S
o 1,54 o015
g n
5 1,0 §
= o
& 0,54
P re e LN LA O B B B B B | § N TN N T TN NN NN NN NN NN NN TN NN NN NN NN NN NN NN N NN SN N N NN NN S N A |
0'0_0 — 10 15 20 25 30 10 01 5 10 15 20 25 30
Dias post-induccion Dias post-induccion

Figura 15 — El acido oleandlico inhibe la progresion de la EAE. El tratamiento con AO
retraso la aparicion de los sintomas motores (A) y la pérdida de peso (B) en los animales con
EAE. Los ratones C57BL/6J se inmunizaron con MOG3s.55, como se describe en el apartado
material y métodos, y se inyectd diariamente acido oleandlico (AQ) i.p. desde el dia de la

inmunizacion hasta el final del experimento (dia 30). n = 15 en cada grupo.
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Los efectos observados en el pardmetro de peso corporal no se deben a un
efecto directo del compuesto en la ganancia de peso, ya que la molécula por si misma

no afectd al peso de animales sanos.

1.1.2 El tratamiento con AO modula la respuesta inmune humoral

en animales EAE

Altos niveles de auto-anticuerpos circulantes, dirigidos contra la mielina
acompafan el desarrollo de la EM, siendo su produccion un factor importante para la
determinacién de la susceptibilidad de la enfermedad. En la figura 16 estan
representados los valores de los auto-anticuerpos analizados. Los animales EAE no
tratados presentaron un aumento significativo de la respuesta especifica en los
anticuerpos I1gG e IgM, en comparacion con los ratones no inmunizados. Se puede
observar que el tratamiento redujo significativamente los niveles de anti-MOG IgM
(67,7 %) e 1gG (78,9 %) en relacidn a los ratones EAE no tratados. De manera similar,
los altos niveles de anti-MOG 1IgG1 se redujeron significativamente en el grupo EAE
tratados con AO (80%). No se observaron cambios significativos en los niveles de
anticuerpos anti-MOG en la subclase IgG2a entre los distintos grupos experimentales.
Los animales sanos tratados con placebo y los animales con EAE tratados con el

triterpeno mostraron una ausencia casi completa de anticuerpos anti-MOG.
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Figura 16 - El tratamiento con AO modula los niveles séricos de auto-anticuerpos
MOG3s.ss5. Los niveles séricos de inmunoglobulinas especificas, fueron evaluados en suero
mediante ELISA (dilucion de 1:60) como se explica en el apartado material y métodos. Las

barras representan la media + SD; n = 7 en todos los grupos. Blanco: Control sano; Verde:

Control AO; Morado: EAE; Amarillo: EAE+AO.

1.1.3 El tratamiento con AO modula la expresion de citoquinas en
animales EAE

En el SNC se sujetos con EM los niveles de citoquinas pro-inflamatorias del tipo
Th1l yTh17 se encuentran elevados. En la figura 17 se representan los niveles de dos
citoquinas pro-inflamatorias (IL-6, y TNF-a) y dos citoquinas anti-inflamatorias (IL-10 y
IL-4). En los animales tratados con AO se observé una reduccidn significativa, tanto en
suero como en tejido de médula espinal, en los niveles de las citoquinas pro-
inflamatorias (IL-6, y TNF-a) (Figura 17 A), mientras que los niveles de IL-10 y IL-4 se
encontraron significativamente aumentados (Figura 17 B) en comparacién a los
animales enfermos. Curiosamente, en los animales sanos tratados con AO se observo
un aumento de las citoquinas IL- 4 e IL- 10, en comparacién con los animales tratados
con placebo. No se han observado diferencias en las citoquinas pro-inflamatorias entre
los diferentes grupos de ratones no inmunizados (control tratado frente al control no

tratado).
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Figura 17 — El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas pro-inflamatorias
(A) e anti-inflamatorias (B). En el dia 30 post-inmunizacidon con MOGss.ss, se midieron las
concentraciones de las citoquinas pro-inflamatorias TNF-a e IL-6 (A) y de las citoquinas anti-

inflamatorias IL-10 y IL-4 (B) en el suero y en extractos de médula espinal. Las barras
representan la media + SD; n=7 por grupo. *p<0,001 y **** p<0,01 en relacion al control, y

**#p<0,001y *** p<0,01 en relacion a los animales enfermos no tratados.
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1.1.4 El tratamiento con AO modula los niveles de proliferacion de

células T en animales EAE

A continuacidn quisimos evaluar si el tratamiento con el triterpeno también
afecta en la funcion de los esplenocitos aislados de los distintos grupos
experimentales. Se aislaron células de bazo y se analizé la proliferacién en respuesta al
péptido MOGss._s5, en presencia o ausencia de diferentes dosis de AO. En la figura 18,
observamos que la estimulacion durante 24h de las células de bazo con el péptido
MOGss 55 indujo a un aumento significativo en la respuesta proliferativa, sin embargo
en la presencia del AO, la proliferacion de las células de bazo bajé significativamente

tanto para la dosis de AO de 5uM como para la dosis de AO de 10uM.
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Figura 18 — El tratamiento con AO disminuye la respuesta proliferativa de las
células de bazo. Las células fueron tratadas durante 24 horas con 100ug/ml de MOGas.s5 en

presencia o ausencia de las dosis indicadas de AO, y se midid la proliferacion celular (A 'y B).

Cada barra representa la media = SD; n=5 ratones por grupo. * y ** p<0,001.

97



Resultados

1.1.5 El tratamiento con AO protege del infiltrado inflamatorio y

la desmielinizacion de la sustancia blanca en animales EAE
Realizamos un estudio histolégico en muestras de tejido de cerebelo, medula

espinal y nervio 6ptico de ratones de los diferentes grupos en experimentacion.

Cerebelo

En la figura XX se muestran imagenes representativas de secciones de cerebelo
de los diferentes grupos en experimentacion. Las imagenes con el objetivo de 40x
fueron obtenidas en el area cuadrada (Figura 19 A). Se puede observar que los
animales EAE no tratados presentaron un mayor nimero de células inflamatorias asi
como un mayor numero de areas desmielinizadas. El LFB-PAS es un colorante
especifico para la mielina, en la imagen representativa del animal enfermo no tratado
se ve una disminucién del color azul en relacién al animal sano, indicandonos pérdida
de mielina. En los ratones EAE tratados con AO el grado de desmielinizacion se redujo
notablemente y la sustancia blanca presenté una morfologia normal, semejante a los

animales control sanos.
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C

LFB-PAS |\
40x

Figura 19 — El tratamiento con AO protege de la infiltracién celular y la
desmielinizacion de la sustancia blanca en el cerebelo. Imagenes representativas de
secciones de cerebelo de los diferentes grupos de experimentacion (Sano, EAE y EAE+AOQ). Las
muestras se tifieron con H&E (B) para la infiltracién y con LFB-PAS (C) para la desmielinizacion
siguiendo el protocolo explicado en el apartado de materiales y métodos. n=5 (Objetivos de 4 y

40x).

Médula espinal

En las secciones correspondientes a médula espinal también se observé un
aumento del infiltrado inflamatorio en la sustancia blanca de los animales EAE no
tratados, asi como una pequeia desmielinizacidn, con respecto a los animales control

sanos (Figura 20). Los animales EAE tratados con AO presentaron una pequefia pérdida
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de mielina, con respecto al animal control sano, sin embargo esta desmielinizacion en

comparacion con el animal enfermo no tratado, no es tan acentuada.

A 4x

C

LFB-PAS
40x

Figura 20 — El tratamiento con AO protege de la infiltracién celular y la
desmielinizacion de la sustancia blanca en la médula espinal. Imagenes representativas
de secciones de médula espinal de los diferentes grupos de experimentacion (Sano, EAE y
EAE+AQ). Las muestras se tifieron con H&E (B) para la infiltracidon y con LFB-PAS (C) para la
desmielinizacién siguiendo el protocolo explicado en el apartado de materiales y métodos. n=5

(Objetivos de 4 y 40x).

Nervio dptico

En la figura 21 se puede observar un aumento del numero de células
inflamatorias al nervio éptico en los animales EAE asi como una desmielinizacidn
respecto al animal control sano. De manera semejante al observado en los otros dos

tejidos, en los animales enfermos tratados con AO hay una disminucién del nimero de
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células inflamatorias y una preservacion de la estructura del tejido asi como de la

mielina respecto a los animales enfermos.

Sano EAE + AO

B

LFB-PAS
20x

Figura 21 — El tratamiento con AO protege de la infiltracion celulary la
desmielinizacidn en el nervio dptico. Los nervios dpticos, de los diferentes grupos en
experimentacidn se tifieron con H&E (A) para la infiltracion celular y LFB-PAS (B) para la

mielina siguiendo el protocolo explicado en el apartado de materiales y métodos. n=5

(Objetivo de 20x).

1.1.6 El tratamiento con AQO protege los precursores de

oligodendrocitos en animales EAE

Para caracterizar el efecto del AO en las células precursoras de oligodendrocitos
hemos realizado un estudio inmunohistoquimico utilizando como marcador especifico
el anticuerpo NG2, en los diferentes tipos de tejido. En la figura 22 se puede observar
gue en todos los tipos de tejido analizados (cerebelo, médula espinal y nervio éptico),

los animales control sanos presentaron un aumento del marcaje para los precursores
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de oligodendrocitos en respecto a los animales enfermos sin tratar. En los animales
enfermos tratados con AO se observd una preservacion de la fluorescencia respecto a

los animales con EAE no tratados.

Sano EAE + AO

A
Cerebelo
40x
B
Médula
Espinal
20x

Figura 22 — El tratamiento con AO da proteccion a los precursores de

Nervio
Optico
40x

Oligodendrocitos. Secciones de los diferentes tejidos y grupos experimentales marcados, con
el anticuerpo NG2 y el correspondiente secundario conjugado con FITC. Los paneles muestran
imagenes de cerebelo (A), médula espinal (B) y nervio éptico (C) con un objetivo de 40x y

medula espinal con un objetivo de 20x.

Los animales sanos tratados con AO, no presentaron diferencias con respecto a

los controles sanos.
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1.1.7 El tratamiento con AO previene la muerte axonal en

animales EAE

La degeneraciéon axonal es la principal causa del déficit neuroldgico permanente
en la EM. Se utilizd tejido de cerebelo y médula espinal de ratones. Se realizd un
marcaje inmunohistoquimico con anti-Gap43, un anticuerpo especifico para la

regeneracién axonal [203, 204].

Cerebelo

En la figura 23 se puede observar que el cerebelo de los animales sanos
presentd mayor expresion de Gap43 tanto en la sustancia gris (Figura 23 A) como en la
sustancia blanca (Figura 23 B) con respecto a los animales EAE sin tratamiento. Sin
embargo, en los animales enfermos tratados con AO observé un aumento de la

expresion de Gap43 relacion a los animales enfermos.

Sano EAE + AO

S. Blanca
40x

Figura 23 - El tratamiento con AO protege la plasticidad axonal en el cerebelo en

S. Gris
40x

animales EAE. Imagenes representativas del marcaje inmunohistoquimico con el anticuerpo
Gap43 y el correspondiente secundario conjugado con FITC. Secciones de cerebelo: sustancia
Gris (A) y sustancia Blanca (B), de los diferentes grupos en experimentacion. n=5. Objetivo de

40x.
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Médula espinal
En la figura 24 podemos observar la expresion de Gap43 en médula espinal. Los

animales EAE presentaron un menor marcaje con el anticuerpo respecto a los animales
control sanos. Sin embargo, los animales enfermos tratados con AO, preservaron la

fluorescencia del marcaje con el anticuerpo.

A

Sano EAE EAE + AO
40x
B

Sano EAE + AO
40x

EAE

Figura 24 — El tratamiento con AO protege la plasticidad axonal de la médula espinal

en animales EAE. Imagenes representativas del marcaje inmunohistoquimico con el
anticuerpo Gap43 y el correspondiente secundario conjugado con FITC. Medula espinal, de los
diferentes grupos en experimentacién. Las muestras fijadas en PFA 4%, se incluyeron en

parafina longitudinalmente (A) y transversalmente (B). n=5. Objetivos de 4x y 40x.
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Los animales sanos tratados con AO, no presentaron diferencias respecto a los

controles sanos.

1.1.8 El tratamiento con AO protege frente a la acumulacion de

ROS en animales EAE

La desregulacién de especies las reactivas de oxigeno (ROS) y especies reactivas
de nitrégeno (RNS) contribuyen a la desmielinizacion y al daifo axonal en pacientes con
Esclerosis Multiple y en el modelo EAE [38, 185].

Por ello, tras el analisis del efecto anti-inflamatorio y anti-desmielinizante del
AO, hemos analizado sus acciones anti-oxidantes: la acumulacién de ROS en cerebelo,
medula espinal y nervio Optico de ratones de los diferentes grupos en
experimentacion. Se evalud mediante las sondas especificas para el anién superdxido
(07,), el dihidroetidio (DHE), y para el perdéxido de Hidrégeno, la Dicloro-dihidro-
fluresceina (DCFHDA).

Cerebelo

En las secciones de cerebelo (Figura 25) de los animales enfermos no tratados
se observa un aumento de células positivas para DHE (Figura 25 A) y DCFHDA (Figura
25 B) en comparacion con los animales sanos. Los animales enfermos tratados con AO
presentaron una disminucién de esta fluorescencia, siendo muy semejante a la

observada en los animales control sanos.
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A DHE
Sano EAE EAE + AO

4x

20x

B DcFHDA
Sano EAE + AO

Figura 25 — El tratamiento con AO disminuye la acumulacién de ROS, en
cerebelos de los animales EAE. Secciones de cerebelo marcadas con DHE (A) para

evaluar el anién superéxido y con DCFHDA (B) para evaluar la presencia de perdxido de

hidrégeno. n=5. Objetivos de 4x y 20x.

Médula espinal

En consonancia con los resultados obtenidos en el cerebelo, en la médula
espinal de los animales enfermos tratados con AO se observd una menor fluorescencia
con respecto a los animales EAE no tratados, y un pequefio aumento de esta misma

con respecto a los animales control sanos; tanto para la sonda del anién superéxido
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(Figura 26 A), como para la sonda especifica del peréxido de hidrogeno (Figura 26 B).
En los animales EAE se observd un aumento de la fluorescencia del etidio y DCF en

relacidon a los animales EAE tratados con AO y en relacidn a los animales sanos.

EAE + AO

DHE
10x

B

DCFHDA
10x

Figura 26 — El tratamiento con AO disminuye la acumulacién de ROS, en el
tejido de médula espinal de los animales EAE. Secciones de médula espinal
marcadas con DHE (A) para evaluar el anidn superdxido y con DCFHDA (B) para evaluar

la presencia de perodxido de hidrogeno. n=5 Objetivos de 10x.

Nervio Optico

En el nervio dptico, se observaron resultados similares a los descritos en
cerebelo y medula espinal. En la figura 27, se observa mayor fluorescencia en los
nervios Opticos de los animales enfermos no tratados, en comparacién con los
animales sanos. Sin embargo, en los animales enfermos tratados con AO esta

fluorescencia disminuye casi a los niveles observados en los animales control sano.
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Sano EAE EAE + AO

DHE
10x

B

DCFHDA
10x

Figura 27 — El tratamiento con AO disminuye la acumulacién de ROS en el
nervio optico de los animales EAE. Secciones de nervio éptico marcadas con DHE
(A) para evaluar el anién superoxido y con DCFHDA (B) para evaluar la presencia de

peréxido de hidrégeno. n=5. Objetivos de 10x.

1.1.9 El tratamiento con AO disminuye los niveles del perdoxido de

hidréogeno en animales EAE

Como pardametro indicativo del estrés oxidativo se midieron los niveles de
peréxido de hidrogeno (H,0;) en plasma y en cerebelo de ratones de los distintos
grupos experimentales. En la figura 28, estan representados los niveles de H,0,
obtenidos. En los animales enfermos se observé que los niveles de H,0, estaban
significativamente mas elevados en relaciéon a los animales sanos, tanto en suero como
en tejido. Sin embargo, en los animales enfermos tratados con AO estos niveles se

encontraron disminuidos significativamente.
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Figura 28 — El tratamiento con AO disminuye los niveles de Perdxido de Hidrégeno en
animales EAE. Se determinaron los niveles de H,0, en suero y extractos de cerebelo en los
diferentes grupos experimentales (Control sano: C; control AO: AO; enfermos: EAE; animales

enfermos tratados con AO: EAE+AQ). Los resultados se mostraron como una media + SD; n=7

en cada grupo (*p<0,001 versus control; **p<0,001 versus EAE).

1.1.10 El tratamiento con AO disminuye los niveles de marcadores

del estrés oxidativo en animales EAE

A continuacion se cuantific6 un marcador de peroxidacién lipidica el
malondialdehido (MDA) y el producto de oxidacién proteica (AOPP). El MDA es un
producto secundario a la oxidacidon lipidica, considerado como un biomarcador del
dafio oxidativo. En la figura 29 podemos ver que los niveles de MDA y del producto de
oxidacion proteica, en los animales enfermos, se encontraron significativamente
aumentados en relacion a los controles sanos. En los animales tratados con AO, estos

niveles disminuyeron significativamente tanto en suero como en tejido.
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Figura 29 — El tratamiento con AO atenua el estrés oxidativo en ratones EAE. Se
determinaron los niveles en suero (A) y cerebelo (B) del malonildialdehido (MDA) y del
producto de oxidacidn proteica (AOPP), de los diferentes grupos experimentales (Control sano:
C; control AO: AO; enfermos: EAE; animales enfermos tratados con AO: EAE+AQ). Los
resultados se mostraron como una media + SD; n=7 en cada grupo (*p<0,001 versus C;

**p<0,001 versus EAE).

1.1.11 El tratamiento con AO aumenta los niveles de marcadores

anti-oxidantes en animales EAE

El sistema anti-oxidante se divide en enzimatico y no enzimatico. Como
marcadores anti-oxidantes enzimdticos fueron analizadas las actividades de la
superéxido dismutase (SOD) y de la catalasa. Como marcador no enzimatico se
cuantifico los niveles de la capacidad de reduccién del hierro en plasma (FRAP). En el
anadlisis de los 3 marcadores anti-oxidantes (Figura 30), se observé que los animales
enfermos (EAE) presentaron niveles, mds bajos con respecto a los controles sanos. En
los animales tratados con AO los niveles aumentaron significativamente tanto en los

animales sanos como en los animales enfermos.
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Figura 30 — El tratamiento con AO aumenta el sistema anti-oxidante en ratones EAE.
La determinacidn de la actividad enzimdtica de los marcadores anti-oxidantes se realizé en
suero (A) y en cerebelo (B), de todos los grupos experimentales (Control sano: C; control AO:
AO; enfermos: EAE; animales enfermos tratados con AO: EAE+AQ). Se determind la superéxido
dismutasa (SOD) y la actividad catalasa (Cat), dos anti-oxidantes enzimaticos y la capacidad de
reduccion del hierro en plasma (FRAP) un marcador no enzimatico. Los resultados se
mostraron como una media £ SD; n=7 en cada grupo (*p<0,001 versus C; ** p<0,001 versus

EAE).
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1.1.12 El tratamiento con AO disminuye los niveles de glutamato

en animales EAE

El glutamato es un neurotransmisor del SNC y esta relacionado con el estrés
oxidativo asi como con la muerte celular, tras el dafio neurolégico agudo. Los altos
niveles extracelulares de glutamato son téxicos. Para estudiar si el tratamiento con AO
influye en los niveles de glutamato en ratones con EAE, se determind sus niveles
presentes en diferentes tejidos: médula espinal y nervio dptico (Figura 31). De forma
general, los niveles de glutamato en los animales enfermos se encontraron
significativamente elevados en comparacion con los animales sanos. En los animales

EAE tratados con AO estos niveles bajaron significativamente.
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Figura 31 El tratamiento con AO disminuye los niveles locales de glutamato, en
ratones EAE. Se determinaron los niveles de glutamato en extractos de médula espinal

(A) y nervio dptico (B) de los diferentes grupos experimentales (Control sano: C; control
AO: AO; enfermos: EAE; animales enfermos tratados con AO: EAE+AQ). Los resultados se
mostraron como una media + SD; n=7 en cada grupo (*p<0,001 versus control; ** p<0,001

versus EAE).
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1.1.13 El tratamiento con AO previene la muerte celular de

animales EAE

La presencia de células apoptéticas en tejido del SNC se analizd mediante la
tincion de TUNEL.

Para la cuantificacion del nimero de células apoptdticas, en las secciones de
cerebelo, este se dividid en dos zonas: sustancia blanca y sustancia gris, y a su vez la
sustancia gris se subdividid en: zona molecular y zona granular (Figura 32 A). La
cuantificacién en el nervio éptico se hizo en todo el corte histolégico. El nimero de
células apoptdticas en el cerebelo y en el nervio éptico de animales enfermos se
encontré significativamente aumentado en relacion a los animales sanos. Sin embargo,
en los animales enfermos tratados con AO el nimero de células apoptéticas disminuyé

significativamente (Figura 32 A1, A2, A3y B).
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Figura 32 — El tratamiento con AO disminuye el nimero de células apoptéticas
presentes en los tejidos del sistema nervioso. El nimero de células apoptdticas en
cerebelo (A) y nervio dptico (B) se analizé6 mediante la técnica de TUNEL. Para el analisis

cuantitativo el cerebelo se dividid en zonas: sustancia gris (A2 y A3) y sustancia blanca (A1). El
contaje en la sustancia gris se subdividid a su vez en: zona molecular (A2) y zona granular (A3).
En el nervio dptico se contaron las células apoptéticas por todo el corte histoldgico (B). Imagen
representativa de la tincién en nervio éptico (B1). Los resultados se mostraron como una
media + SD; n=5 animales por grupo. Control sano: C; control AO: AO; enfermos: EAE; animales
enfermos tratados con AO: EAE+AO. (*p<0,05 versus control; ** p<0,05 versus EAE). (Objetivo
20x).
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También se analizé la neurodegeneracién mediante el marcaje con Fluoro Jade
C, en los diferentes tejidos. En el cerebelo de los animales EAE (Figura 33), se observd
un aumento de neuronas Fluoro jade C positivas en la sustancia gris en relacion al
control sano. La degeneracion neuronal (Fluoro jade C positivas) en la médula espinal
(Figura 33 B) de los animales enfermos, también se observé aumentada en relacion a
los animales sanos y en relacidon a los animales EAE tratados con AO. En el nervio
Optico (Figura 33 C) de los animales enfermos sin tratamiento se observé un aumento
de la neurodegeneracidn axonal respecto a los animales sanos.

La neurodegeneracién en todos los tejidos del sistema nervioso analizados, se

observd disminuida con el tratamiento con AO en los animales enfermos.

Sano EAE + AO

A
Cerebelo
40x
B
Médula
Espinal
40x
C
Nervio
Optico
40x

Figura 33 — El tratamiento con AO protege de la neurodegeneracion. Se tifieron con

Fluoro Jade C secciones de cerebelo (A), medula espinal (B) y nervio dptico (C), siguiendo las

instrucciones del fabricante. n=5. Objetivos 40x
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1.2 Estudios In Vitro: Células ganglionares de retina (RGC-5)

Varios estudios han demostrado la afectacion de las células ganglionares de la
retina y del nervio dptico, por un aumento de actividad de ROS. El aumento de la
actividad de ROS estd vinculado a muchas enfermedades neurodegenerativas con
pérdida axonal y neuronal [25, 31, 205].

En este trabajo hemos evaluado el efecto del AO in vitro en la induccién de ROS
y muerte celular, mediante el tratamiento de las células ganglionares de retina (RCG-5)

con H,0, (una fuente de ROS exdgena), en la presencia o ausencia del AO.

1.2.1 El tratamiento con AO inhibe la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ROS)

Se analizo el efecto del tratamiento con AO en la produccion de ROS in vitro en
la linea celular RGC-5, mediante la sonda DCFHDA. Las RGC-5 se trataron con varias
dosis de H,0, durante 30 min a 37°C, en presencia y ausencia de AO como fue descrito
en materiales y métodos. El incremento en la fluorescencia de la diclorofluoresceina
(DCF) en las células tratadas con H,0,, respecto al control, nos indica que existe un
aumento en la produccién de ROS (Figura 34). El andlisis de los resultados obtenidos
nos indica que el pretratamiento de las células con AO bloqued la produccion

intracelular de ROS.
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H202 300 pm
AO 5 pm

H202 500 pm

AO 5 um

H202 650 pm
AO 5 um

H202 300 pm
AO 10 pm

H202 500 pm
AO 10 pm

H202 650 M
AO 10 pm

Figura 34 - El tratamiento con AO disminuye de forma dosis dependiente la

produccion del perdxido de hidrogeno. Las células fueron pre-tratadas con AO 'y

estimuladas con diferentes dosis H,0, durante 30 minutos. Las células se marcaron con la

sonda DCFHDA y se analizaron mediante citometria de flujo. Gris: control; Verde: control; Rojo:

AO 5uM; Azul: AO 10uM.

También se analizd la produccion del anidn superdxido (O,) mediante la sonda

especifica DHE. Las células RGC-5 fueron tratadas con diferentes dosis de H,0, durante

30 minutos a 37°C, en presencia o ausencia de AO (Figura 35). De nuevo, se observd

que el tratamiento con AO fue efectivo a la dosis de 10uM protegiendo de la

produccién de O,
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Figura 35 - El tratamiento con AO disminuye de forma dosis dependiente la

produccidn del anidn superdxido. Las células fueron pre-tratadas con AO y estimuladas con
diferentes dosis H,0, durante 30 minutos. Las células se marcaron con DHE y se analizaron

mediante citometria de flujo. Gris: control; Verde: control; Rojo: AO 5uM; Azul: AO 10uM.

1.2.2 El tratamiento con AO protege de la muerte celular inducida

por el H20:

A continuacion evaluamos el efecto del pretratamiento con AO en la muerte
celular por apoptosis. Para ello se realizaron experimentos con la Anexina-V conjugada
con ficoeritrina (PE). Esta sonda fluorescente se une a la fosfatidil serina. En situacion
fisioldgica la fosfatidil serina se encuentra localizada exclusivamente en la capa interna
de la membrana plasmatica. Sin embargo, en apoptosis este fosfolipido se externalizay
se hace accesible para la Anexina-V que se une especificamente a él.

Se realizé una curva dosis-respuesta con diferentes dosis de H,0, (300, 500,
650M) incubadas durante 24h a 37°C, en presencia y ausencia del AO. En la figura 36
se puede observar que el H;0, indujo un aumento dosis-dependiente de células

positivas para Anexina-V. En la presencia del AO a la dosis de 10uM no se observaron
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células anexina-v positivas, lo que sugiere que este compuesto protege de la muerte

celular.
00 100
H202 300 pM K202 500 pM K202 650 pM
AO 5 pM AQ 5 pM AO 5 pm
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Figura 36 - El tratamiento con AO disminui de forma dosis dependidente la muerte
celular. Las células fueran estimuladas con diferentes dosis H,0, durante 24 horas en

presencia de AO. Las células se marcaron con anexina-V y se analizaron mediante citometria

de flujo. Gris: control; Verde: control; Rojo: AO 5uM; Azul: AO 10uM.

2. Miocarditis

En este apartado estudiaremos el efecto terapéutico del tratamiento con AO en
un modelo autoinmune experimental de miocarditis: MAE. Estudiaremos parametros
macroscopicos (indice peso corazén/peso corporal) y microscopicos (infiltrado celular,
fibrosis, depdsitos de calcio). Analizaremos la respuesta inflamatoria (citoquinas pro-
inflamatorias y anti-inflamatorias) e inmune (auto-anticuerpos y capacidad de los

linfocitos de producir citoquinas y su proliferacién).
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Analizaremos in vitro la influencia del AO en células relevantes del remodelado

cardiaco.

2.1 Efectos beneficiosos del tratamiento con AO en un

modelo experimental autoinmune de miocarditis: MAE

Con el objetivo de estudiar el efecto del AO en la miocarditis, se ha utilizado un
modelo libre de virus, propuesto por Pummerer et al: Miocarditis autoinmune
experimental (MAE) [119]. Se emplearon ratones BALB/c, inmunizados con un péptido
de la cadena pesada a-miosina (MyCHae14629) como se explicd en materiales y

métodos.

2.1.1 El tratamiento con AO mejora la severidad de la miocarditis

en el modelo animal MAE

Los animales se trataron diariamente con 50mg/kg/peso corporal de AO, desde
el dia de la inmunizacién (protocolo profilactico: AOp) o desde el dia 21 post-
inmunizacion (protocolo terapéutico: AO;;) y se sacrificaron en el dia 21 (fase aguda de
la enfermedad) o el dia 65 (fase cronica de la enfermedad).

La hipertrofia cardiaca se detectd por el aumento de la relacién peso

corporal/el peso del corazén (HW/BW) (Figura 37).
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Figura 37 — El tratamiento con AO mejora la hipertrofia cardiaca en ratones MAE. Se
emplearon ratones BALB/c y se indujo la MAE mediante el péptido de MyCHag14.629. El
tratamiento i.p. con AO (50mg/kg/peso) se administrd diariamente desde (A) el dia de la
inmunizacion (protocolo profilactico - AOg) o desde (B) el dia 21 post-inmunizacién (protocolo
terapéutico - AO,,). Se sacrificaron los animales en el dia 21 (fase aguda) o en el dia 65 (fase
cronica) post-inmunizacién. Los resultados se mostraron como la media £ SD; n=15 animales

por grupo. (*p < 0,001 versus control y **p < 0,001 versus MAE).

En los ratones MAE sacrificados el dia 21 se observé un indice HW/BW (Figura
37 A) significativamente mayor (38 %, p<0,001) que en el grupo de ratones control. Los
animales MAE tratados con AO presentaron una reduccion significativa en la relaciéon
HW/BW (30%, p<0,001) respecto al grupo MAE que no recibid ningln tratamiento. La
relacién HW/BW, en el dia 65 post-inmunizacion, siguié un patron similar al observado
en el dia 21. Es interesante sefialar que en el protocolo terapéutico (Figura 37 B), la
relacion HW/BW también fue significativamente menor en comparacion con los
ratones MAE no tratados. De hecho, no se observaron diferencias significativas entre
los animales controles sanos y los animales MAE tratados con AO desde el dia 21 post-
inmunizacion. Ademds, tampoco se encontraron diferencias en la relacion del peso
corporal y en el peso cardiaco entre los animales sanos y los animales sanos tratados
con AO, lo que sugiere que este compuesto no afecta al crecimiento general de los
animales.

En nuestras condiciones experimentales no hubo diferencias significativas en el

indice HW/BW dependiente del género de los animales (Figura 38).
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Figura 38 — No hay diferencias en la relacion peso corporal/peso del corazén
(HW/BW), entre géneros. Se indujo la MAE en ratones BALB/c (machos y hembras)
mediante el péptido de MyCHag14.629. El tratamiento i.p. con AO (50mg/kg/peso) se administrd
diariamente. Se sacrificaron los animales en el dia 65 (fase crdnica) post-inmunizacién. Los
resultados se mostraron como la media £ SD; n=15 animales por grupo. (*p < 0,001 versus

control y **p < 0,001 versus MAE).

2.1.2 El tratamiento con AO reduce los niveles séricos de

marcadores de dafo cardiaco en animales MAE

Como marcadores de dafio cardiaco se evaluaron, en suero, la actividad de la
isoenzima CK-MB vy la concentracion de BNP. En la figura 39 estdn representados los
niveles de la actividad de CK-MB (A) y BNP (B) de los diferentes grupos en
experimentacion. Se observé que en los animales con MAE la actividad de la isoenzima
CK-MB vy los niveles de BNP estan significativamente aumentados, con respecto a los
animales control, tanto en la fase aguda como crdnica. El tratamiento con AO, en los
dos protocolos (profilactico y terapéutico), redujo significativamente la actividad de
CK-MB, y los niveles de BNP. Esto sugiere que el tratamiento con AO previene del dafio

cardiaco causado por la miocarditis.
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Figura 39 — El tratamiento con AO disminuye la concentracion, sérica, de
biomarcadores del dafo cardiaco. Se indujo la MAE mediante la inmunizacion con el
péptido de MyCHag14.629. LOS animales se trataron diariamente con AO siguiendo el protocolo
profilactico (AQy) y terapéutico (AO,;) y se sacrificaron en el dia 21 o en el dia 65 post-
inmunizacidn. Se midieron los marcadores del dafio cardiaco CK-MB (A) y BNP (B) en muestras
de suero. Los valores son la media + SD; n=7 animales por grupo. (*p < 0,001 versus control y

**p < 0,001 versus MAE).

2.1.3 El tratamiento con AO disminuye la severidad

histopatologica en animales MAE
En nuestro analisis macroscépico se observéd un aumento en el tamafio del
corazon en los ratones MAE asi como areas de calcificacion, en relacion a los ratones

sanos y a los ratones MAE tratados con AO (Figura 40).
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Control MAE+AO

Figura 40 — El tratamiento con AO previne la aparicidon de depdsitos de calcio. Imagen
representativa de corazones de los diferentes grupos experimentales hasta la fase crénica de

la enfermedad (dia 65).

A continuacién, para estudiar el grado de infiltracion celular, la fibrosis y la
calcificacién, se realizaron tinciones histopatologicas con H&E, pSR y ARS
respectivamente, en tejido cardiaco de ratones sacrificados al dia 21 o 65 post-
induccién. Observamos que en los animales control no inmunizados, las tinciones H&E,
pSR y ARS (Figura 41 A) no revelaron ninguna evidencia de infiltracion celular, fibrosis o
deposicidn de calcio. Sin embargo, en los cortes histologicos de los ratones MAE no
tratados, tanto en la fase aguda como en la fase crénica de la enfermedad, hubo un
aumento del infiltrado inflamatorio, de colageno y de placas de calcio, en respecto a
los de corazones de los animales control sanos. En los distintos protocolos de
tratamiento profilactico (AOy), tanto en los ratones sacrificados en la fase aguda (dia
21) como en la fase cronica (dia 65) de la enfermedad, se observd una disminucion, de
dichos pardmetros histoldgicos (Figura 41).

Curiosamente, en los animales del grupo del tratamiento terapéutico (AO
desde el dia 21 post-induccién: MAEpoz1), también mostraron una pronunciada
reduccion de los signos histolégicos del dafio cardiaco, de modo que sdélo se observd

una infiltracién celular residual, sin fibrosis ni depdsitos de calcio.
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Figura 41 — El tratamiento con AO previne la aparicion de lesiones cardiacas. Secciones

de tejido cardiaco se tifieron con Hematoxilina & Eosina (H&E) para infiltracidn celular, Rojo p-

Sirios (pSR) para fibrosis y Rojo de Alizarin S (ARS) para los depésitos de calcio. Las imagenes

representativas B y D corresponden a los grupos en experimentacion en la fase aguda (dia 21

post-induccidn) y las imagenes A, C, Ey F corresponden a la los animales en la fase crénica de

la enfermedad (dia 65 post-induccidn). Objetivo 40x.

2.1.4 El tratamiento con AO reduce la presencia de auto-

anticuerpos en ratones MAE

Los niveles de auto-anticuerpos frente antigenos cardiacos se encuentran

elevados en la miocarditis autoinmune y es indicativa del dafio cardiaco. La

determinacién de la respuesta autoinmune en ratones MAE se realizd mediante el

analisis de anticuerpos anti-miosina, evaluando la concentraciéon de inmunoglobulinas

en el suero. La respuesta especifica IgG e IgM estd asociada positivamente con la

gravedad de la enfermedad (p< 0,001): los altos niveles de anticuerpos encontrados en
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los ratones MAE (Figura 42) se redujeron significativamente en los ratones MAE
tratados con AO, independientemente del protocolo de tratamiento utilizado:
profilactico (AOo) o terapéutico (AO,;). El examen de las subclases de 1gG mostré que
anti-lgG1, pero no 1gG2a, se correlaciona con la presencia de enfermedad. Los niveles
de anticuerpos anti-MyHCa tipo IgG1 se encontraron marcadamente elevados en la
fase aguda (dia 21) de los ratones MAE no tratados (1,71+0,03) en comparacién con los
niveles observados en los ratones sanos (0,045+0,003, p<0,001) o en relacién a los
ratones sanos tratados con AO (0,04+0,002, p<0,001). La administracién del AO a
ratones MAE redujo significativamente la produccion de anticuerpos anti-MyHCa 1gG1
(0,609+0,033, p<0,001). Un patron similar al del dia 21, se observé en el dia 65. Los
niveles séricos de anticuerpos anti-MyHCa tipo IgG1 fueron: 2,16+0,017 en el grupo
MAE no tratados, 0,950,025 en el grupo MAE tratados con AQq, y 0,87+0,037 en el
grupo MAE tratados con AO a partir del dia 21 (p<0,001).

En el andlisis del isotipo 1gG2a los niveles de anti-MyHCag14.629 €n suero fueron

similares en todos los grupos experimentales.
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Figura 42 - El tratamiento con AO modula los niveles séricos de auto-anticuerpos

MyCHa. En el dia 21y 65 después de la inmunizacidon con MyCHdg14.629, S€ evaluaron, en
suero, las distintas inmunoglobulinas especificas mediante ELISA (dilucion de 1:60) como se
explica en el apartado material y métodos. Los resultados se mostraron con la media + SD; n=7
en todos los grupos (p < 0,001 ratones MAE frente a los animales control, p < 0,001 AO -

ratones tratados MAE frente a los animales con MAE sin tratamiento).

2.1.5 El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas

relevantes en ratones MAE

Puesto que la miocarditis es un proceso inflamatorio, a continuacion
analizamos la presencia de citoquinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias en suero
(Figura 43 A) y tejido cardiaco (Figura 43 B). En la fase aguda de la enfermedad (dia 21
post-inmunizacion) los niveles de las citoquinas IL-17, IL-6 y TNF-a se encontraron
significativamente aumentadas en los ratones MAE no tratados, en relacién a los

animales control y a los animales MAE tratados (AQ).
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Los niveles de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 en animales MAE no tratados
se encontraron disminuidos en comparacién con los niveles observados en los
animales sanos, o en relacidn a los animales sanos tratados con AO. Sin embargo, los
niveles séricos (Figura 43 A) y tisulares (Figura 43 B) de IL-10 en animales MAE tratados

con AO aumentaron significativamente con respecto a los animales MAE no tratados.
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Figura 43 — El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas relevantes en
animales MAE. Los niveles de citoquinas IL-17, IL-6 y TNF-a y IL-10 se analizaron en muestras
de suero (A) y tejido cardiaco (B), de animales de los diferentes grupos en el dia 21 post-
inmunizacidn. Los resultados se expresaron con la media + SD; n=7 animales por grupo. Las
diferencias estadisticamente significativas se indicaron con *p<0,001 con respecto al control, y

**p<0,001 en comparacion con los no tratados MAE.
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A continuacién, evaluamos los niveles de una citoquina representativa de la
respuesta Thl: IL-6, y una citoquina representativa de la respuesta Th2: IL-10. Los
ratones se trataron con AO siguiendo los dos protocolos: el protocolo profilactico (AOy)
y el protocolo terapéutico (AO;;) y se sacrificaron a los 65 dias post-induccién. En la
figura 44 se puede observar que la produccion de la citoquina pro-inflamatoria: IL-6,
estd significativamente disminuida en los animales tratados con AO (AOg y AO,3), con
respecto a los animales MAE no tratados. Sin embargo, los niveles de la citoquina anti-
inflamatoria IL-10 se presentan mas altos en los grupos de los animales MAE tratados
con AO (AOg y AO,;) con respecto a los animales MAE no tratados.

Curiosamente a los 65 dias post induccién, no se observaron diferencias
significativas en los niveles de IL-6 e IL-10 independientemente del tipo de protocolo
de tratamiento (profilactico o terapéutico), lo que sugiere que la administracion del
AO, como tratamiento terapéutico es tan eficiente como el tratamiento profilactico, en

la reduccién de la respuesta inflamatoria.

A

0,8 121 %

IL-6 ng/ml
o o
B [}

o
N
IL-6 pg/mg tejido

=
=)

MAE MAEaq) MAE,o,, MAE MAEaq) MAExo,,

B Dia 21 Dia 65 Dia 21 Dia65

05~ d 35

041

031

02}

IL-10 ng/ml

0,1}

IL-10 pg/mg tejido
N
o

0'0 ) )
MAE MAE MAEo, MAE,,, MAE MAE MAExo) MAExo,,

Dia 21 Dia 65 Dia 21 Dia 65

Figura 44 - El efecto del tratamiento con el triterpeno en los niveles de las citoquinas
IL-6 y IL-10. Se midieron las concentraciones de IL-6 (A) y IL-10 (B) en suero y extractos de
tejido cardiaco en animales en la fase aguda (dia 21) y en la fase croénica (dia 65) post-
inmunizacion. Los resultados se expresaron con la media + SD; n=7 animales por grupo. Las

diferencias estadisticamente significativas se indican con *p<0,001 y ** p<0,001.
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A continuacién, se analizaron los niveles séricos de IL-35, una citoquina T
reguladora (Treg) que esta involucrada en la modulacion de la respuesta Th17. En la
fase aguda de la enfermedad (dia 21 post-induccién) los niveles de IL-35 (Figura 45) en
los animales tratados con el protocolo profilactico AOg, fueron significativamente
mayores que en los animales no tratados (tanto sanos como MAE). Este incremento
también se observd en el suero de los ratones MAE tratados segun el protocolo AO,;
(Figura 45 B). En el calculo del indice IL-17A/IL-35 en los grupos MAE y MAE+AQ, se
observé un ratio de 1,32+0,14 y 0,18+0,01, (p<0,05), respectivamente (Figura 45 C).

Por ultimo, se cuantificaron los niveles de Galectina-3, un marcador bioldgico
gue conecta la inflamacién con la fibrosis cardiaca y el remodelado adverso [206, 207].
Como se puede observar en la figura 45 D y E, los niveles séricos de galectina-3 estan
aumentados en los grupos de los ratones MAE no tratados, tanto en la fase crénica
como en la fase aguda de la enfermedad. Estos niveles elevados disminuyen cuando
los animales MAE son tratados con AO, tanto en el protocolo profilactico (AOg) como
en el protocolo de terapéutico (OA,1). El patréon de expresion de galectina-3 en tejido

cardiaco, fue similar al encontrado en suero (Figura 45 F).
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Figura 45 — El efecto del tratamiento con AO en los niveles de galectina-3 y IL-35 en
ratones MAE. Las concentraciones de galectina-3 y IL- 35 se midieron en muestras de sueroy
extractos de tejido cardiaco de ratones en la fase aguda (A, D, F) y en la fase crénica (B y E) de
la MAE. Ratio de citoquinas Th17/Th2 en el dia 21 post-inmunizacion, en suero de los ratones
MAE tratados y no tratados con AO (C). Las barras representan las medias * SD; n=7 animales
por grupo. Las diferencias estadisticamente significativas se indican con *p<0,001 y ¥ p<0,001

en respecto al control, y **p<0,001 y ***p<0,01 en respecto a los animales MAE no tratados.

2.1.6 El tratamiento con AO regula la respuesta de las células
inmunes en ratones MAE
El tratamiento con AO altera la proliferacion de linfocitos y la liberacion de citoquinas
ex-vivo

Para evaluar si el tratamiento con AO afecta a la respuesta inmune, se evalud la
funcion de los esplenocitos aislados de ratones de los distintos grupos de
experimentacidn. Para ello, se aislaron células de bazo y se analizd la proliferacién y la
produccidon de citoquinas en respuesta al péptido MyCHagi4629, €N presencia o

ausencia de diferentes dosis de AO. Como se muestra en la figura 46, la proliferacién y
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la produccidon de IL-6 y TNF-a se encontrd significativamente elevada en los
esplenocitos de los animales MAE no tratados, y la presencia del OA bloqued esta
respuesta de manera dosis dependiente (Figura 46 A, C y E). Los esplenocitos de los
ratones sanos respondieron con una baja tasa de proliferacion y de liberacion de IL-6 y
TNF-o. en la presencia al MyCHaog14-629 , asi como tampoco hubo una importante
respuesta en las células del bazo de los ratones MAExoo (Figura 46 B, D y F). En lo que
se refiere a la liberacion de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria, se observd que los
esplenocitos de los ratones MAE, estimulados con MyCHos14.629 NO presentaron
alteracién en su respuesta, sin embargo en la presencia del AO, se observd un
aumento significativo en la liberacién de IL-10 tanto a nivel basal como en las células
estimuladas con el péptido (Figura 46 G).

En concordancia con estos resultados, los cultivos de las células de bazo de los
ratones MAE tratados desde el inicio de la inmunizacién (MAEaoo), produjeron mas

cantidad de IL-10 que los ratones MAE no tratados (Figura 46 H).
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Figura 46 — El tratamiento con AO modula la respuesta especifica de las células
esplénicas de los ratones con MAE: Proliferacion y liberacion de citoquinas ex-vivo.
Las células fueron tratadas durante 24 horas con 100pg/ml de MyCHa en presencia o ausencia
de las dosis indicadas de AO, y se midid la proliferacion celular (A y B). Se procedié a la
cuantificacidn de las citoquinas TNF-a, IL-6 y IL-10 en los sobrenadantes de las células

esplénicas (C - H). Las barras representan la media + SD; n=5 ratones por grupo. * y **p<0,001.

A continuacién se analizaron las poblaciones presentes en el bazo de ratones
MAE con vy sin tratamiento: células T CD3%, células T CD4" y células T CDS8",
macréfagos/monocitos CD14%, células B CD19 * y células Treg Foxp3®, mediante
citometria de flujo. Se aislaron las células del bazo de los diferentes grupos
experimentales el dia 21 post-induccion enfermedad (fase aguda). No se encontraron
diferencias significativas en la proporcion de células T CD3", células T CD4", y células T
CD8*, macréfagos/monocitos CD14", y células B CD19%, entre los diferentes grupos
experimentales (datos no presentados). Sin embargo, como se puede observar en la
figura 47 A, By C, se observaron cambios en el porcentaje las células Treg CD4", CD25",
Foxp3®. En los animales MAE no tratados el porcentaje de células Treg disminuyd
significativamente tanto con respecto a los animales control como en relacion a los
animales MAE tratados con AO. Se pudo observar también que los animales MAE
tratados con AO presentaron una mayor frecuencia de células Tregs, con respecto a los

animales control.
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Figura 47 — El tratamiento con AO modula la respuesta Treg. Dot plot representativo (A
y B) del analisis en citometria de flujo de las células aisladas de bazo al dia 21 post-
inmunizacion, de los diferentes grupos experimentales. Porcentaje de células T CD4+ (A).
Porcentaje de células Treg (CD4* CD25" FoxP3") en las células T CD4" (B). Linfocitos Treg en una
proporcion de células T CD4" de células de bazo de los animales controles MAE sin tratar y
MAE tratados con AO (C). Los resultados son de una media de n=7 por grupo. SSC, Side -
scatter. p<0,001 versus animales control **p<0,05 versus ratones de control, y ***p<0,001

versus MAE.

2.2 Estudios in vitro: El efecto beneficioso del tratamiento
con AO sobre el remodelado cardiaco - cardiofibroblastos

primarios y cardiomiocitos (HL-1 y H9c2)

2.2.1 El tratamiento con AO ejerce un efecto protector sobre las

células cardiacas

Finalmente para estudiar si el efecto del AO sobre el remodelado cardiaco
encontrado in vivo, implica acciones directas sobre cardiofibroblastos (C.F) y
cardiomiocitos (H9c2 y H-1) se realizaron estudios in vitro.

Para ello, las células se estimularon con agonistas relevantes en la miocarditis:
Angiotensina Il (Ang-ll), TNF-a y galectina-3. Los fibroblastos cardiacos (C. F.) se
estimularon con Ang-ll y galectina-3. Se observd un aumento de proliferacién celular

(Figura 48 A), que fue significativamente reducida en la presencia del AO. Las células
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estimuladas con TNF-a no alteraron sus niveles de proliferacidon. A continuacién se
verificd que el tratamiento de los C.F. con Ang-ll y galectina-3 indujo a la fibrosis

(Figura 48 B) y en la presencia del AO estos niveles bajaron significativamente.
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Figura 48 - El acido oleandlico modula funciones de las células cardiacas. Los cultivos
primarios de fibroblastos de rata cardiaca fueron pre-tratados durante 30 minutos con
diferentes dosis de AQ, y a continuacion estimulados con los estimulos indicados. (A) Tras 24h
de incubacion, se midié la proliferacion celular. Los resultados se mostraron con una media +
SD; n=3. (B) A las 72 h de incubacidn, las células se tifieron con pSR (para el coldgeno) y se
cuantificd en un espectrofotémetro. (*p<0,001 en comparacidon con el control, y **p<0,001 en

comparacion con los estimulos sin AO)

A continuacion analizamos la calcificacion en un modelo in vitro, en cultivos de
células cardiacas (cardiofibroblastos y cardiomiocitos). Las células se sembraron y se
mantuvieron 21 dias en cultivo, tanto con medio calcificante como con medio
Standard, en ausencia o presencia de 10uM de AO. Al final del experimento (dia 21),
las células mantenidas con medio calcificante presentaron un aspecto diferenciado,
perdiendo su morfologia, en respecto al medio standard. Se tifieron con la misma
tincidn especifica Rojo de Alizarin S (ARS). Las células mantenidas en medio calcificante
y estimuladas con TNF-a (200U/ml), una citoquina pro-inflamatoria, presentaron areas
de calcificaciéon (Figura 49 A, B y C). Sin embargo, en presencia del AO se observé una
reducciéon de estas areas de calcificacion y el aspecto morfolégico se mantuvo
semejante a las células control con medio standard. Por otra parte, la tincidon con ARS

reveld que los cultivos inmortalizados de cardiomiocitos, tratados con TNF-a (células
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HL-1 y células H9c2) mostraron un aspecto granular difuso de depdsitos de calcio al
final de 21 dias de experimentacién, mientras que en los cultivos no sometidos a la
estimulaciéon con TNF-o. solo mostraron signos leves de mineralizacion (Figura 49 B). Se
ha podido también observar que el tratamiento previo de las células con 10uM de AO

abolié totalmente la aparicién de depdsitos de calcio.
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Figura 49 - El acido oleandlico modula la calcificacion in vitro. Las diferentes células
cardiacas: cardiofibroblastos (A), y cardiomiocitos HL-1 (B) y H9c2 (C), fueron pre-tratadas

durante 30 minutos con diferentes dosis de AO, y estimuladas con 200UI/ml de TNF-a.

Trascurridos 21 dias de incubacién en condiciones de mineralizacidn, las células se tiferon con

Rojo de Alizarin S. Los depésitos de calcio se visualizaron y se cuantificaron en un
espectrofotometro. (*p<0,001 en comparacidén con el control, y **p<0,001 en comparacién

con los estimulos sin AO; n = 3)

Por ultimo, evaluamos el efecto directo del AO en la funcion de los
cardiomiocitos (HL-1), mediante la cuantificacion de los niveles de BNP liberados en el
medio de cultivo, tras estimular las células con: Ang-Il y TNF-a . Como se observa en la
figura 50, la presencia del triterpeno redujo la capacidad de la Ang-Il y del TNF-a. para
inducir a la secrecion del BNP, de manera dosis dependiente.

Estos resultados sugieren que el AO puede desempeiiar un papel protector

directo y pleiotropico en las células cardiacas.
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Figura 50 — El tratamiento con AO disminuye los niveles de BMP in vitro. Los
cardiomiocitos, HL-1, se estimularon con Angll (1uM) y TNF-a (200UI/ml) durante 24h, en
presencia o ausencia de diferentes dosis de AO. Se recogid el medio de cultivo y se
cuantificaron los niveles de BNP, mediante ELISA comercial. (*p<0,001 en comparacion con el

control, y **p<0,001 en comparacion con los estimulos sin AO; n=3).

3. Conjuntivitis alérgica

En este apartado estudiamos el efecto profilactico del AO en un modelo de
conjuntivitis alérgica experimental (CAE). Este modelo permite estudiar la respuesta
alérgica e inmune mediada por células T. Estudiaremos pardmetros microscopicos
(infiltracion celular) la respuesta inflamatoria (citoquinas pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias) e inmune (auto-anticuerpos y capacidad de proliferacion de los
linfocitos).

Analizaremos in vitro la influencia del AO en la migracién y diferenciaciéon de

celular en células relevantes en procesos alérgicos.
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3.1 Efectos beneficiosos del tratamiento con AO en un

modelo de conjuntivitis alérgica experimental (CAE)

Con el objetivo de estudiar el efecto del tratamiento con AO en la conjuntivitis
alérgica, se realizaron dos protocolos de tratamiento: desde el dia de la sensibilizacién

(AOq0), y desde el dia 5 post-sensibilizaciéon (AOs).

3.1.1 El tratamiento con AO disminuye la producciéon de

anticuerpos especificos RWP en animales CAE

Para evaluar si el tratamiento con AO influye en la respuesta inmune especifica
del antigeno en animales CAE, se determinaron los niveles, en suero, de anticuerpos
anti-RWP en los distintos grupos de experimentacién. La combinacién de la
sensibilizacion sistémica y el refuerzo local con polen (RWP), resulté en niveles
significativamente mas altos de anticuerpo anti-RWP IgE (Figura 51), en comparacién
con los niveles encontrados en ratones normales. Los animales tratados con AO, tanto
desde el dia de sensibilizacion (AO1p) como desde el dia 5 post-sensibilizacion (AOs),
presentaron una reduccion dramatica y similar de los niveles de anticuerpos
especificos anti-IgE.

Para evaluar la inmunosupresién generada por el AO, también se evaluaron en
suero, los niveles de los anticuerpos especificos anti-RWP - 1gG, 1gG1 e IgG2a (Figura
51). La administracién del AO a los ratones CAE, siguiendo los dos protocolos AOq y

AOs, condujo a una reduccion de los niveles de los anticuerpos estudiados.
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Figura 51 — Reduccion de los niveles séricos de anticuerpos anti-RWP en los animales
tratados con acido oleandlico. Se indujo la CAE en ratones hembras BALB/c de 6-8 semanas
de edad, mediante la sensibilizacién con polen (RWP) y alum como se explica en el apartado
material y métodos. En el dia 10 después de la sensibilizacidn con polen, se sacrificaron los
animales y se evaluaron las distintas inmunoglobulinas especificas de RWP en el suero de
todos los grupos de experimentacion. Los resultados se mostraron con la media + SD; n=7 por

grupo. p<0,001 versus animal control y **p<0,001 versus CAE sin tratamiento.

3.1.2 El tratamiento con AO disminuye la infiltracion celular en la

conjuntiva de los animales CAE

Se realizaron estudios histoldgicos en las conjuntivas de los diferentes grupos
experimentales. Se utilizaron las tinciones azul de Toluidina, para estudiar el infiltrado
de mastocitos en la [dmina propia y en el estroma de la conjuntiva (Figura 52 A), y
Hematoxilina & Eosina para observar el infiltrado de eosinéfilos (Figura 52 C).

El nimero de mastocitos, siendo la mayoria de ellos mastocitos degranulados, y
el nimero de eosindfilos en la conjuntiva estan representados en la figura 52 By D. Los
animales enfermos (CAE) presentaron un aumento significativo de mastocitos vy
eosindfilos en relacién a los animales control, sin embargo, en los animales enfermos

CAE tratados con AO el numero bajo significativamente. Entre los animales CAE
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tratados con AO (AO1py AOs), no se encontraron diferencias significativas. El nUmero

de eosindfilos infiltrados en las conjuntivas de los animales tratados anteriormente con

AO fue minimo (Figura 52 D).
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Infiltracién de mastocitos desgranulados

0
Control CAE CAEAO10 CAEAOS

W Zonel
400k B3 Zone Il

cells/mm?2

Infiltracién de Eosinofilos

0 Control CAE CAEpQ10CAEAQS5

Figura 52 — El tratamiento con AO atenua la infiltracion de células inflamatorias en la
conjuntivitis alérgica. Las secciones del tejido de conjuntiva de los diferentes grupos en
experimentacion (Control, CAE, AO4,, AOs) se tifieron con Azul de Toluidina (A) y Hematoxilina
& Eosina (H&E) (C) para ver la infiltracion de mastocitos y eosindfilos, respectivamente, en la
conjuntiva palpebral. El nimero de mastocitos degranulados células/mm? (B) e eosindfilos
células/mm? (D). Zona I: conjuntiva palpebral y Zona II: conjuntiva bulbar. *p<0,01y **p< 0,01
(n=10, tres experimentos independientes). *p<0,001 y “p<0,001 control versus zona | y zona Il.
**p< 0,001 y ""p<0,001 CAE no tratados versus zona | y zona Il; y ***p< 0,01 versus CAE no

tratados zona I.
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3.1.3 El tratamiento con AO modula los niveles de citoquinas y

quimiocinas en animales CAE

La conjuntivitis alérgica es una enfermedad tipicamente asociada a citoquinas
de respuesta Th2. En suero y tejido conjuntivo se cuantificaron los niveles de IL-13 y IL-
33, dos citoquinas involucradas en la conjuntivitis alérgica. En la figura 53 se observa
gue los niveles de estas dos citoquinas se encontraron significativamente elevados en
los animales CAE con respecto a los animales control. En los animales CAE tratados con
AOQ, tanto en el protocolo AO;g como en el protocolo AOs los niveles de IL-13 y IL-33
fueron significativamente menores.

Ademads, se determinaron los niveles de IL-10, una citoquina anti-inflamatoria.
Se observd que los niveles, en suero y tejido conjuntivo, de I[L-10 estabdn
significativamente disminuidos en los animales alérgicos, mientras que en los animales
CAE tratados con AO estos se encontraron significativamente aumentados en relacién
a los animales sanos.

También se analizaron los niveles de sPLA,-IIA que es una proteina de fase
aguda, y que estd asociada a varias enfermedades inflamatorias, autoinmunes y
alérgicas. Igual que las citoquinas de tipo Th2 (IL-13 y IL-33) la sPLA,-lIA, se encontrd
aumentada en los animales alérgicos, tanto a nivel sistémico como a nivel local,
mientras que en los animales CAE tratados con AO sus niveles bajaron

significativamente.
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Figura 53 — El tratamiento con AO modula los niveles de las citoquinas en animales

CAE. 24h después de la ultima exposicién al polen se cuantificaron los niveles de las citoquinas

IL-13, IL-33, IL-10 y sPLA,-IIA, mediante ELISA comercial, en muestras de suero (A) y extractos

de conjuntiva (B) de todos los grupos en experimentacién. Los resultados se mostraron como

la media £ SD; n=7 por grupo. *p<0,001 versus control sano y **p<0,001 versus enfermos no

tratados (CAE).
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También se determinaron los niveles de dos quimiocinas: Eotaxina-1 y MCP-1.
La eotaxina-1 estd involucrada en el reclutamiento de eosindfilos al sitio de la
inflamacién, y MCP-1 es esencial en el reclutamiento de mastocitos en la respuesta
inflamatoria aguda [208]. De nuevo, se ha podido observar que los animales alérgicos
presentaron niveles de estas dos quimiocinas significativamente mas altos con
respecto a los animales control. En los ratones CAE tratados con AO (tanto los AO;g
como los AOs) los niveles de eotaxina-1 y MCP-1 en suero y tejido conjuntivo, bajaron

significativamente en relacién a los animales alérgicos no tratados (Figura 54).
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Figura 54 — El tratamiento con AO modula los niveles de quimiocinas en animales
CAE. Los niveles de las quimiocinas Eotaxina-1 y MCP-1 se midieron en muestras de suero (A) y
extractos de conjuntiva (B) de todos los grupos en experimentacion, 24h después de la ultima
exposicion al polen. Los resultados se mostraron como la media + SD; n=7 por grupo. *p<0,001

versus control sano y **p<0,001 versus enfermos no tratados (CAE).

3.1.4 El tratamiento con AO regula la respuesta de células T en

animales CAE
Para estudiar si el tratamiento con AO afecta a la respuesta inmune sistémica,

se evalud la funcion de los esplenocitos de bazos de ratones de los diferentes grupos
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de experimentacién. Se aislaran células de bazo, para ensayos de proliferacion vy
secrecion de citoquinas. Los esplenocitos fueron estimulados con el polen, en
presencia o ausencia del AO. En la figura 55 se puede observar que la respuesta
proliferativa y la produccion de la quimiocina MCP-1 y de las citoquinas IL-13 y IL-33 se
encontraron aumentadas en los esplenocitos aislados de los animales alérgicos (CAE)
no tratados, en respuesta al polen. En presencia al AO, la proliferacién y los niveles de
citoquinas bajaron significativamente de manera dosis dependiente. Los esplenocitos
aislados de los animales sanos no responden al polen asi como tampoco los

esplenocitos aislados de los animales CAE tratados con AO (AO1o y AOs).
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Figura 55 — El tratamiento con AO modula la respuesta especifica de las células

esplénicas de los ratones CAE: Proliferacion y liberacidn de citoquinas ex-vivo. Las

células aisladas del bazo de los diferentes grupos en experimentacién se estimularon con

100ug/ml de polen durante 24 horas, en presencia o ausencia de las dosis indicadas de AO, y

146



Resultados

se midid la proliferacidn. (A) Animales CAE no tratados (B) grupo de animales indicados en la
grafica. Se procedid a la cuantificacion de las citoquinas IL- 13, IL- 33, IL- 10 y MCP- 1 en los
sobrenadantes de las células esplénicas (C -H ). Cada barra representa la media * SD; n=5 por

grupo. *y ** p< 0,001.

3.2 Estudios in vitro: El tratamiento con AO inhibe la

activacion de células relevantes en procesos alérgicos

Finalmente para estudiar si el efecto anti-inflamatorio encontrado in vivo, en
ratones CAE tratados con AO, implica acciones directas sobre células relevantes en
procesos alérgicos: eosindfilos (EoL-1) y mastocitos (RBL-2H3), se realizaron estudios in

vitro.

Proliferacion celular

Para estudiar el efecto del tratamiento con AO sobre los eosinofilos (EolL-1) y
mastocitos (RBL-2H3), se estimularon las células con diferentes concentraciones de
eotaxina-1 y polen. Tras 24h de estimulacion con eotaxina-1 como con polen se
verificd un aumento en la proliferacién celular de manera dosis dependiente. En la
presencia del tratamiento con AO se observé una reduccidén significativa en la
proliferacidon celular, siendo el efecto del tratamiento con AO dosis dependiente
(Figura 56 Ay B). Igual que en los experimentos in vivo, se observé una reduccion de la

proliferacidn celular en la presencia del tratamiento con AO.
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Figura 56 — El tratamiento con AO cambia la respuesta proliferativa de las lineas
celulares EoL-1 y RBL-2H3. En la presencia de AO (10uM), las lineas celulares de eosindfilos
(A) y mastocitos (B) presentaron una disminucién de la respuesta a la Eotaxina-1vy al polen
(RWP), a nivel proliferativo. * p<0,001 versus células no estimuladas; ** p<0,001 versus

células estimuladas sin tratamiento (n=3).

Migracion celular

A continuacién se analizd el poder quimioatrayente de la eotaxina-1 y la
capacidad de modulacién del AO, en las lineas celulares EoL-1 y RBL-2H3 (Figura 57 Ay
B). Se verificé que en la presencia del estimulo eotaxina-1 la capacidad de migracién de
las células aumentd, siendo la eotaxina-1 un gran quimioactrayente celular para
eosindfilos (Figura 57 A) y mastocitos (Figura 57 B). Sin embargo, el pre-tratamiento
con AO redujo el poder quimioactrayente de la eotaxina-1, sobre las células EoL-1y

RBL-2H3, de manera dosis dependiente.
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Tras observar que el tratamiento con AO se comporta de manera dosis

dependiente, los estudios siguientes se realizaron utilizando la dosis éptima del AO:

10pM.
A EoL-1 B RBL-2H3
10
3 8"
° o
E E°
3 g,
8 8
2 2
= 2
0 0
Control - 1 5 10 mMAO - 1 5 10 mMAO
10ng/ml Eotaxina 50ng/ml Eotaxina

Figura 57 — El tratamiento con AO cambia la respuesta especifica de las lineas
celulares EoL-1 y RBL-2H3. En la presencia de AO (10 uM), las lineas celulares de eosindfilos

(A) y mastocitos (B) presentaron una disminucion del poder quimioatrayente al estimulo
Eotaxina-1. *p<0,001 versus células no estimuladas; ** p<0,001 versus células estimuladas sin

tratamiento (n=3).

En los experimentos in vivo en los animales CAE no tratados, se observaron
niveles aumentados de sPLA,.IIA y de eotaxina-1.

De acuerdo con la representacion en la figura 58 A y B, se utilizaron como
estimulos quimioatrayente (estimulo en la cdmara inferior) y migratorio (estimulo en la
camara superior): la sPLA2-lIA, eotaxina-1 y el polen. Se observdé que todos los
estimulos utilizados ejercieron un gran poder quimioatrayente y migratorio, tanto en
las EoL-1 como en las RBL-2H3. Sin embargo, al pre-tratar las células con 10uM de AO
se observé una inhibicién en el poder quimioatrayente y migratorio ejercido por los

estimulos.
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Figura 58 — El tratamiento con AO inhibe la migracidn celular. Las células EoL-1 (A) y
RBL-2H3 (B) fueron pre-tratadas con 10uM AO durante 30 minutos a 37°C como se explica en
el apartado materiales y métodos. Se utilizaron como estimulos migratorios: la eotaxina-1
(verde), la sPLA2-1IA (rosa) y polen (rojo) como se esquematicamente indicado. El control se
representa a azul. Los resultados se mostraron con media * SD; n=3 y una significacion

estadistica *p<0,001 versus control no tratado y **p<0,001 versus estimulado y no tratado.
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Diferenciacion celular
La diferenciacion de las EolL-1 a eosindfilos maduros se da mediante la

incubacién quimica con acido butirico [209]. Para estudiar el poder del tratamiento
con AO en la diferenciaciéon celular, se indujo diferenciacion celular en las Eol-1
mediante el acido butirico y/o estimulos como eotaxina-1, sPLA2-IIA y polen y la
expresion de un marcador de eosinéfilos maduros, el MBP, mediante citometria de
flujo. En la figura 59, muestra que todos los agonistas indujeron a la diferenciacién de
los eosindfilos (aumento en la expresion de MBP) tras la estimulacién durante 7 dias.
Cuando se combinaron los agonistas: la eotaxina-1, polen, o sPLA,-IIA con el acido
butirico, el proceso de diferenciacién se potencia en relaciéon a las células estimuladas
solo con el 4cido butirico. Cuando las células fueron pre-tratadas con AO se observd

gue el proceso de diferenciacion se suprimio.
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Figura 59 — El tratamiento con AO inhibe la diferenciacion celular de las EoL-1 a
eosindfilos maduros. Las células EoL-1 en la presencia o ausencia de 0,5mM de acido
butirico, y 30ng/ml de eotaxina, 1ug/ml de sPLA2-1IA o 50ug/ml de polen (RWP) durante 7
dias, en la ausencia (A) o presencia de 10ptM de AO (B). Se analizd la expresion de MBP
mediante citometria de flujo. Los resultados en A se mostraron con media + SD *p<0,001
versus células control, y **p<0,01 versus células tratadas con acido butirico; n=3. En B los
histogramas son representativos de tres experimentos independientes. Negro: células no
tratadas; Gris oscuro: células estimuladas; Azul: células estimuladas y tratadas con AO; Gris con

relleno: células con el control de isotipo.
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Discusion

En los ultimos afos se ha incrementado el uso de productos naturales,
derivados de extractos de plantas, en el tratamiento de una gran variedad de
enfermedades. Se ha llevado a cabo multiples estudios dado que sus mecanismos de
accién son en general poco conocidos.

En la actualidad se sabe que con la dieta mediterrdnea y el ejercicio fisico se
pueden prevenir o mejorar diversas enfermedades crdnicas como la obesidad,
hipercolesterolemia, hipertensidn, trastornos cardiovasculares, etc. La dieta
mediterrdnea es considerada una dieta variada y equilibrada, que se caracteriza por
una elevada ingestion de verduras, frutas, frutos secos, legumbres y cereales, consumo
moderado de pescado, leche y productos lacteos, bajo consumo de carne roja y
productos carnicos, un alto consumo de aceite de oliva, y una baja ingesta de lipidos
saturados .

El acido oleandlico (AO) es un compuesto natural presente en la dieta
mediterrdnea, en particular en el aceite de oliva. Este compuesto ha sido objeto de
estudio por sus propiedades anti-inflamatorias, cardiotdnicas, anti-disritmicas, anti-
cancerigenas y neuroprotectoras, actuando sobre la expresion de multiples citoquinas
y moléculas claves en la inflamacion [179, 180, 210-212].

En este trabajo se ha investigado el potencial terapéutico y/o profilactico del AO en
tres modelos de enfermedades inflamatorias distintas, profundizando en sus

caracteristicas anti-inflamatorias y anti-oxidantes “in vivo” e “in vitro”.

Potencial terapéutico del acido oleandlico en la Esclerosis Multiple

En este estudio se caracterizaron las propiedades anti-inflamatorias y anti-
oxidantes del acido oleandlico en un modelo animal experimental de esclerosis

multiple, la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE).
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La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad crdnica que afecta a jévenes
adultos, y estd asociada a la discapacidad neuroldgica progresiva. La enfermedad se
caracteriza por la presencia focal de areas inflamatorias, desmielinizacién, gliosis,
deplecién de oligodendrocitos y dafio axonal. Los principales resultados presentados
en este trabajo indican que el tratamiento profildctico con AO puede modular los
niveles de estrés oxidativo en animales EAE y proteger al proceso de desmielinizacion y
neurodegeneracion.

Para la realizacion de este estudio se utilizé un modelo animal murino, en el
gue se indujo la enfermedad mediante un péptido MOG. Este modelo se considera
adecuado debido a sus similitudes histopatoldgicas e inmunoldgicas con la EM humana
[48, 72, 205, 213, 214]. En la EAE la progresién de la respuesta inmune implica la
activacion de células Th1/Th17, su entrada en el SNC, la activacion de células gliales
residentes y el reclutamiento de células inflamatorias mediante la produccion de
diferentes mediadores [215-217].

Estudios en ratones deficientes en células B han mostrado que las células B y
los anticuerpos no son necesarios en la induccién de la EAE mediante el péptido MOG
y que influyen en el curso de la enfermedad y/o la gravedad de las lesiones del SNC
[218, 219]. En nuestro estudio se observd que el tratamiento profilactico con AO
disminuye los niveles de auto-anticuerpos, que podria estar relacionado con la
inhibicién, en la activacion de células B y en la proliferacién, tal como se describe
Martin et al [212]. Del mismo modo, en enfermedades autoinmunes, como la
esclerosis multiple, se han observado elevados niveles de citoquinas pro-inflamatorias
[30, 83, 220]. Mediante el analisis de los niveles de auto-anticuerpos y de citoquinas
pro-inflamatorias (IL-6 y TNF-a) se observd que el tratamiento profilactico con AO
blogued la produccidn de auto-anticuerpos en la EAE, reduciendo la liberacién de los
mediadores inflamatorios, y aumentando los niveles de las citoquinas protectoras anti-
inflamatorias IL-10 y IL-4.

La caracteristica principal de la EM son las placas de desmielinizacién en la
sustancia blanca con infiltracién de macréfagos y células T y B [221]. De una forma
general, el desarrollo de la enfermedad involucra areas del tronco cerebral, del
cerebelo y de la médula espinal. Ademas, una de las muchas manifestaciones

observadas en pacientes con esclerosis multiple es la neuritis dptica, que se debe a un

155



Discusion

desorden inflamatorio, con pérdida repentina de la visién y dolor ocular, mds comun
en el sexo femenino [222-224]. De acuerdo con estos datos se estudio el efecto del AO
en muestras de tejido del SNC: cerebelo, medula espinal y nervio éptico.

Compston y Coles han observado que cerca de 95% de los pacientes con EM
presentan anormalidades en la sustancia blanca en imagenes de MRI, que indican
infiltracion celular y pérdida axonal [225]. La pérdida de mielina es la llave
neuropatoldgica en EM, que conduce al desarrollo de la enfermedad. En nuestro
trabajo se observaron areas de desmielinizacidon e infiltracion celular en la sustancia
blanca de los animales EAE. En los animales EAE tratados con AO, estas areas
desmielinizadas y multicelulares se presentaron mas pequefas o estaban ausentes.

El dafio axonal y la degeneracidon neuronal es muy frecuente en las areas
desmielinizadas y estan correlacionadas con el grado de inflamacién, siendo la pérdida
axonal considerada el principal contribuyente para la no remisién de la discapacidad
en EM [203, 226]. De acuerdo con Kornek et al y Peterson et al, en las lesiones
desmileinizadas se encuentran principalmente en areas de degeneracién axonal y
neuronal [227, 228]. En el analisis histologico de cerebro, en autopsias de pacientes
con EM, se ha observado dafio y muerte axonal [37]. Segun Teunissen et al el dafo
axonal temprano puede ser compensado por los procesos regenerativos. La proteina
43 (GAP-43) es un marcador asociado al crecimiento axonal y a la sinaptogénesis en
varias enfermedades neurodegenerativas [204]. Hemos querido analizar si el
tratamiento con AO en los animales EAE modifica el proceso de la expresion de Gap-43
un marcador de la regeneracion axonal. Se ha demostrado que Gap-43 se expresa a lo
largo de toda la médula espinal, aunque esté mas concentrado en las regiones
tordcicas y cervicales. Los estudios inmunohistoquimicos de Curtis et al, han mostrado
la distribuciéon de Gap-43 en la médula espinal de ratas adultas: mediante
inmunoticiones de secciones longitudinales identificaron la presencia de Gap-43 en los
axones de la sustancia blanca y mediante secciones transversales han caracterizado la
expresion de Gap-43 en la sustancia gris [229]. En el estudio realizado por Teunissen et
al, se observd una disminucién de 74% en la expresidn de Gap-43, en lesiones de la
sustancia blanca de pacientes con EM, independientemente de la etapa de la lesién. El
aumento de la expresion de Gap-43 reflejé el intento de regeneracién por los axones

danados [204]. En el trabajo de Kerschensteiner et al han demostrado, en un modelo
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animal de EM, que la regeneracién axonal se da en multiples niveles en respuesta a
una lesidon neuroinflammatoria [230]. Conforme estos datos, los animales EAE no
tratados presentaron una disminucidn de la expresion de Gap-43, sin embargo en los
animales EAE tratados con AO la expresion de Gap-43 estuvo mas conservada
apuntando a que el tratamiento con AO ayuda a preservar la plasticidad axonal.

El conjunto: oligodendrocitos-mielina-axones; representa la especializacion
estructural y funcional del sistema nervioso central [231]. Los precursores de
oligodendrocitos son células gliales que dan lugar a oligodendrocitos mielinizados.
Debido a la destruccion de los oligodendrocitos maduros en las regiones
desmielinizadas por procesos inflamatorios y apoptéticos, la principal fuente de
mielina y, por lo tanto, la reparacion, depende de células precursoras de
oligodendrocitos (OPC) en las lesiones y en su diferenciacion a células productoras de
mielina funcionales. Segun Aharoni et al, las OPC se encuentran distribuidas
uniformemente en la sustancia blanca y gris del cerebro adulto [232]. Las OPC pueden
regenerar y mantener la mielinizacion de la sustancia blanca, proporcionando el
soporte esencial para la supervivencia axonal [37]. La remielinizacién ocurre
espontaneamente en el inicio de la enfermedad [45, 46, 233]. Aharoni et al, han
observado en el modelo animal EAE una disminucion de precursores de
oligodendrocitos en médula espinal [232]. Al analizar nuestros resultados se observd
una disminucion del marcador para precursores de oligodendrocitos en tejido del SNC
(cerebelo, médula espinal y nervio éptico) de animales EAE. El analisis histoldgico de
los animales EAE tratados con AO mostré una preservacién del marcador NG-2
llevandonos a concluir que el tratamiento con AO protege a los precursores de
oligodendrocitos.

En la literatura, esta descrito que pacientes y modelos animales con EM
presentan muerte celular por apoptosis y neurodegeneracién. La técnica de TUNEL es
un método sensible a la degradacion del DNA asociada a la muerte celular por
apoptosis. Diferentes estudios en cerebros de pacientes con EM describen un aumento
significativo del nimero de células apoptéticas - células positivas para TUNEL [228,
234, 235]. En nuestro trabajo también se observé un mayor nimero de células
apoptéticas en los animales EAE. Un marcador especifico a la degeneracién neuronal

gue se utiliza cada vez mas en los estudios es el Fluoro Jade C (FIC). Segun G. Chidlow
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et al y Cardoso et al este marcador es un fluorocromo anidnico que se generé con el fin
de identificar las neuronas que mueren en el sistema nervioso central [236, 237]. En
nuestro estudio se observd un aumento de la degeneracién neuronal en los animales
EAE no tratados en muestras de cerebelo, medula espinal y nervio dptico.

La muerte celular por apoptosis y la neurodegeneracion evaluada mediante las
dos técnicas de TUNEL y Fluoro Jade C, respectivamente, presentaron resultados muy
similares. En ambas, se observd un aumento de la muerte celular por apoptosis y
degeneracion neuronal en los animales EAE con respecto a los diferentes grupos en
experimentacion, verificdandose una reduccién de dichos pardmetros en los animales
EAE tratados con AO. El tratamiento con el AO ejercié un efecto protector frente a la
neurodegeneracion y muerte celular.

De acuerdo con algunos autores, hay grandes evidencias que indican que el
estrés oxidativo es uno de los factores que estd implicado en el desarrollo
enfermedades neurodegenerativas [59, 238-240]. Estd bien establecido que el estrés
oxidativo es causado por el desequilibrio entre la producciéon y la desintoxicacion de
especies reactiva de oxigeno (ROS), que pueden perturbar el equilibrio redéx dentro
de las células. Asi la produccién de ROS por los macréfagos infiltrados y microglia
activada contribuye a la vulnerabilidad de la desmielinizacion axonal [24, 205].
Nuestros resultados muestran una mayor acumulacién de ROS en tejidos del SNC
(cerebelo, medula espinal y nervios dpticos) de animales EAE.

Se sabe que el anién superdxido induce la oxidacién de proteinas y de acidos
nucleicos y a la peroxidacion lipidica [241]. Los mecanismos antioxidantes enddgenos
incluyen una serie de reacciones enzimaticas. La primera de estas enzimas es la
superéxido dismutasa (SOD), que convierte el anién superdxido en perdxido de
hidrogeno (H,0,), que puede ser eliminado por la catalasa (CAT) y/o glutatién
peroxidasa (GPx) [239, 241].

Estudios del sistema nervioso en modelos animales y en humanos han
mostrado una disminucidn progresiva de la actividad de las enzimas anti-oxidantes
tales como SOD y Cat en cerebros envejecidos [242, 243]. También se ha observado en
animales con discapacidad que la peroxidacidn lipidica asociada con una respuesta
anti-oxidante aumenta la vulnerabilidad de las neuronas, aumentando el riesgo de

trastornos neuroldgicos [237]. De acuerdo con estas evidencias nosotros observamos
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en los animales EAE no tratados niveles disminuidos de la respuesta anti-oxidante,
mientras que se observé un aumento en la actividad de Catalasa, SOD y FRAP en el
grupo EAE tratados con AQ, siendo este capaz de proteger de la peroxidacién lipidica
(AOPP) y de los niveles de TBARS (MDA).

El glutamato es el mayor neurotransmisor excitatorio presente en el sistema
nervioso central y periférico. Diferentes estudios han mostrado alteraciones en los
niveles de glutamato en pacientes con EM, los cuales se correlacionan con la presencia
de microglia activada y del dano sindptico sugestivo de excitotoxicidad [244-246]. La
neurotoxicidad se refleja en la excitotoxicidad mediada por 6xido nitrico y por la
induccién y liberacién de glutamato por microglia y macrdéfagos. Segun Zarate et al, la
excitotoxicidad producida por el glutamato es el mayor vinculo entre la
neuroinflamacién y la neurodegeneracién [247], y segun Kumar et al, la sobrexpresion
de los receptores de glutamato actian como uno de los mediadores intracelulares
responsables del estrés oxidativo [248]. Srinivasan y sus compafieros han observado
altos niveles de glutamato en lesiones activas de pacientes con EM [249]. Micus y su
equipo han asociado los altos niveles de glutamato en el sistema nervioso con el dafio
de axones y de oligodendrocitos, asi como con la desmielinizacion [250]. En nuestros
experimentos, en los ratones EAE los niveles de glutamato se encontraron aumentados
con respecto a los animales control. En los animales enfermos tratados con AO estos
niveles bajaron significativamente, sugiriendo que el tratamiento con AO también
actua en la acumulacion del glutamato.

Lieven et al en su trabajo observd que el dafio del nervio dptico generaba
grandes cantidades de anion superdxido llevando a la muerte las células de
ganglionares de retina [251]. Asi mismo, Qi et al describié en animales EAE que la
existencia de grandes cantidades de ROS en el nervio dptico llevaba al dafo de las
células ganglionares de retina [205]. Varios estudios han descrito que la utilizacién in
vitro de H,0, induce al dafio oxidativo mitocondrial [185]. En nuestro trabajo
observamos que las células estimuladas con H,0, dan lugar a la producciéon de ROS y a
la muerte celular por apoptosis. Estas respuestas inducidas por el H,0,, se vieron
disminuidas en la presencia de AO demostrando el efecto directo del triterpeno sobre

las células ganglionares de retina (RGC-5).
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En conclusidn, los resultados de nuestros estudios in vivo e in vitro han
demostrado la eficacia del AO en la prevencidon de la EAE como se evidencia por la
reduccion de la produccion de diferentes mediadores (citoquinas pro-inflamatorias,
ROS, RNS), la inhibicion de la produccién de auto-anticuerpos y del reclutamiento de
células inflamatorias que puede llevar a la muerte celular. En el presente estudio el
tratamiento con AO no solo redujo todos estos pardmetros caracteristicos en EM
retrasando el aparecimiento de los sintomas motores y ejerciendo un cambio en la
respuesta inflamatoria sino que también protegié de la neurodegeneracién. Por lo
tanto, este estudio proporciona informacion util para la posible aplicacién del AO en el

tratamiento de pacientes que sufren de esclerosis multiple.

Potencial profilactico y terapéutico del acido oleandlico en la Miocarditis

En este estudio se caracterizd las propiedades beneficiosas del acido
oleandlico en un modelo animal experimental de miocarditis, la miocarditis

autoinmune experimental (MAE)

La miocarditis es una enfermedad inflamatoria que conlleva a lesiones en el
miocardio y, en algunos casos, a una insuficiencia cardiaca e incluso a la muerte subita.

Con el objetivo de identificar el potencial profilactico y/o terapéutico del AO
como agente modulador de la respuesta inflamatoria en un modelo experimental de
miocarditis — MAE - los animales se trataron diariamente con AO, desde el dia de la
inmunizacion (protocolo profilactico: AOg) o desde el dia 21 post-inmunizacién
(protocolo terapéutico: AO,;) y se sacrificaron en el dia 21 (fase aguda de la
enfermedad) o el dia 65 (fase crénica de la enfermedad). Se empled un modelo murino
de miocarditis autoinmune que presenta complicaciones semejantes a la miocarditis
en humanos [121, 252].

Para estudiar el mecanismo por el cual el AO ejerce un efecto protector en la
MAE, nuestro estudio se fijo en las propiedades anti-inflamatorias del AO. Tras la
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activacion de las células T por auto-anticuerpos, éstas liberan citoquinas y
guimioquinas, que reclutan y activan las células inflamatorias al miocardio. De acuerdo
con algunos estudios, existe una fuerte relacién entre la inflamacién del miocardio y
fibrosis, y la densidad de las células mononucleares infiltradas en el corazén de los
ratones con MAE [101, 106]. En nuestro modelo el AO ejercié un efecto
cardioprotector. El efecto cardioprotector se asocié tanto a la supresion de la
produccidn de auto-anticuerpos especificos y la secrecién de citoquinas inflamatorias,
como la presencia de elevados niveles de moléculas inmunorreguladoras. Ademas, el
AO también redujo la expresién de citoquinas pro-inflamatoria/pro-fibréticas en el
miocardio y la infiltracién celular, atenuando el desarrollo de la fibrosis cardiaca y la
acumulacién de depésitos de calcio.

El diagndstico de la miocarditis tiene lugar tras las primeras manifestaciones
clinicas. Con lo cual, es importante determinar si la administracién del AO es eficaz
tanto en el tratamiento de la enfermedad, como en su profilaxis. En nuestro estudio,
se observo que en todos los grupos MAE tratados con el AO, los marcadores que
reflejaron la gravedad de la miocarditis - hipertrofia cardiaca, alteraciones
macroscopicas y microscopicas del miocardio (infiltracion celular, fibrosis y
calcificacién) y los parametros inflamatorios — se encontraron disminuidos en relacién
a los animales MAE no tratados.

Las citoquinas liberadas pelas células Thl y Th2 van a regular la actividad de los
fibroblastos. Segun Wei et al las citoquinas de la respuesta Thl estan involucradas en
la iniciacion de la fibrosis, mientras que las citoquinas de la respuesta Th2 actuan en
una fase mas avanzada [101]. Nuestros resultados demostraron que los animales MAE
de ambos grupos, fase aguda o fase crénica, presentaron un aumento del infiltrado
inflamatorio y de la acumulacién de colageno. En los distintos grupos MAE tratados
con AQ, en tanto AOg como en AO;;, se observé una disminucion de dichos pardmetros
histoldgicos. Estudios en tejido de miocardio de autopsias humanas, han mostrado
areas de calcificacion asociadas con dafios celulares severos [93, 106, 110]. La
calcificaciéon que se debe al dafio celular severo, tiene un papel importante en el
desarrollo y/o progresién de la miocarditis hasta una cardiomiopatia dilatada y/o en el

fallo cardiaco crénico [122]. En nuestro estudio, se observaron dareas de calcificacion
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en ambas fases de la enfermedad, aunque en la fase crénica estuvo mas presente y en
mayor cantidad que en la fase aguda.

Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron que la administracion del
AO es capaz de suprimir signos de miocarditis, incluso cuando las células inflamatorias
ya han empezado a infiltrarse en el miocardio, modulando la sintesis de marcadores de
inflamacién y de dafio del miocardico. Estos resultados estan en acuerdo con los datos
qgue el AO es eficaz en modelos de enfermedades inmunes inflamatorias como: en la
encefalitis autoinmune experimental, en la lesion pulmonar aguda experimental o en
la pleuresia experimental mediante la inhibicién de las respuestas Thl y en la
activacion de células T [178, 212, 253, 254].

El AO puede modular a varias vias de la respuesta inmune que conducen a la
miocarditis. Las concentraciones de anticuerpos anti-miosina del isotipo IgG estan
correlacionadas con la gravedad de la enfermedad [255-257]. En nuestro estudio, se
observé que los animales MAE tratados con AO, redujeron los niveles de anticuerpos
anti-miosina 1gG, en particular del isotipo IgG1. Esta inhibicién de la produccién de
anticuerpos anti-miosina también puede contribuir al mecanismo por el cual el AO
protege de la MAE. El efecto del AO sobre la produccién de auto-anticuerpos se ha
descrito anteriormente en un modelo de Esclerosis Multiple [212]. La inhibicion de la
respuesta inmune humoral en MAE se describié previamente para otros tratamientos
[258]. Sin embargo, debe sefalarse que la formacidén de auto-anticuerpos no esta
involucrada directamente con el desarrollo de la lesion miocardica en el modelo MAE,
ya que los ratones deficientes en células B pueden desarrollar miocarditis [259, 260].

Otro posible mecanismo por el cual el tratamiento con AO puede proteger
contra la MAE, es la regulacidon del equilibrio de citoquinas pro-inflamatorias/anti-
inflamatorias. Se sabe que las citoquinas inflamatorias juegan un papel importante en
el desarrollo de enfermedades cardiacas, y en el modelo de MAE se ha demostrado
que estad asociada a una respuesta tipo Th1/Th17 [261]. Las citoquinas de tipo Thl
tales como el TNF-q, la IL-6 o la IL-1B ejercen un papel importante en la diferenciacién
de las células Thly en la patogénesis de la MAE [92, 94, 101, 122], y el TNF-a y la IL-1
promueven la miocarditis inducida por coxsakie B3 en ratones B10.A resistentes [262,
263]. En los animales MAE, los niveles proteicos de TNF-a y IL-6 se encontraron

aumentados, mientras que en los grupos de animales MAE tratados con AO estos
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valores fueron significativamente mas bajos. Por otra parte, la IL-17A, una citoquina de
tipo Th17, es esencial para la progresidn a cardiomiopatia dilatada, y es necesaria en la
miocarditis para la expresiéon de IL1B, IL-6, TNF-a, y TGFR1 [264]. En nuestro estudio se
observé que el tratamiento con AO no sélo resultd en una disminucion significativa de
los niveles plasmaticos de IL-17A, TNF-a e IL-6 en ratones MAE, sino también en un
aumento de la expresion de los inmunosupresores IL-10 e IL-35. Del mismo modo,
nuestros datos también mostraron que el AO modula las respuestas inmunes de las
células T a la miosina cardiaca in vivo e in vitro: los esplenocitos de los diferentes
grupos experimentales mostraron una reduccidn sustancial en la proliferacion celular
inducida por MyHCa vy la produccién de IL- 6 y TNF-a por la accidn del AO, junto con un
aumento significativo en la produccién de IL- 10.

La citoquina de respuesta Th2, IL-10 no solo es liberada por las células Th2, sino
gue también puede ser producida por otros tipos de células, como macréfagos, células
dendriticas o células B y desempefia un papel importante en el control celular y en las
respuestas inflamatorias, reduciendo los niveles de citoquinas pro-inflamatorias [105],
asi como es un efector clave en las células Treg, controlando la liberacidon de células
Treg, especialmente como la poblacion Trl, subtipo celular productor de IL-10 [265,
266]. La IL-10 es una de las citoquinas importantes que cuando se usa en terapéutica,
mejora la fase aguda en la MAE. Es por lo tanto una citoquina muy importante y
necesaria en la respuesta inflamatoria de las enfermedades autoinmunes. En este
trabajo se observd que la administracién del AO tanto desde el inicio de la
inmunizacion como desde en el dia 21 da lugar a un aumento de los niveles de IL-10,
no encontrandose diferencias significativas entre los dos grupos. Asi, se puede decir
gue el AO presenta un gran potencial tanto profilactico como terapéutico.

La IL-35 ha sido considerada recientemente como una importante citoquina
pro-inflamatoria que restringe la respuesta inmune a través de la expansién de células
Treg, aumentando la sintesis de la IL-10 y suprimiendo el desarrollo de células tipo
Th17 [267, 268]. Los pacientes con miocarditis presentan niveles bajos de células Treg
CD4+ CD25+ Foxp3+ en relacion a sujetos sanos. En conformidad, en nuestros
resultados se observé que el tratamiento con AO aumenté los niveles de IL-35 y el
numero de células Treg CD4" CD25" Foxp3* en relacién a los grupos de los animales no

tratados (controles sanos y MAE).
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Por todos los resultados obtenidos, se puede plantear que el tratamiento con
AO conlleva a un cambio favorable en la respuesta inflamatoria, esto es una supresion
de citoquinas de respuesta tipo Th1/Th17 a citoquinas tipo Th2/Treg, modulando el
inicio y la progresidn clinica de miocarditis.

En este estudio también se analizaron los niveles de galectina-3, verificdndose
gue en los animales enfermos no tratados (MAE) sus niveles estaban aumentados, sin
embargo en los animales MAE tratados con AO estos niveles eran significativamente
menores. La galectina-3 ha sido identificada en macréfagos y en el tejido cardiaco,
exhibiendo propiedades inflamatorias y profibréticas. Los estudios clinicos han
demostrado que un aumento de los niveles de galectina-3 en pacientes con
insuficiencia cardiaca se asocia con resultados adversos cardiovasculares a largo plazo,
y la combinacion de galectina-3 con NT-proBNP es un buen marcados prondstico en
pacientes con insuficiencia cardiaca aguda [206, 207]. En la actualidad, los modelos
experimentales han mostrado que: 1) corazones de ratones con enfermedad de
Chagas expresan altos niveles de galectina-3 en el infiltrado inflamatorio; 2) ratas
transgénicas con hipertrofia cardiaca sobreexpresan galectina-3 que colocaliza con los
macrofagos del miocardio; 3) la galectina-3 se une a C.F. e induce su proliferacion y la
produccion de coldgeno; y 4) la galectina-3 modula la respuesta inmune agravando
enfermedades autoinmunes, tales como la EAE, a través de su capacidad de aumentar
la sintesis de IL-17 y IFN-y y disminuir la produccion de IL-10 [269, 270]. Tomados en
conjunto, todos estos resultados, indican que la expresion de galectina-3 es un factor
importante que une la respuesta inmune a la fibrosis, con lo cual la reduccién de sus
niveles locales y sistémicos puede ser otro mecanismo por el cual este triterpeno actla
y protege en la MAE.

La sobrexpresion de la galectina-3, de la IL-17A, del TNF-a y de la IL-6 en el
tejido cardiaco de ratones MAE se correlaciona con el desarrollo de la lesion cardiaca,
como se reflejaron en los valores de la actividad de la isoenzima CK-MB y los elevados
niveles plasmaticos de BNP. En los animales MAE tratados con AO, se observd una
reduccién significativa en los niveles de ambos marcadores. Estas citoquinas
producidas principalmente por las células inflamatorias infiltradas en el tejido cardiaco,
pueden tener un efecto directo sobre las células cardiacas afectando su funcionalidad

y jugando un papel importante en el remodelado del tejido cardiaco.
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Asi, la fibrosis puede contribuir a la proliferacién de fibroblastos y a los
depdsitos de coldgeno que se producen después de la muerte de los miocitos, en
respuesta a mediadores inflamatorios. La acumulacién desproporcionada de coladgeno
fibrilar en una lesion tisular grave, puede conducir a la deposicién de calcio en las
células del miocardio. La acumulacion de calcio convierte la lesion celular
potencialmente reversible en un dafio irreversible. Nuestros datos in vitro mostraron
gue la galectina—-3 y el TNF-a inducen a la proliferacién, a depdsitos de calcioy a la
fibrosis cardiaca en fibroblastos, mientras que estos efectos son suprimidos en
presencia del AO. Del mismo modo, el AO abrogd los signos de mineralizacidn
producidos por el tratamiento con TNF-a observados en las células cardiacas,
responsables del remodelado cardiaco.

Varios estudios apuntan que las células cardiacas también estan involucradas
en la produccién de citoquinas en el miocardio y que son capaces de producir IL-1, IL- 6
y TNF-a, bajo diferentes condiciones [271]. Ademas, aunque se cree que la IL-17 es una
citoquina que deriva de una célula T, hay estudios que sugieren que otros tipos de
células, no células T, también la pueden producir, plantedndose una nueva hipdtesis de
gue son los cardiomiocitos una fuente de IL-17 [272]. Esta evidencia apunta a la
hipdtesis de que no sdlo las células inmunes, sino también las células cardiacas pueden

ser objetivos directos del tratamiento con AO.

En conclusién, los resultados de nuestros estudios in vivo e in vitro han
demostrado la eficacia del AO en la prevencién de la MAE como se evidencia por la
reduccion en la severidad de la inflamacién, de la fibrosis y de la calcificacion del
miocardio. Los efectos beneficiosos pueden asociarse con la inhibicion de Ia
produccion de  auto-anticuerpos, la  secrecién de citoquinas  pro-
inflamatorias/profibréticas, y posiblemente con la estimulacion de poblaciones
especificas de células T a través de la produccion de proteinas inmunorreguladoras que
amortiguan la autoinmunidad. Por lo tanto, este estudio proporciona informacién util
para la posible aplicacién del AO para el tratamiento de pacientes que sufren de

miocarditis.
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Potencial terapéutico del acido oleandlico en la Conjuntivitis alérgica

En este estudio se caracterizd el potencial profilactico del acido oleandlico en
un modelo animal experimental de conjuntivitis alérgica, la conjuntivitis autoinmune

experimental (CAE).

Varios estudios han comprobado que el AO es un potente anti-inflamatorio, sin
embargo es la primera vez que se describe su efecto en una enfermedad inflamatoria
ocular, la conjuntivitis alérgica. En este estudio se observaron fuertes evidencias que el
tratamiento con AO presenta propiedades anti-alérgicas tanto cuando fue
administrado en modo profilactico (dia de la sensibilizacién - AOg), como terapéutico
(dia 5 post-sensibilizacion AQOs).

Las principales alteraciones fisiopatoldgicas observadas en la conjuntivitis
alérgica incluyen la generacién de anticuerpos IgE en suero, asi como la degranulacion
de mastocitos dependiente de IgE y la infiltracién de eosindfilos en la conjuntiva [128,
137, 140]. Todas estas caracteristicas patoldgicas estan presentes en nuestro modelo
experimental de ratén descrito por Magote el al [140]. Las inmunoglobulinas pueden
ser encontradas localmente, en la conjuntiva y en el suero debido al sistema de
transporte vascular presente en el ojo. El tratamiento con el AO redujo el nimero de
eosindfilos y mastocitos degranulados en la conjuntiva, y suprimio la presencia de anti-
Igs especificas en el suero, no mostrando ninguna diferencia notable en el grado de
supresion, entre los dos protocolos de administracion con AO. Estos resultados fueron
consistentes con los bajos niveles de mediadores inflamatorios y citoquinas Th2, que
se encontraron en animales CAE tratados con AO (CAEao10 Y CAEos).

Los procesos patoldgicos en una reaccién alérgica son mediados por células
Th2, que liberan citoquinas tales como IL-5 e IL-13. Estas citoquinas son responsables
de una cascada de eventos necesarios en la inflamacion alérgica: la produccién de IgE
por las células B, la activacidon de eosindfilos y el reclutamiento y activaciéon de los
mastocitos. La IL-13 es un mediador importante en las reacciones de hipersensibilidad
[132, 136, 273, 274]. Varios estudios en modelos murinos han demostrado que la IL-13
es crucial en la inducciéon de respuestas similares a las que tiene lugar en Ia
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enfermedad humana. La IL-13 regula la sintesis de IgE y coordina el proceso
inflamatorio debido a su capacidad para estimular la expresién de moléculas de
adhesién, quimiocinas y metaloproteinasas; que influyen en la captacién, en el trafico
y en la activacidon de células inflamatorias. La IL-33 es un importante inductor de la
inflamacién alérgica, que se encuentra sobre-expresada en enfermedades asociadas a
respuestas Th2, como el asma, la conjuntivitis alérgica y la rinitis [275, 276]. La IL-33
promueve respuestas que implican la activacion y migracién de linfocitos Th2,
eosindfilos, mastocitos y baséfilos. En nuestros experimentos se observaron elevados
niveles de IL-13 e IL-33 en el tejido conjuntivo y en suero de los ratones CAE y cuando
los animales CAE fueron tratados con AO sus niveles fueron notablemente menores.
Del mismo modo, en los cultivos de esplenocitos, se observd un aumento en la
liberacién de estas citoquinas después de la exposicion al alérgeno, sin embargo en la
presencia de AO, tanto in vivo como in vitro, los niveles de IL-13 e IL-33 liberados se
redujo significativamente.

Ademads, también se encontraron niveles elevados de eotaxina-1 y MCP-1 en
ratones CAE. En animales CAE tratados con AO los niveles de eotaxina-1 y MCP-1
disminuyeron sustancialmente. In vitro se observaron resultados similares: en los
esplenocitos de los diferentes grupos experimentales, hubo una reduccién sustancial
de los niveles de la eotaxina-1 y de MCP- 1 inducidos por la presencia de alérgenos, asi
como una minimizacién de la respuesta proliferativa de los cultivos de estas células T
por la accion del AO. Todo esto sugiere que el AO fue capaz no sélo de modular la
respuesta inflamatoria sistémica y local inducida por el alérgeno, sino que también
afectd a la respuesta de las células T inducida por el alérgeno in vivo e in vitro.

La IL-13 regula la expresién de MCP- 1 y eotaxina-1 en la mucosa respiratoria y
gastrointestinal. La aplicacion exdgena de IL-33 en un modelo de CAE induce la
liberacidn local del quimioatrayente eotaxina-1 y potencia la capacidad de las células
Th2 de producir citoquinas como la IL-13 [276-281]. Ademas, la eotaxina-1 es
considerada como una de las quimiocinas mas relevantes en la fisiopatologia de las
enfermedades alérgicas, debido a su influencia en el reclutamiento de eosindfilos y su
funciéon reguladora de los mastocitos en el tejido ocular: regulando tanto Ia
degranulacion inducida por IgE como su maturacion [276]. Por lo tanto, la reducciéon de

la presencia de eosindfilos y mastocitos degranulados en la conjuntiva de animales CAE
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tratados con AO, podria estar estrechamente vinculada a la disminuciéon de la
expresion de IL-13, IL-33 y de eotaxina-1. Del mismo modo, otros compuestos
naturales como la curcumina o timoquinona, presentes en Nigella sativa, y que tienen
propiedades anti-oxidantes y anti-inflamatorias, demostraron ser beneficiosas en
modelos murinos de conjuntivitis alérgica debido a su capacidad de suprimir las
respuestas inmunes Th2 [282, 283].

Simultdneamente, se observé que el tratamiento con AO previno la
disminucién de los niveles de IL-10 en ratones CAE. Los niveles de expresién en el
suero y tejido de conjuntiva de esta citoquina Treg, implicada en la homeostasis de la
respuesta Th1/Th2, fueron similares en los animales CAE tratados con AO y en los
animales control sanos. Ademas de sus propiedades anti-inflamatorias en los
mastocitos humanos, la IL-10 es capaz de estabilizar los mastocitos murinos y reducir
su degranulacién in vitro [284, 285]. Royer et al, han observado in vivo, que la IL-10
amortigua los sintomas de la conjuntivitis alérgica mediante la proteccion de la
degranulacion de los mastocitos, afectando al nimero de mastocitos activados en la
conjuntiva [284]. Del mismo modo, en nuestros resultados se observé que el
tratamiento con AO en los ratones CAE previno de la degranulacion de mastocitos en
la conjuntiva.

Ademads, encontramos elevados niveles de sPLA,-IIA en el suero y en la
conjuntiva de los ratones CAE, con respecto a los ratones control sanos y a los ratones
CAE tratados con AO. Altas concentraciones de sPLA,-1IA se han encontrado en las
lagrimas de pacientes con conjuntivitis alérgica estacional y perenne, en la enfermedad
del ojo seco, en la blefaritis crénica y en la intolerancia a lentillas de contacto [286-
288]. Recientemente, Wei et al en su trabajo, en un modelo experimental murino de
ojo seco, ha observado un aumento de la expresion de sPLA,-lIIA en las células
caliciformes (de goblet) y en las células epiteliales, asociadas a los signos y sintomas en
la enfermedad [273]. La sPLA,-lIA en la superficie ocular normal, es una barrera
inmune innata contra la infeccién microbiana, pero la barrera ocular cuando se ve
comprometida, da lugar a la amplificacion del proceso inflamatorio [273, 288]. Estos
hallazgos apoyan a la hipdtesis de que los niveles elevados de sPLA,-IIA en la
conjuntiva de nuestro modelo CAE pueden desempenar un papel importante en la

inflamacién ocular afectando a las células epiteliales de la conjuntiva. La
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administracion del AO a los animales CAE redujo sus niveles, llevando a creer que esta
reduccion esta relacionada con la disminucidn de la inflamacion en la superficie ocular.

Tanto los eosindfilos como los mastocitos son mediadores importantes en el
desarrollo de la conjuntivitis alérgica, debido a sus acciones citotdxicas e inflamatorias.
Asi, se demostro que la sPLA,-IIA se comporta como un potente quimioatrayente como
la eotaxina-1, tanto para eosindfilos (EoL-1) como para mastocitos (RBL-2H3). Ademads
la sPLA,-IIA, y el polen (RWP) amplifican la quimiotaxis inducida por la eotaxina. Estos
resultados estan de acuerdo con estudios previos, realizados por Hayat et al, donde
han demostrado respuestas quimiotacticas de cooperaciéon entre la eotaxina-1 vy la
citoquina IL-5 [283]. Todo esto nos sugiere que los diversos mediadores inflamatorios,
incluyendo sPLA,-IIA, pueden actuar en conjunto para potenciar respuestas locales
guimiotdcticas. Ademds, se ha observado que la fosfolipasa desencadena
degranulaciéon de mastocitos, asi como, un aumento en la diferenciacién morfoldgica
de los eosindfilos a células maduras [282]. Curiosamente, todas las respuestas
estudiadas fueron suprimidas en las células pre-tratadas con el AO. Siendo asi, se
puede decir, que nuestros datos apuntan a un papel importante de la actividad de la
sPLA,-IIA en la capacidad migratoria de los eosindfilos y de los mastocitos a los tejidos,
y un papel regulador por parte del triterpeno AO en la prevencion de la activacion y

reclutamiento celular.

En conclusién, los resultados de nuestros estudios in vivo e in vitro han
demostrado la eficacia del AO en el tratamiento de la CAE como se evidencia por la
reduccion en la severidad de la inflamacién. Los efectos beneficiosos pueden asociarse
con la inhibicién de la produccién de IgE, de la degranulacién de los mastocitos, de la
secrecién de citoquinas pro-inflamatorias y quimiocinas, y posiblemente con la
inhibicién de la migracidn de eosinéfilos y mastocitos a los focos de inflamacién y de la
diferenciacién de eosinéfilos que amortiguan la alergia. Por lo tanto, este estudio
proporciona informacidén util para la posible aplicacién de AO para el tratamiento de
pacientes que sufren desérdenes alérgicas oculares. Otros estudios deben ser

realizados para explorar su actividad cuando es administrado por via tépica.
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Las concentraciones del AO utilizadas en nuestros modelos animales vy
experimentos no pueden ser alcanzadas en humanos a través de la ingesta alimentaria,
dado el contenido en AO de las plantas es muy bajo. Por lo tanto, para hacer frente a la
utilidad del AO en promocién de la salud se deberia considerar su uso como

suplemento alimenticio.
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Conclusiones

De acuerdo con los resultados obtenidos en el tratamiento con el acido
oleandlico en los diferentes modelos experimentales hemos elaborado las siguientes

conclusiones:

e En relacion con los estudios realizados en el modelo animal EAE, el tratamiento

con el acido oleandlico:

1. Retrasa la aparicién de los sintomas clinicos motores y pérdida de peso en los
animales EAE.

2. Disminuye las caracteristicas histoldgicas de la esclerosis multiple: Reduce el
infiltrado inflamatorio, la desmielinizacion, la perdida de oligodendrocitos y la
perdida de la plasticidad axonal en los animales EAE

3. Protege a los animales EAE del estrés oxidativo: Disminuye la acumulacion de
ROS vy los niveles de marcadores de oxidacién; y aumenta los niveles de
marcadores anti-oxidantes en suero y tejidos del SNC.

4. Previene de la acumulacién de glutamato en tejidos del SNC de los animales

enfermos.

e En relacion con los estudios realizados en el modelo animal MAE, el

tratamiento con el 4cido oleandlico:

5. Protege del aumento de la relacion peso corporal/ peso del corazén.

6. Reduce la acumulacién de marcadores del dafio cardiaco.

7. Disminuye las caracteristicas histolégicas de la miocarditis: Reduce el infiltrado
inflamatorio, la fibrosis y la calcificacidn, en miocardio de ratones MAE.

8. Modula la respuesta inmuno-inflamatoria: Inhibe la produccién de citoquinas

pro-inflamatorias y aumenta los niveles de citoquinas anti-inflamatorias, dando
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lugar a cambios en el balance de la respuesta Th1/Th2. Ademas aumenta la

presencia de células Treg.

e Enrelacion con los estudios realizados en el modelo animal CAE, el tratamiento

con el acido oleandlico:

9. Disminuye las caracteristicas histolégicas de la conjuntivitis alérgica: Previne de
la degranulacién de mastocitos dependiente de IgE y la infiltracion de
eosindfilos en la conjuntiva.

10. Modula la respuesta inmuno-inflamatoria: Inhibe la produccién de citoquinas
pro-inflamatorias y quimiocinas; y aumenta los niveles de citoquinas anti-

inflamatorias.

e En relacion con los estudios in vitro realizados en varias células relevantes en

las distintas patologias, el tratamiento con el acido oleandlico:

11. Disminuye la liberacién de ROS por células ganglionares de retina, asi como la
muerte celular que induce.

12. Modula las funciones de las células relevantes del remodelado cardiaco.

13. Protege frente la migracién de eosindfilos y basoéfilos a los focos de inflamacion

y de la diferenciacién de eosindfilos.

Por tanto se puede concluir que el acido oleandlico ejerce un efecto protector en
enfermedades inflamatorias y autoinmunes, y podria ser considerado como un

complemento/alternativa en terapias frente a enfermedades inflamatorias.
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