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ABSTRACT

El sistema inmune nace con la misién de protegernos frente a sustancias y organismos
nocivos, asi como la defensa contra las enfermedades mediante células y moléculas
efectoras. Con el fin de proporcionar un mecanismo de respuesta mas eficaz y especifico,
los animales vertebrados han desarrollado una respuesta inmune adaptativa, donde las
células T CD4+ desempeiian un papel central en la coordinacién de la misma. Desde el
punto de vista funcional, estas células han demostrado ser extremadamente
heterogéneas, existiendo distintas subpoblaciones definidas en base al tipo de antigeno
gue desencadena la respuesta y por la secrecién de patrones especificos de citocinas que
determinan su respuesta. Los procesos de diferenciacién funcional de los linfocitos T
CD4+ estan regulados a multiples niveles, pero alteraciones en los mismos, asociadas con
la expansion aberrante de determinadas subpoblaciones, pueden ocasionar distintas
patologias, entre las que se incluyen las enfermedades autoinmunes.

En esta revisidn, nos centramos en el proceso de diferenciacion de los linfocitos Ty17, y su
participacién en la induccién de la esclerosis multiple, principalmente a través del modelo
de encefalomielitis autoinmune experimental. A su vez, revisaremos sus diferentes
estrategias terapéuticas, asi como el papel de la microbiota como factor de riesgo y
elemento terapéutico.

PALABRAS CLAVE: sistema inmune, células T, esclerosis multiple, microbiota.

ABSTRACT

The immune system was born with the mission of protecting us against harmful
substances and organisms, as well as the defense against diseases through various cells
and effector molecules. In order to provide a more effective and specific response
mechanism, vertebrate animals have developed an adaptive immune response, where
CD4 + T cells play a central role. From a functional point of view, these cells have been
shown to be extremely heterogeneous, with different subpopulations defined based on
the type of antigen that triggers the response and the secretion of specific cytokine
patterns that determine their response. The functional differentiation processes of CD4+
T lymphocytes are regulated at multiple levels, but alterations in them, associated with
the aberrant expansion of certain subpopulations, can cause different pathologies,
including autoimmune diseases.

In this report, we will review the mechanisms of differentiation of T417 lymphocytes, and
their involvement in the induction of multiple sclerosis, mainly through the experimental
autoimmune encephalomyelitis model. Finally, we will summarize the different
therapeutic strategies of the disease, as well as the role of the microbiota as a risk factor
and therapeutic element.

KEY WORDS: immune system, T cells, multiple sclerosis, microbiota.



. VISION GLOBAL DE LA DIFERENCIACION DE LOS LINFOCITOS T CD4

1. Perspectiva histdrica de la diferenciacidn de las células T CD4.

Desde sus origenes, el ser humano ha formado parte de un mundo compuesto
principalmente por microorganismos, los cuales han resultado esenciales para la
supervivencia humana. No obstante, no todos los microorganismos son beneficiosos para
la salud, de forma que durante la evolucion, el hombre ha desarrollado drganos vy
sistemas que le permitan una correcta defensa frente a lo potencialmente dafino.

El sistema inmunoldgico se desarrolla con el propdsito de aportar al organismo una
defensa frente a los agentes infecciosos, la prevencion de la autoinmunidad y de los
procesos tumorales. El sistema inmune se compone de:

e Una inmunidad innata o no especifica, que a través de las propias barreras
del organismo (anatémicas, fisioldgicas, endociticas y fagociticas) reconocen
de una forma inmediata patrones moleculares altamente conservados,
comunes a un grupo o familia de patégenos.

e Una inmunidad adaptativa o especifica, que presente Unicamente en los
vertebrados, se caracteriza por ser especifica (reconociendo de manera
individual la amplia gama de moléculas), diversa, puesto que reacciona frente
a diversos antigenos, con memoria y capaz de distinguir lo propio de lo ajeno.
El sistema inmune adaptativo estda compuesto por linfocitos B y T, tanto
citotoxicos (T¢) como colaboradores (Ty).

Los linfocitos T colaboradores (descritos a partir de ahora como linfocitos T CD4),
representan un papel esencial en el mecanismo de respuesta inmunoldgica del
organismo, puesto que ejercen una funcién importante tanto en la generacion de
respuestas por los linfocitos T citotdxicos, de anticuerpos por parte de los linfocitos B, asi
como el reclutamiento de otras células del sistema inmune innato.

La activacion de los linfocitos T CD4 requiere la presencia de tres sefiales (figura 1):

1. Reconocimiento del antigeno. El linfocito T CD4 presenta en su
membrana un receptor (TCR), capaz de reconocer especificamente el
antigeno en forma de un péptido presentado por las moléculas del
complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II) presente en la
célula presentadora de antigeno (CPA) madura.

2. Moléculas coestimuladoras. Ademds del reconocimiento antigénico en la
CPA, la activacion de los linfocitos T requieren sefales coestimuladoras
mediadas por la interaccidn de una serie de receptores y sus ligandos,
presentes en ambas células participes (CD40 — CD40L; CD28 — B7-1/2).
Esta sefal se entiende como un mecanismo de seguridad, puesto que su
ausencia resultaria en una activacién ineficiente. Las CPAs proporcionan
la sefial coestimuladora a los linfocitos T una vez que se han activado
(maduracion) tras el reconocimiento de los patégenos o sefiales de




peligro mediante receptores especificos de patrones (PRR) tales como los
TLRs (receptores tipo Toll) y NLR (receptores tipo NOD).

3. Liberaciéon de citocinas, que no son responsables directas de la activacidon
de los linfocitos T CD4, sino que mas bien modulan Ia
diferenciacién/funcion de estos.

APC Figura 1. Tres tipos de seiales intervienen
en la activacion de células T (Murphy,
Travers and Walport, 2009). La unién del
MHC-II con el receptor de la célula T
constituye la primera sefial de activacion (1).
Para una activacién eficaz, se requiere que la
CPA envie una segunda sefial, conocida
como sefal coestimuladora, que garantiza
un mecanismo de seguridad en la activacién,
permitiendo una mayor supervivencia y
proliferaciéon de las células T (2). Finalmente,
se requiere una tercera senal (3), encargada
de otorgar diferentes funciones a los
linfocitos T CD4, a través de la presencia de
diferentes citocinas.

Células T

El conocimiento actual sobre la activacion y diferenciacion de los linfocitos T CD4
establece que existe un determinado numero de subtipos funcionales bien definidos,
caracterizados por la produccién y secrecién de patrones concretos de citocinas. La
diversidad funcional de linfocitos T CD4 es controlada en gran medida por las CPA, que
segun el estimulo microbiano que las activa van a secretar distintas citocinas. Estas
moléculas, bien directamente o promoviendo la produccién de otras citocinas en células
accesorias, establecen un ambiente de factores solubles concreto alrededor del linfocito T
CD4 que promueven su diferenciacion a través de la expresion de factores de
transcripcion especificos de linaje. De esta forma, la respuesta inmunolégica adaptativa
mediada por los linfocitos T CD4 se polariza de diversas maneras (figura 2), permitiendo
asi la respuesta mas eficaz al estimulo que la genera.

En la década de los 80, Mosmann y Coffman demuestran por primera vez la existencia de
diferentes subgrupos de linfocitos T CD4 (Mosmann et al., 1986). Este grupo de
investigadores propuso la existencia de dos subtipos distintos de células T CD4, los
linfocitos Tyl y los linfocitos T2, basandose en la produccién de distintos perfiles de
citocinas y el tipo de reacciones que provocaban. Mientras que el fenotipo Tyl mediaban
respuestas de inmunidad celular mediante la produccién de interferon gamma (INF-y) y
del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a); los linfocitos Ty2, a través de la secrecién de
IL-4, IL-5 e IL-13, mediaban respuestas de inmunidad humoral y contra pardsitos. Mas
tarde, a cada uno de estos subtipos se le asignd un papel patogénico: la alteracién de los
linfocitos Tyl mediaba enfermedades autoinmunes mientras que el mal funcionamiento
de los linfocitos Ty2 se asociaba con enfermedades alérgicas y asma.

Esta idea permanecio inalterable hasta el descubrimiento de nuevos perfiles de linfocitos
T CD4, asi como el conocimiento de las sefales necesarias para su diferenciacion y los
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mecanismos involucrados en el mismo. En este momento, ademas de conocer la
existencia de los linfocitos Tyl y Ty2, se han descubierto nuevos subtipos, tales como
Tul7, T49, Ty22, T reguladoras (Treg) y T foliculares (Tfy), los cuales describiremos a
continuacién a excepcién de la diferenciacion de los linfocitos Ty17, que veremos en un
capitulo posterior.

En la diferenciacion de los linfocitos Tyl, las principales citocinas implicadas son IL-12 e
IFN-y, mientras que el factor de transcripcidn especifico de linaje es T-bet. Se demostré
gue la presencia en el organismo de patégenos intracelulares induce la generacién por
parte de las CPA de IL-12, la cual actua a dos niveles:

e Por una parte, recluta células Natural Killer, que producen INF-y. Este, tras
unirse a su receptor en la célula T CD4+, activa al factor de transcripcién STAT-
1, que una vez induce la transcripcion de T-bet, pone en marcha todos los
mecanismos implicados en la diferenciacion.

e la induccidn de T-bet potencia la expresion de IFN-y asi como la transcripcion
de la cadena inducible del receptor de IL-12 (IL-12RB2), permitiendo asi la
unién de la IL-12 previamente generada por las CPA, lo que conlleva una mayor
produccién de IFN-y a través de la activacion del factor STAT4.

De esta forma, la activacién de los linfocitos Tyl va a generar la produccion de IFN-y y
TNF-a, los cuales facilitan el reclutamiento de macréfagos asi como el incremento de su
actividad microbicida.

La existencia de microbios extracelulares y helmintos intestinales en el organismo induce
la activacion y diferenciacion de los linfocitos T2, gracias a la presencia de IL-4 en el
medio y la activacién del factor de transcripcidn especifico de linaje, GATA3.

La expresidn de IL-4 por células accesorias, como los basoéfilos y eosindfilos, y su posterior
unién con su receptor en la célula T CD4, activa el factor STAT6, que tras migrar al nucleo
de la célula, pone en marcha los mecanismos diferenciadores del linfocito T42 tras la
activacion y transcripciéon de GATA3: induccidn de las citocinas IL-4, IL-5 e IL-13. Asi, la
produccidn de estas citocinas va a favorecer la proliferacién de células B y el cambio del
isotipo de la inmunoglobulina a IgE, el reclutamiento de eosindfilos y el aclaramiento
extracelular de pardasitos.

Durante el estudio de la diferenciacién del fenotipo T2 ante la presencia de helmintos
intestinales, se observd la expresion por parte de algunos de ellos de una nueva
interleucina, denominada IL-9 (Uyttenhove, Brombacher and Van Snick, 2010). M4s tarde,
se observé in vitro que la presencia conjunta en el medio de IL-4 y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-f3), dirigia la diferenciacion de los linfocitos T CD4
hacia un nuevo fenotipo productor principalmente de IL-9, ademas de pequenas
cantidades de IL-10 e IL-21, denominado linfocito Ty9. Actualmente, no se conoce el
factor de transcripcién especifico de la diferenciacion de los linfocitos Ty9 (se postula la
importancia de GATA3, IRF-4, BAFT y PU.1), aunque si se ha demostrado la activacidon
inicial del factor STAT6 inducido por la presencia de IL-4.



IL-9 ha demostrado un papel importante en el sistema inmune, puesto que promueve la
supervivencia y proliferacién de células T y mastocitos, asi como la modulacién de la
respuesta de las células B.

TGF- ha resultado ser una citocina esencial en la diferenciaciéon funcional de varios
subtipos de linfocitos T CD4, tales como T49, Treg y Th17.

Las células Treg presentan un papel importante en el mantenimiento de la tolerancia
periférica, siendo capaces de suprimir la funcién de otras células T efectoras asi como ser
capaces de inducir la liberaciéon de citocinas supresoras, tales como TGF-f e IL-10. La
poblacidon de células T reguladoras es heterogénea, y pueden ser divididas en células
originadas en el timo, denominadas células T reguladoras naturales (nTreg) y células T
reguladoras inducidas en la periferia o adaptativas (iTreg), aunque ambas expresen el
factor de transcripcion especifico.

Son las células T reguladoras inducidas en la periferia las que se activan y diferencian ante
la presencia en el medio de TGF-3 y la ausencia de otras citocinas proinflamatorias (ver en
mas detalle en la diferenciacion Ty17). Tras la union de TGF- con su receptor, se van a
activar diferentes proteinas intracelulares, conocidas como Smad, cuyo fin es la induccion
de FoxP3. En las células iTreg, ademas de TGF-3, es necesaria la presencia de IL-2, que a
través del factor STAT-5, induce la expresion de FoxP3.

Las células T CD4 son necesarias para el correcto funcionamiento de los linfocitos B y la
produccion de anticuerpos de alta afinidad gracias al desarrollo de los centros germinales
en los drganos linfoides secundarios. En los primeros estudios llevados a cabo a este
respecto, se pensod que este papel era llevado a cabo por los linfocitos Ty2 y su secrecion
principalmente de IL-4 e IL-10. No fue hasta finales del siglo XX donde se descubrié un
nuevo subtipo de linfocito T CD4 presente en el tejido linfoide de los humanos,
denominado linfocito T folicular (Tfy).

Los linfocitos Tfy constituyen un subgrupo celular implicado en la migracién de las células
B a las zonas foliculares de los centros germinales gracias a la expresion del receptor
CXCRS5, de IL-4 e IL-21. Su diferenciacidon se basa en la presencia de IL-6 e IL-21, capaces
de activar el factor STAT3, que tras migrar al nucleo va a iniciar la transcripcién de Bcl-6,
factor de transcripcion esencial en la generacién de células T foliculares.

Uno de los ultimos fenotipos de células T CD4 descritos ha sido la poblacién de linfocitos
Tu22, los cuales actuan gracias a la secrecién de IL-22, IL-13 y TNF-a. entre otros,
facilitando la reparacién de heridas asi como la proteccién frente a microorganismos en
las superficies epiteliales, tanto la piel como el tracto gastrointestinal. El mecanismo
molecular involucrado en la diferenciacién de las células Ty22 no estd completamente
esclarecido, si bien es cierto que la diferenciacion de los linfocitos Ty22 requiere la
activacion del factor de transcripcion AHR, lo cual ocurre en presencia de citocinas tales
como IL-6 y TNF-a..
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Figura 2. Diferenciacidn de las células Ty (Institut Pasteur of Shanghai Chinese Academy
of Sciences, 2010). El reconocimiento antigénico por parte de la inmunidad innata pone
en marcha los mecanismos necesarios para la diferenciacion de los linfocitos T CD4,
permitiendo asi una respuesta dirigida frente a un antigeno concreto a través de la
secrecion de citocinas. En la imagen aparecen los principales subtipos de linfocitos T CD4,
asi como las distintas senales implicadas y los patrones de secrecion de citocinas llevados
a cabo por cada uno de ellos.

2. La disregulacion de la diferenciacién conlleva patologia.

La funcién del sistema inmune es reconocer lo potencialmente dafiino para el organismo
con el fin de eliminarlo, mientras que a la vez debe ser capaz de reconocer e inactivarse
frente a lo propio. Estas funciones primordiales son llevadas a cabo a través de la
diferenciacién fenotipica de los linfocitos T CD4 y su posterior produccidn de citocinas. Sin
embargo, una alteracién en la diferenciacion de estas células puede inducir enfermedad.

Desde los primeros estudios que se llevaron a cabo en la diferenciacidn de los linfocitos T
CD4 (Mosmann and Cher, 1987), se vio que el fenotipo Tyl era indispensable en la
defensa frente a patégenos intracelulares asi como en respuestas de hipersensibilidad
retardada. No obstante, una respuesta incontrolada por parte de los linfocitos Ty1 contra
autoantigenos podia conducir a fendmenos de autoinmunidad, creyéndose ser éstos los
principales responsables de provocar esclerosis multiple (ver en posterior capitulo).
Respecto al fenotipo T42, se vio que siendo esenciales para la defensa de organismos
extracelulares, su alteracidon estaba asociada a la aparicién de alergias y enfermedades
atopicas.



Con el paso de los afos, se ha ido descubriendo no solo un mayor nimero de fenotipos
de células T CD4, sino también su capacidad de producir enfermedad.

El fenotipo de célula Ty mas implicada en enfermedades autoinmunes, tales como
esclerosis multiple, artritis reumatoide y lupus eritematoso sistémico, ha sido la célula
Ty17, de la cual hablaremos en sucesivos epigrafes. Sin embargo, no es el Unico subtipo
celular implicado en dichas enfermedades. Como hemos visto, la célula Ty1 fue desde un
principio la sefalada como responsable de inducir inmunidad organoespecifica; no
obstante, tras el descubrimiento de nuevas lineas celulares, se ha visto que fenotipos
como Ty9 y Ty22 se han asociado con la produccién de enfermedades autoinmunes,
aunque el papel de Ty9 en la produccién de enfermedades autoinmunes aun no estd bien
esclarecido. La relacién de las células T reguladoras con la produccion de enfermedades
autoinmunes lo veremos en relacién con las células Ty17.

Il. DIFERENCIACION FUNCIONAL DE LOS LINFOCITOS Ty17

1. Descubrimiento de un nuevo fenotipo celular: células Ty17.

La demostracién de la existencia de distintos subtipos funcionales de linfocitos T CD4
(Mosmann et al., 1986), supuso una revolucién en el conocimiento del funcionamiento de
la respuesta inmune adaptativa. Estas nuevas subpoblaciones, conocidas como linfocitos
Tyl y Th2, mediaban las respuestas de inmunidad celular y humoral, respectivamente, a
través de la secrecion de distintos perfiles de citocinas (Tyl secretaba IFN-y y TNF-q,
mientras que Ty2 IL-4, IL-5 e IL-13). Mas tarde, se comprobd la participacion de estos
subtipos celulares en distintas patologias: Tyl interviene en enfermedades autoinmunes,
mientras que T2 se asocia a enfermedades alérgicas y asma.

La observacion de una aumentada prevalencia de células T productoras de IFN-y en
enfermedades autoinmunes, como en los modelos animales de esclerosis multiple
mediante la induccidon de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), fomentd la
hipdtesis de la relevancia de las células Tyl en la patogénesis e induccién de dichas
enfermedades. Apoyando esta teoria, aparecieron estudios demostrando una resistencia
a la EAE en ratones deficientes en el factor STAT4 (Chitnis et al.,, 2001) y de forma
homocigota en el factor de transcripcion T-bet (Bettelli et al., 2004); ademas de una
exacerbacion de los sintomas y signos tras la administracion de IFN-y en pacientes con
esclerosis multiple (Panitch et al., 1987). Con este respaldo cientifico, el eje IL-12/Ty1/IFN-
v cobré un papel esencial en la patogénesis de la EAE/esclerosis multiple.

Hoy dia, la teoria de la participacion de las células Tyl en el inicio de la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes ha sido desestimada debido a la aparicion de diversos
estudios, entre los cuales resefiamos los mas importantes:

e A finales del siglo XX, aparecieron los primeros estudios que sefialaban
incongruencias en la participacion de las células Tyl, puesto que animales
deficientes en la citocina IFN-y no demostraron ser resistentes, sino
susceptibles al desarrollo de enfermedades autoinmunes, incluyendo EAE
(Ferber, Brocke and Taylor-Edwards, 1996), uveitis experimental autoinmune



(Jones, Rizzo and Agarwal, 1997) y artritis inducida por coldgeno (CIA) (Matthys
et al., 1998).

e Una de las lineas de evidencia que desestima la teoria de la implicacion de las
células Tyl en la patogénesis de las enfermedades autoinmunes aparece con el
estudio de la citocina IL-12, la cual, conformada por un heterodimero de las
subunidades IL-12p40 e IL-12p35, promueve el desarrollo de las células Tyl y la
expresion de IFN-y (Seder et al., 1993; Trinchieri, 1995).

El estudio con ratones deficientes en las diferentes subunidades de la citocina
IL-12 mostré resultados antagdnicos: mientras que la deficiencia en la
subunidad IL-12p40 presentaba una resistencia al desarrollo de la EAE; la
ausencia de la subunidad IL-12p35 manifestaba una mayor susceptibilidad al
desarrollo de dicha enfermedad. Este hecho permanecio indescifrable hasta el
descubrimiento de una nueva citocina, la IL-23, la cual, estd compuesta por la
subunidad p40, compartida con la IL-12, y subunidad p19, especifica de esta
citocina (Oppmann et al., 2000). Como cabria esperar, los ratones deficientes
en la subunidad p19 mostraron una resistencia en el desarrollo de la EAE (Cua
etal., 2003).

Con todo esto, se concluyd que un mecanismo inmune independiente de la citocina IL-12
y la célula Ty1 debia ser el responsable de la autoinmunidad mediada por células T CD4.
Posteriormente, se observd que IL-23 participaba en la diferenciacion de una
subpoblacién de linfocitos Ty productores de IL-17, que ya habia sido asociada afios antes
con reacciones de hipersensibilidad retardada y autoinmunidad (Langrish et al., 2005).
Este subtipo funcional de linfocitos Ty productores de IL-17 se denominaran linfocitos
Tul7.

2. Mecanismo de diferenciacion de las células T417. Papel en la respuesta inmune.

En 2005, dos grupos proporcionan la primera evidencia de la existencia de un nuevo
subtipo de linfocito T CD4 productor de la citocina IL-17, cuyo mecanismo de generacién
es independiente de las citocinas y factores de transcripcion necesarios en la
diferenciacién de Tyl y T2, denominado posteriormente linfocito Ty17 (Harrington et al.,
2005; Park et al., 2005).

Diferentes estudios nos ha permitido conocer el mecanismo de diferenciaciéon de las
células Tyl7. En presencia de hongos y bacterias extracelulares, se pone en marcha el
proceso de diferenciacion, el cual se desarrolla en tres fases (figura 3): diferenciacion,
amplificacidn y estabilizacion.

1. Diferenciacion inducida por TGF-1 e IL-6. TGF-B se postulé como la citocina
esencial en la diferenciacién de dos subtipos celulares antagénicos, las células
Tul7 y las células Treg (figura 4).

La presencia de TGF-f en altas concentraciones y en ausencia de otras citocinas
proinflamatorias, dirige el proceso de diferenciacién hacia el linaje Treg, a
través de la induccion del factor de transcripcion FoxP3 (Chen, Hardegen and



Al., 2003; Zhou, Lopes and Chong, 2008). No obstante, la existencia de bajas
concentraciones de dicha citocina y la presencia de IL-6 en el medio debido a
infeccion, inflamacion o dafio, inhibe la inducciéon de FoxP3 y simultdneamente
induce la diferenciacidn fenotipica hacia el subtipo celular T417. Este proceso es
llevado a cabo tras la activaciéon del factor STAT3 por parte de IL-6 e IL-21,
mientras que TGF-B1 actua de forma indirecta, puesto que no es activador de
dicho factor, sino potenciador de su activacion, si bien este hecho no esta
claramente dilucidado. La activacidon de STAT3 induce la activacién del factor
transcripcidon especifico de linaje T417, RORyt (lvanov, McKenzie and Zhou,
2006; Yang, Pappu and Nurieva, 2008), que junto a la activacién de RORaq,
dirige la diferenciacion Ty17 (la ausencia de dichos factores de transcripcién
suspende el desarrollo de células Ty17); ademas, STAT3 estimula la produccion
de IL-21 y el aumento de expresion del receptor de IL-23 (IL-23R) (Bettelli,
Carrier and Gao, 2006; Veldhoen, Hocking, Atkins, et al., 2006; Zhou, Lopes and
Chong, 2008), necesarios para las siguientes etapas de la diferenciacién.

2. Amplificacion de la seial por IL-21. Mientras que el mecanismo de
diferenciacién de los subtipos Tyl y T42 incluye la amplificacién de los mismos
gracias a la actuacion de sus propias citocinas, IFNy e IL-4, respectivamente, la
principal citocina producida por las células Tyl7, IL-17, no es capaz de
amplificar su diferenciacién. Este paso es llevado a cabo por IL-21, producida en
la primera etapa de la diferenciacion fenotipica gracias a la presencia de TGF-B
e IL-6. En este momento de la distincién fenotipica, IL-21 colabora tanto con
TGF-B1 para amplificar la sefial de diferenciacion, como con IL-6 para la
induccién de la expresion de IL-23R. De este modo, IL-21 no solo ayuda a la
amplificacion de la diferenciacion Ty17, sino que ademas ayuda a las células
Tu17 a alcanzar un fenotipo Ty17 maduro.

3. Estabilizacion de la seilial mediada por IL-23. La presencia de IL-6 e IL-21
favorecen la expresion de la cadena IL-23p19 en la superficie de la célula T417
inmadura, que junto a la cadena IL-12p40, conforman el receptor de IL-23. La
presencia de IL-23, producida principalmente por las APC, es necesaria para la
expansion y mantenimiento de la poblaciéon Ty17 (Yang, Pappu and Nurieva,
2008).

Recientes estudios han observado la capacidad de diferenciaciéon de células T CD4 naive
de ratones a células Ty17 en ausencia de TGF-B1, siendo las células resultantes mds
proclives a la induccion de inflamacidn tisular autoinmune. Por una parte, se observé que
ni la presencia exclusiva de IL-6 o IL-23 son capaces de generar una senal Tyl7, sin
embargo, la combinacién de dichas citocinas junto a IL-1B es capaz de dirigir la
diferenciacién fenotipica hacia Ty1l7 en ausencia de TGF-B. Asi mismo, la diferenciacién
Tul7 puede ser ejecutada gracias a la combinacidon de TGF-B3 e IL-6 (Ghoreschi et al.,
2010; Lee et al., 2012). El descubrimiento de estos diferentes patrones de citocinas
involucradas en la diferenciacién fenotipica de Ty17, sugiere la existencia de diferentes
subtipos de células Ty17.
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Figura 3. Papel secuencial de las citocinas implicadas en la diferenciacion fenotipica de
Tul7 (figura modificada de (Bettelli, Korn and Kuchroo, 2007)). IL-6 es la citocina
responsable de iniciar el programa de diferenciacién del fenotipo Ty17, debido a que su
presencia en el medio junto TGF-B, activa el factor de transcripcidn intracelular STAT3,
permitiendo asi la induccion de IL-21. IL-21, estimula su propia produccién de una forma
autocrina a través de STAT3, y ademas, permite la activacién de la expresion de IL-23R
junto con IL-6, proceso dependiente de STAT3 y RORyt. Una vez la célula T expresa IL-23R,
IL-23 puede unirse a su receptor, facilitando asi la induccion de RORyt, lo que permitira
aumentar la expresion de IL-23R. Todas las vias de las citocinas involucradas en la
diferenciacién de la célula T417 resultan en una regulacion positiva de la expresion de
RORyt (factor de regulaciéon maestro de la diferenciacién Ty17), ademas de la activacion
de STAT3, el cual se une de forma directa a los promotores de IL-17 e IL-21.
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Figura 4. Modelo de la diferenciacion de las células Ty17 y Treg (Weaver et al., 2007). La
diferenciacidn de las células Ty17 y Treg tienen un requisito comun, la presencia de TGF-3
en el medio; no obstante, su diferenciacién fenotipica variara segun la presencia o no de
determinadas sustancias. La interaccion de una célula T naive junto a una APC inmadura
ante la presencia de patdgenos, tales como bacterias y hongos, induce la diferenciacidon
fenotipica hacia Treg gracias a la expresion de FoxP3 en presencia de TGF-B. Sin embargo,
si esta misma presentacion se realiza en presencia de una APC madura, esta es capaz de
producir IL-6, que junto a TGF-B, induce la expresion de RORyt y del receptor de IL23,
permitiendo asi la diferenciacion hacia un linaje T4l7 y la expresion de sus citocinas
caracteristicas.

La diferenciacion funcional de las células Ty1l7 va a ocurrir predominantemente en la
lamina propia del tracto gastrointestinal, donde se van a poner en contacto células de la
respuesta inmune con bacterias extracelulares y hongos, preferentemente. Ademas, se
ha observado la presencia de esta subpoblacién linfocitica en otros lugares del organismo,
tales como la via aérea, los pulmones y la piel. Ante estos estimulos, la célula Ty17
diferenciada se va a caracterizar por la produccidon de citocinas proinflamatorias,
incluyendo las citocinas IL-17, IL-21 e IL-22:

e Dentro de la familia de las citocinas IL-17, IL-17A (conocida como IL-17), es la
citocina caracteristica de las células Ty17, descubierta en 1993 como una
nueva citocina clonada a partir de linfocitos T citotdxicos activados, siendo
denominada CTLAS8 (Rouvier et al., 1993). A partir de este descubrimiento, un
total de seis miembros de la familia fueron descubiertos y nombrados IL-17A,
IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E (también denominada IL-25) e IL-17F.

11



La produccion de esta familia de citocinas es llevada a cabo principalmente
por los linfocitos Ty17, aunque se va observado su expresion en otras células
de la respuesta inmune, entre ellas las células ¥3, las células NK y los
macroéfagos.

Hasta la fecha, la mayoria de estudios se han centrado en tres citocinas de
esta familia: IL-17A, IL-17E e IL-17F. La principal funcién de estas tres
moléculas es la quimiotaxis de diferentes tipos celulares a través de la
induccién de otras citocinas y quimiocinas. Mientras que IL-17E induce la
expresion de citocinas del fenotipo Ty2 jugando un papel en las respuestas
alérgicas tipo Ty2; IL-17A e IL-17F realizan una funcién similar, puesto que su
actuacién la realizan a través de un mismo receptor, IL17RA. Tanto IL-17A
como IL-17F, tienen propiedades proinflamatorias:

— Induce la expresion de citocinas (como IL-6, IL-1B y TNFa) vy
qguimiocinas (factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF)
(Matthys et al., 1998)(Parsonage et al., 2008), CXCL1, CXCL2 y
CXCL5), capaces de atraer y activar a células polimorfonucleares.
Otras quimiocinas capaces de ser activadas por IL-17 son las
responsables de la atraccion de linfocitos, células dendriticas y otras
células del sistema inmune (CXCL9, CXCL10 y CCL20).

— La regulacién de la liberacion de péptidos antimicrobianos, capaces
de eliminar los microorganismos invasores, esta fuertemente
influencia por IL-17. Adema3s, algunas de las quimiocinas activadas
por IL-17, como CCL20, son capaces de mostrar una actividad
antimicrobiana (Yang et al., 2003; Kolls, McCray and Chan, 2008).

Por otra parte, IL-17 ejerce otras funciones no inflamatorias, como son el
mantenimiento de la integridad de la pared celular regulando las uniones
estrechas de las células epiteliales, con el fin de conservar la funcionalidad de
la barrera e impedir la entrada del contenido luminal intestinal y los
microorganismos comensales; y por otra parte, media la formacién de tejidos
linfoides secundarios tras una infeccién local (Rangel-Moreno et al., 2011)
(figura 5).

IL-22 es una citocina perteneciente a la familia de IL-10, con capacidad para
inducir la expresién de péptidos antimicrobianos en el intestino e incrementar
la proliferaciéon de las células del epitelio intestinal ante la presencia de
patégenos, con el fin de ayudar a prevenir el dafio tisular asi como su
reparacion. No obstante, aunque su papel en estos casos sirve para controlar
una excesiva inflamacién, se ha comprobado que también posee un efecto
pro-inflamatorio en diferentes enfermedades (ejemplos de ello son la
psoriasis, artritis reumatoide y la enfermedad inflamatoria intestinal, entre
otras). Quizds este papel proinflamatorio de IL-22 esté en relacién con su
regulacién por parte de IL-23 (Liang et al., 2006).
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e |L-21, ademas de ser una citocina amplificadora de la diferenciacién de los
linfocitos Ty17, tiene funciones pleitrépicas, entre las que se encuentran la
activacion de las células T, la inducciéon de la diferenciacion de las células B a
células plasmaticas y memoria y la activacion de las células NK (Leonard and

Spolski, 2005; Korn, Bettelli, et al., 2007).
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3. La implicacidon de las células T417 en patologia.

Figura 5. IL-17 es esencial en el
mantenimiento de la integridad
de la mucosa y la inmuno-
vigilancia. Las células Ty17
ejercen un papel importante en el
mantenimiento de la integridad
de la barrera mucosa
principalmente a través de su
citoquina efectora, IL-17, aunque
también a través de IL-22. A su
vez, IL-17 realiza funciones clave
en la vigilancia de las mucosas,
como son (1) la regulacién de la
expresion de uniones estrechas,
(2) la inducciéon de péptidos
antimicrobianos y (3) la
liberaciones de  quimiocinas
capaces de atraer PMN (Abusleme
and Moutsopoulos, 2016)

Inicialmente, las células Tyl se consideraron primordiales en la patogénesis de las
enfermedades autoinmunes, hecho basado en la observacién de que las células Tyl
predominaban en los lugares de inflamaciéon durante las enfermedades autoinmunes.
Tras el descubrimiento de los linfocitos Ty17 y su relacién con IL-23, se concluyé que las
células Ty17 no solo tienen un papel importante en la defensa del organismo frente a
infecciones, si no que se ha comprobado su importancia tanto en la induccién vy
propagacion de la autoinmunidad en modelos animales asi como en enfermedades
autoinmunes humanas, tales como la psoriasis, enfermedad inflamatoria intestinal,
artritis reumatoide, diabetes tipo 1 y esclerosis multiple (Zenobia and Hajishengallis,

2000; Gaffen et al., 2014).

La importancia de los linfocitos T417 en enfermedades autoinmunes fue demostrada en
estudios llevados a cabo en ratones, donde la pérdida de IL-17A, IL-17F o sus receptores,
bien de forma aislada o en combinacidon, les hacia resistentes al desarrollo de
enfermedades autoinmunes, entre las que se incluye EAE y CIA (Nakae et al., 2003;

Komiyama et al., 2006)
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Ademds de su papel en la induccién de enfermedades autoinmunes en modelos
experimentales, tanto las células T417 como IL-17 han sido implicadas en enfermedades
autoinmunes e inflamatorias en humanos:

» Las células Tyl7 infiltran con una alta frecuencia las articulaciones afectas en
pacientes con artritis reumatoide; ademas, IL-17 activa osteoclastos que inducen
una mayor reabsorcion y erosién ésea (Miossec, Korn and Kuchroo, 2009).

» IL-17 ha sido identificada en lesiones de diversas enfermedades, tales como
psoriasis, sindrome de Sjogren, enfermedad inflamatoria intestinal y esclerosis
multiple (Teunissen et al., 1998; Kotake et al., 1999; Lock et al., 2002; Fujino et al.,
2003).

» En las enfermedades autoinmunes del sistema nervioso central, las células Ty17
constituyen el subtipo celular T patogénico capaz de atravesar la barrera
hematoencefilica (BHE) (Kebir et al., 2007).

Asimismo, otros datos que avalan la relacion entre el fenotipo Ty17 y la induccion de
enfermedades autoinmunes e inflamatorias son los estudios genéticos en enfermedades
autoinmunes humanas. Estudios de asociacién del genoma completo (GWAS), revelaron
un aumento de la susceptibilidad a enfermedades autoinmunes, como psoriasis, artritis
psoridsica, espondilitis anquilosante, enfermedad de Crohn y esclerosis multiple en
aquellas personas que presentaban polimorfismos del receptor de IL-23 (Duerr et al.,
2006; Control et al., 2007; Liu et al., 2008).

La importancia de la participacion de las células Ty17 en la patologia autoinmune, y en
este caso, en el desarrollo de la esclerosis multiple/EAE, ha fomentado una gran
investigacion cientifica acerca del proceso patogénico de dichas células, asi como posibles
vias de actuacion que puedan frenar el proceso. De estas cuestiones hablaremos en el
préximo capitulo.

4. Plasticidad de la respuesta inmune.

En la década de 1980, se aceptd que la diferenciacion de los linfocitos T CD4 hacia las
subpoblaciones Tyl y Ty2 era un fendmeno irreversible y que estas poblaciones eran
fenotipica y funcionalmente estables. Este concepto se mantuvo inicialmente tras el
descubrimiento de nuevas poblaciones de Ty. Sin embargo, son multiples las evidencias
gue muestran que las poblaciones Ty son de hecho tremendamente pldsticas (Zhou,
Chong and Littman, 2009; O’Shea and Paul, 2010). Ejemplos de esto lo encontramos en:

e |L-10 se pensd que era una citocina expresada por Ty2. No obstante, se ha
demostrado su produccién en distintos fenotipos, tales como Ty1, Tregy Tyl7. Lo
mismo ocurre con la produccidn de IL-9, que aunque en su origen era expresada
por T2, posteriormente se ha observado su expresion en células Ty17 y Tp9.

e Las células Ty17 pueden adquirir el potencial de expresar simultaneamente IFN-y
e IL-17, especialmente in vivo (Wilson et al., 2007), incluso se ha observado la
capacidad de las células Tyl7 de apagar la produccién de su citocina
caracteristica y convertirse en células productoras de IFN-y (Shi et al., 2008; Lee,
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Turner, et al., 2009). Mientras que IL-22 ha sido una citocina caracteristica de la
diferenciacién Ty17, en los ultimos afios se ha comprobado la existencia de un
subtipo celular capaz de generar IL-22 pero no IL-17 (Duhen et al., 2009; Trifari et
al., 2009).

e Aunque no se ha demostrado la conversién del fenotipo Tyl a Ty17, bajo unas
circunstancias adecuadas, las células Ty1 puede llegar a expresar IL-23.

Otro de los grandes descubrimientos en torno a la diferenciacién de las células T CD4 es la
capacidad de éstas de expresar mas de un factor de transcripcién especifico de linaje
(O’Shea and Paul, 2010). Un ejemplo de este proceso es el descubrimiento de la
capacidad de las células FoxP3+ Treg pueden expresar T-bet, Gata3, RORyt y Bcl6:

»

»

»

»

La presencia de IFN-y en el medio, hace que algunas de las células Treg
expresen el factor de transcripcién T-bet, promoviendo asi la presencia de
estas células en lugares de inflamacion (Koch et al., 2009).

La expresion del factor de transcripcion GATA3 en células Treg se produce en
aquellos lugares del organismo que actian como barrera, como el tracto
gastrointestinal y la piel. No obstante, su producciéon también es estimulada
en presencia de IL-2 (Wang, Su and Wan, 2011; Wohlfert et al., 2011). La
expresion de estas células es necesaria durante la respuesta inflamatoria
donde se mantiene la expresion de FoxP3 y se limita la conversion de las
células Treg en otro fenotipo T efector.

Un numero considerable de células T CD4 son capaces de expresar
simultdaneamente FoxP3 y RORyt. La diferenciacion hacia un subtipo celular u
otro se efectuara segun el ambiente de citocinas presente en dicho momento
(Lee, Mukasa, et al., 2009): la presencia de concentraciones elevadas de TGF-
B canalizard el proceso de diferenciaciéon hacia Treg, mientras que bajos
niveles de TGF-B junto a la presencia de citocinas proinflamatorias, como IL-
6, IL-21 e IL-23, promueven la inducciéon de RORyt y la diferenciacion al
fenotipo Ty17.

Las células FoxP3 pueden adquirir el fenotipo de células T foliculares en las
placas de Peyer del intestino, gracias a la expresion del factor de
transcripcioén Bcl6 (Chung et al., 2011).

En su conjunto, estos datos aportados sobre la diferenciaciéon de las células T CD4 ha
provocado la aparicidon de un nuevo concepto, la plasticidad celular, entendido como la
capacidad de un linfocito T CD4 de adquirir las caracteristicas de algunos subtipos de
células T CD4 simultdaneamente o en momentos diferentes durante su ciclo de vida. Esta
nueva propiedad de las células T CD4 parece contribuir tanto a la defensa inmune del
organismo frente a microorganismos, asi como jugar un papel importante en el desarrollo
de autoinmunidad.
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ll. PAPEL DEL SISTEMA INMUNE EN LA ESCLEROSIS MULTIPLE

Las respuestas inmunes contra los antigenos propios del sistema nervioso central (SNC)
son el fundamento de varias enfermedades, como la esclerosis multiple (EM), la
neuromielitis optica y la encefalomielitis aguda diseminada. La EM es una enfermedad
cronica, desmielinizante, inflamatoria y degenerativa del SNC que afecta
aproximadamente a 2-2.5 millones de personas en todo el mundo y que conduce a una
discapacidad progresiva crénica en la mayoria de los casos (Milo and Kahana, 2010). La
EM es una enfermedad heterogénea, tanto clinica como histopatolégicamente,
sugiriendo la participacion de diferentes células efectoras y mecanismos moleculares en
la induccién de la destruccidn tisular (Lucchinetti et al., 2000). Entre las formas clinicas de
la EM encontramos:

e La forma recurrente — remitente en un 80-85% de los casos los pacientes,
caracterizada por episodios recurrentes vy transitorios de discapacidad,
incluyendo pérdida de visién, equilibrio y movilidad; asi como por sintomas
sensitivos dolorosos.

e De los pacientes que padecen una forma clinica recurrente — remitente, al cabo
de 10 — 15 afios, la mitad de ellos van a empezar a progresar de una forma
continua mas o menos rapida, conocida como forma secundaria progresiva.

e Una proporcion no desdefiable de pacientes con EM experimentara una
progresion constante de la enfermedad (forma primaria progresiva), lo que
conducird a fatiga extrema, deterioro de la cognicidon y paralisis.

La EM tiene enormes cargas, tanto fisicas como psicosociales y econémicas, no sdélo para
los pacientes, sino también para sus familias, puesto que el debut de esta enfermedad se
encuentra entre la segunda y tercera década de la vida.

A dia de hoy, la etiologia de esta enfermedad incapacitante sigue sin conocerse. Sin
embargo, es indudable que tanto los factores genéticos como ambientales (y quizds
infecciones), juegan un papel importante en el desarrollo de la enfermedad (Martin,
McFarland and McFarlin, 1992; Sadovnick and Ebers, 1993). La presencia de infiltrados de
células mononucleares perivasculares y desmielinizacidn en las lesiones cerebrales tanto
de pacientes con EM como de modelos animales, han llevado la hipétesis, generalmente
aceptada, de que la enfermedad estda mediada inmunolégicamente por células T
patogénicas frente a antigenos de la mielina (Compston and Coles, 2008).

En este capitulo, se recogen las principales evidencias de la hipdtesis autoinmune de la
EM, tanto en los distintos modelos animales de la enfermedad, como aquellos hallazgos
encontrados en los seres humanos.

1. Modelo animal para comprender la EM: EAE.

El avance en el desarrollo de la hipétesis inmunoldgica en la EM se ha debido a los
estudios llevados a cabo en modelos animales capaces de simular tanto las caracteristicas
clinicas como histopatoldgicas de la inflamacidn desmielinizante del SNC. El modelo
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animal preferido de la EM es la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), capaz
de imitar varios aspectos de la EM humana (Gold, Linington and Lassmann, 2006), lo que
ha permitido proponer una teoria inmunoldgica comun a ambas enfermedades, donde la
presencia de células T CD4 reactivas especificas del SNC desencadenan una cascada de
eventos dando lugar a inflamacidn, desmielinizacion y finalmente neurodegeneracion
(Martin and McFarland, 1995).

Aunque la EAE presenta ciertas limitaciones como modelo de la EM (diferencias entre
especies, modo de desarrollo de la enfermedad, variabilidad de manifestaciones tanto
clinicas como patoldgicas, etc...), ésta se considera una herramienta inestimable para
comprender la fisiopatologia de la enfermedad, si bien es cierto que a dia de hoy no
existe un modelo Unico que abarque el espectro completo de la EM.

De una forma histodrica, la EAE puede inducirse en ratones con diferentes antecedentes
genéticos, tales como SIL/J, C57BL/6 y NOD, ya sea mediante inmunizacidn activa con
proteina o péptido, o mediante transferencia pasiva de células T encefalitogénicas. En los
ultimos afios han surgido nuevos modelos, entre los que destaca el modelo espontaneo
de EAE. En todos ellos, el fenotipo clinico resultante de la EAE depende principalmente de
la fuente de antigeno y del trasfondo genético de la especie y cepa animal. La EAE ha sido
inducida en numerosas cepas de animales susceptibles, sin embargo, desde mediados de
los afios 60 se ha priorizado el empleo de ratones y ratas para evaluar tanto la EAE
recurrente-remitente como la crdénica progresiva, en parte debido a la disponibilidad de
diferentes cepas genéticas de dichos animales.

La EAE fue inducida por primera vez, aunque de forma involuntaria, en seres humanos
tras la administracién de una vacuna antirrabica creada por Louis Pasteur en la década de
1880 (Stuart and Krikorian, 1928), en forma de un trastorno neuroparalitico agudo
conocido como encefalomielitis diseminada aguda. El hecho de que dicha vacuna
consistiera en el virus de la rabia inactivado cultivado en tejido del SNC de conejos
infectados y que la clinica que presentaban los pacientes no concordase con las
manifestaciones tipicas de la rabia, llevo al planteamiento de que esa clinica incapacitante
qgue presentaban los pacientes tras la administracidon de la vacuna, pudiera ser causada
por componentes del SNC del conejo que hubiesen contaminado la vacuna.
Posteriormente, se demostré que este trastorno post-vacunacion antirrdbica estaba
asociado con componentes de la médula espinal presentes en el indculo, principalmente
con la proteina basica de la mielina (MBP), que a principios de la década de 1960 se
demostrd su capacidad encefalitogénica (Laatsch et al., 1962). Los numerosos estudios
realizados con la MBP han contribuido inmensamente a la compresién que hoy dia
tenemos sobre la patogénesis de la EM, tal y como se expone a continuacion.

El primer estudio experimental que reprodujo la EAE en animales fue llevado a cabo por
Levine y Sowinski (Levine and Sowinski, 1973), tras la inmunizaciéon con tejido neural
completo. Posteriormente, se observd la induccidn de la EAE tras la inmunizacidon con
MBP en diferentes cepas de ratones (Bernard and Carnegie, 1975; Pettinelli et al., 1982) y
se demostré que un péptido derivado del extremo N-terminal acetilado de MBP era
suficiente para inducir EAE (Zamvil et al., 1986). Estos resultados plantearon a la MBP
como el unico antigeno encefalitogénico en la EM y por consiguiente, a la EM _como
enfermedad autoinmune del SNC dirigida contra la MBP.
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A principios de los afios 80, Ben-Nun et al. describieron la primera seleccién ex vivo de
células T patogénicas reactivas a MBP procedentes de nédulos linfaticos de ratas
previamente inmunizadas y su posterior expansién in vitro, dando como resultado lineas
de células T CD4 con reactividad exclusiva frente a MBP, y su capacidad encefalitogénica
de provocar una EAE aguda con pardlisis ascendente caudo-rostral severa (Ben-Nun,
Wekerle and Cohen, 1981a, 1981b) tras su inyeccidon en ratas singénicas naive, previa
activacion por su antigeno especifico (Naparstek et al., 1983). Estos hallazgos indicaron
por primera vez que las células T CD4 reactivas a antigenos del SNC por si solas, tras su
activacion, eran suficientes para iniciar el desarrollo de una enfermedad en modelos
animales con una clinica y patologia similar a la EM, lo que supuso un respaldo en la

hipétesis de la implicacién de células T especificas del SNC en la patogénesis de la EM, y
por tanto, el apoyo de la teoria inmunoldgica de la EM.

Otro hallazgo importante en estos estudios fue la demostracion de la capacidad de
seleccion de células T potencialmente patogénicas especificas de MBP de ratones naive
(Schluesener and Wekerle, 1985), que tras su activacion, podian inducir el desarrollo de
EAE en receptores singénicos naive. Estos hallazgos, apoyaron el concepto de la presencia

de clones de células T autoinmunes guiescentes potencialmente patdégenos en el Si
normal, que tras su activacion aberrante inducen enfermedades autoinmunes.

Durante muchos afios, la existencia de distintos componentes de la mielina con capacidad
encefalitogénica, como la proteina proteolipidica (PLP) (Waksman et al., 1954), se
consideraban contaminaciones con MBP, siendo ésta considerada como Unica proteina
del SNC encefalitogénica y Unica diana de la EM. A mediados de los afios 80, se demostré
la capacidad encefalitogénica de PLP purificada (Williams et al., 1982; Sobel, van der Veen
and Lees, 1986), aunque dicha capacidad fue finalmente reconocida cuando se
consiguieron aislar células T reactivas frente a PLP que no mostraban reactividad cruzada
con MBP (Satoh et al, 1987). Posteriormente, la identificacion del epitopo
inmunodominante de PLP, PLP139.151, demostré su capacidad encefalitogénica en ratones
(Tuohy et al., 1988). La inmunizacion activa de ratones con PLPj39.151 0 mediante
transferencia pasiva de células T CD4 inmunizadas frente a PLP139.151 inducia un curso de
la enfermedad recurrente — remitente, utilizado de manera rutinaria como un modelo
experimental de enfermedad recurrente — remitente tipo EM.

Aunque la investigacion sobre MBP y PLP como antigenos diana de la EM aportd una gran
informacién, diferentes estudios demostraban que una proporcién significativa de
pacientes con EM no exhibian reactividad frente a los mismos. Esto condujo a una fase de
investigacion, en donde se examinaron diferentes antigenos mielinicos y no mielinicos del
SNC en su posible papel en la iniciacién de la EM. Finalmente, ademas de MBP y PLP,
hasta el momento sélo MOG (glicoproteina de la mielina del oligodendrocito), MOBP
(proteina mielinica basica asociada a oligodendrocitos) y OSP/claudin-11 han demostrado
causar una EAE en animales de laboratorio (Kaye et al., 2000; Zhong et al., 2000) siendo
antigenos diana de células T autoinmunes en pacientes con EM (Kerlero de Rosbo et al.,
1993; Holz et al., 2000; Vu et al., 2001), y por lo tanto pueden considerarse como
antigenos diana primarios en la EM.

De los antigenos del SNC mas recientemente definidos en la EM, MOG ha sobresalido
como uno de los mas importantes. La importancia MOG en la patogénesis de la EM,
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aparece tras el estudio de la respuesta proliferativa de células T a MBP, PLP, MAG y MOG
(Kerlero de Rosbo et al., 1993), con el fin de evaluar la contribucion relativa de cada uno
de los antigenos a la autorreactividad de las células T. Los resultados mostraron una
reactividad de células T predominantemente frente a MOG. Subsiguientes estudios
corroboraron la respuesta predominante a MOG en la EM (Wallstrom et al., 1998; Saez-
Torres et al., 2002). Se definieron regiones de MOG que contenian epitopos para las
células T, y uno de ellos, MOGss 55, se establecié como epitopo encefalitogénico, siendo el
causante del desarrollo de una EAE crdnica recurrente, con una expresion y progresion
del deterioro neurolédgico impredecibles (Kerlero de Rosbo, Mendel and Ben-Nun, 1995),
recordando mads a la EM que la paralisis ascendente caudo-rostral observada en la EAE
inducida por MBP o PLP.

El aislamiento de células T CD4 encefalitogénicas y su propagacion abrié el camino a
estudios detallados sobre el comportamiento de los linfocitos autoinmunes en el
desarrollo de la EAE (figura 6) (Legroux and Arbour, 2015). Mientras que las células T CD4
reactivas contra Ag especificos del SNC se encuentran de forma habitual en la poblacién
sana, se desconoce el mecanismo por el cual se activan y dirigen al SNC. Una de las
teorias propuestas incluye la activacion de dichas células en los ganglios linfaticos, debido
a la presencia en éstos de células APC maduras procedentes del SNC. Mientras que el
encéfalo y la médula espinal no contienen canales linfaticos definidos, el drenaje linfatico
del SNC ocurre a través de la via rostral migratoria hacia los ganglios linfaticos cervicales.
Esta via seria la utilizada por las APC para alcanzar dichos lugares desde el SNC y asi poder
interaccionar con los linfocitos T reactivos. Una vez se ha producido la interaccion APC —
linfocito T CD4, se produce su activacion y expansion clonal. Posteriormente, estos
linfocitos T CD4 activados van a pasar al torrente sanguineo, donde modificaran su
fenotipo, aumentando la expresién de receptores de quimiocinas, moléculas de adhesion,
integrinas, metaloproteinasas de la matriz y especies reactivas de oxigeno que le permite
la adhesién al endotelio de la BHE y su extravasacidén al SNC. Una vez han atravesado la
barrera, estas células T CD4 se van a reactivar tras su interacciéon con APC maduras
presentes en el medio (fundamentalmente la microglia y quizad los astrocitos por su
capacidad de expresar MHC-II). Esta reactivacion, genera una serie de acontecimientos
mediados tanto por citoquinas proinflamatorias, quimiocinas y que dafian las estructuras
nerviosas (oligodendrocitos/mielina y axones/neuronas). Este dafio causado, va a
potenciar la liberacion de Ag del SNC adicionales, que pueden ser fagocitados vy
presentados a nuevas oleadas de linfocitos T CD4 especificos del SNC.
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Figura 6. Activacion y funciones de los linfocitos T en la patogénesis de la EM y EAE
(Legroux and Arbour, 2015). Antigenos solubles del SNC o las APC maduras que han
fagocitado Ag neuronales o mielina son capaces de viajar desde el SNC hasta nddulos
linfaticos, donde activan linfocitos T reactivos. Estos linfocitos T, una vez activados, son
capaces de penetrar en el torrente sanguineo y cruzar la BHE gracias a la expresién de
diferentes mediadores. Una vez penetran la barrera, estos linfocitos T reactivos pueden
ser activados por APC locales, siendo el resultado de esta interaccién una invasién por
parte de los mismos del parénquima nervioso y la posterior secrecion de diferentes
mediadores capaces de dafiar las diferentes estructuras del SNC. Este dafio ocasionado va
a conllevar la liberacion de Ag adicionales del SNC que pueden ser fagocitados vy
presentados a nuevas oleadas de linfocitos T especificos del SNC.

Mientras que estos modelos de EAE activamente inducidos y pasivamente transferidos
han sido utiles para conocer la patogénesis de la enfermedad, no han resultado
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beneficiosos en el estudio de las fases iniciales de las respuestas autoinmunes del SNC.
Una alternativa a estos modelos fueron los ratones transgénicos que sobreexpresan
receptores de células T o B especificos de mielina, capaces de desarrollan sintomas
neuroldgicos espontdneos, conocidos como modelos espontdneos de EAE. El primer
modelo de ratén transgénico especifico de la mielina fue desarrollado por Goverman et
al., capaz de expresar un TCR especifico de MBP en la mayoria de sus células T (Goverman
et al, 1993). Posteriores estudios fueron realizados con ratones modificados
genéticamente capaces de expresar un TCR especifico, bien de PLP139.151 0 de MOGs3s ss.
Esta EAE espontdnea observada en estos modelos transgénicos con TCR especificos de
antigenos del SNC, indicaba que las células T eran las principales responsables de la
autoinmunidad en el SNC. Sin embargo, estos modelos espontaneos han tenido un papel
importante en la investigacién del papel de la microbiota intestinal en la induccién de
inflamacién cerebral (Berer, Mues, Koutrolos, Z. Rasbi, et al., 2011).

2. Principales ideas derivadas del uso de modelos EAE.

La descripciéon hace mas de 30 anos de dos subtipos de células T CD4 en base a la
produccion de citoquinas, supuso una revolucion en el entendimiento de la inmunidad
adaptativa, demostrando la capacidad de las células Ty1 de producir IFN-y e IL-2, mientras
qgue las células Ty2 se describian como productoras de interleucina, IL-4, IL-5 e IL-13
(Mosmann et al., 1986; Cherwinski et al., 1987). Asi mismo, se demostrd que las células
Tyl eliminaban patdgenos intracelulares, mientras que las células Ty2 eliminaban
patégenos extracelulares e infecciones parasitarias (Lucey, 1999). En el contexto de la
autoinmunidad, se pensod que la respuesta Tyl promovia la patologia, mientras que la T2
la inhibia (Adorini, Guery and Trembleau, 1996).

Una serie de estudios mostraron que las células Ty1 especificas de la mielina, pero no Ty2,
eran capaces de inducir la EAE tras la transferencia pasiva de las mismas. Estos hallazgos,
junto con la expresion de la citoquina principal de Ty1, IFN-y, en las lesiones del SNC en la
EAE, ayudaron a construir el paradigma de que la EAE era una enfermedad mediada por
Tul1. Estudios posteriores mostraron que ratones deficientes en IFN-y desarrollaban una
EAE mas severa (Ferber, Brocke and Taylor-Edwards, 1996; Krakowski and Owens, 1996;
Chu, Wittmer and Dalton, 2000), mientras que la interrupcion del factor de transcripcion
de T-bet (Bettelli et al., 2004) y la deficiencia en una subunidad de la IL-12 (IL-12p40)
(Becher, Durell and Noelle, 2002), factores clave en la diferenciaciéon del fenotipo Ty1,
hacia a los ratones completamente resistentes a la EAE.

Esta controversia en cuanto a la participacidon de las células Tyl en las enfermedades
autoinmunes, comenzd a resolverse tras el descubrimiento de la citoquina IL-23, un
heterodimero formado por la subunidad p40 de la IL-12 con una nueva subunidad, p19
(Oppmann et al., 2000). Asi, la resistencia de ratones deficientes en IL-12p40 a la EAE
podria ser reinterpretada, demostrando un papel critico de IL-23 y no IL-12. De hecho, los
ratones deficientes en la via de senalizacion de IL-12, bien por la falta en la otra
subunidad de IL-12, IL-12p35, como en el receptor de IL-12, eran susceptibles al
desarrollo de la EAE tras la inmunizacién activa con MOGssss, mientras que aquellos
ratones deficientes en la subunidad IL-23p19 eran resistentes (Cua et al., 2003). Por
tanto, los resultados obtenidos en los distintos modelos de EAE insinuaban la existencia
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de un subconjunto de células Ty distinto, potencialmente inducido por la IL-23, gue podria
promover |la autoinmunidad (resumido en la figura 7).

Figura 7. Empleo de la inmunizacion activa
con MOGsss5 en cepas de ratones con
. genes knockout para el conocimiento de la
_ autoinmunidad del SNC (Rangacharia and
A Kuchroo, 2013). Ratones deficientes en IFN-

highly severe v desarrollaban una enfermedad muy grave,
a pesar del papel de dicha citoquina en la
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. j ———> .. Yy, resistentes a la EAE. Por tanto, las

2NN respuestas dirigidas por IL-23, y no por IL-
resistant 12, son esenciales para la patologia de EAE.

Estudios posteriores identificaron un papel fundamental de la citoquina inflamatoria IL-
17, y por tanto de las células T productoras de dicha citoquina, en la patogénesis
autoinmune mediada por IL-23 (Becher, Durell and Noelle, 2003). Ademas, el bloqueo in
vivo de IL-17, pero no de IFN-y (Langrish et al., 2005; Park et al., 2005), reducia la
gravedad de la EAE.

Estas pruebas sugirieron que [L-23 debia ser el factor diferenciador de las células T
productoras de IL-17 (denominadas Ty17), pudiendo promover la autoinmunidad en el
SNC. Sin embargo, las células T naive no expresan el receptor de IL-23 (IL-23R) (Parham et
al., 2002), y son poco sensibles a la IL-23 (Oppmann et al., 2000). Diferentes estudios a
este respecto (Mangan, Harrington and O’Quinn, 2006; Veldhoen, Hocking, Flavell, et al.,
2006) demostraron que la IL-23 no es un factor de diferenciacion en las células Ty17, sino
mas bien, dicha diferenciacion se consigue tras la combinacién de TGF-B e IL-6. En este
sentido, la diferenciacién Tyl7 es un proceso secuencial: tras la induccidon de la
diferenciacién por TGF-B e IL-6, la respuesta es amplificada por IL-21 (Korn, Bettelli, et al.,
2007; Nurieva et al., 2007) y el fenotipo se estabiliza por IL-23 (Bettelli, Korn and Kuchroo,
2007). Entonces, équé mecanismos influyen en la diferenciacidon encefalitogénica de las
células Ty17?

Los mecanismos mediante los cuales las células Ty17 ejercen su potencial proinflamatorio
siguen siendo un reto hoy dia, sin embargo, diversos estudios estan arrojando cierta luz al
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respecto. A continuacion, se exponen aquellos elementos que representan una mayor
importancia.

2.1. Papel de IL-23 en la dicotomia de las células T,17.

La demostracion del papel de [L-23 en la capacidad encefalitogénicas de las Ty17 fue
demostrado por el grupo de Cua (Cua et al., 2003), donde identificaron subconjuntos de
células Tyl7 basandose en su distinta patogenicidad en la EAE: mientras que la
reestimulacién de células Ty17 especificas de la mielina con una combinacién de TGF-B e
IL-6 se acumulaban en escasa cuantia en el SNC y no inducian EAE, las células Ty17
tratadas con IL-23 fueron altamente encefalitogénicas y se localizaban en grandes
numeros en las dreas afectadas. Estos datos sugieren que la ausencia de patogenicidad de
las células Ty17 tratadas con TGF-B e IL-6 puede ser debido a su incapacidad para
acumularse en numero suficiente en el SNC o a su incapacidad para atraer otras células
inmunes e iniciar la inflamacidn. Sin embargo, incluso cuando se inyectaban en el cerebro
de receptores naive, estas células no indujeron enfermedad, demostrando que su
incapacidad para inducir autoinmunidad no estaba en relacién con su deficiente
localizacién en el SNC. La expresion de la citocina antiinflamatoria IL-10 define a este
subconjunto de células Ty17 no patogénicas, lo que puede explicar, al menos en parte,
por qué estas células, incluso cuando estan presentes en el SNC, no inducen inflamacion
(McGeachy et al., 2007). Sin embargo, aquellas células Ty17 reestimuladas con TGF- e IL-
6 y tratadas con un anticuerpo monoclonal anti IL-10, no condujo al desarrollo de la EAE,
lo que sugiere que otros factores producidos por células Tyl7, esenciales para sus
funciones efectoras, podrian verse afectados por la exposicion a TGF-B e IL-6. En

conjunto, estos datos demuestran un papel crucial para la IL-23 en la promocion de las
funciones efectoras de las células Ty17.

2.2. GM-CSF, mediador de la produccion de células T encefalitogénicas.

Aunque la IL-17 es en gran medida dispensable para el desarrollo de EAE, la creciente
evidencia de la existencia de mdas factores solubles producidos por las células Ty
polarizadas con IL-23, llevé a la busqueda de un mediador inflamatorio capaz de dotarlas
de dicha capacidad encefalitogénica. Recientemente, se ha planteado la posibilidad de
que el factor estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) lleve a
cabo dicha accién.

GM-CSF se definié originalmente por su capacidad para promover la proliferaciéon y
diferenciacién de macrofagos, granulocitos y células dendriticas a partir de sus
precursores en la médula ésea (Burgess and Metcalf, 1980). Su producciéon puede ser
llevada a cabo por células del Sl innato, asi como por células T (Ponomarev et al., 2007) y
por los tipos celulares residentes en tejidos en respuesta a estimulos inflamatorios tales
como IL-1, TNF y LPS (Sieff, Niemeyer and Faller, 1988; Hamilton, 2008). Ademas de sus
funciones fisioldgicas, GM-CSF ha demostrado ser participe del desarrollo de
enfermedades autoinmunes especificas de drgano. Asi, en practicamente todos los
modelos de inflamacién y autoinmunidad que han sido probados, la eliminacién de GM-
CSF resultd en la supresion de la enfermedad (Rostami and Ciric, 2013). Se ha establecido
el papel de GM-CSF en artritis, inflamacién autoinmune del SNC, nefritis, enfermedades
pulmonares, aterosclerosis y lesion vascular, obesidad y diabetes mellitus tipo 1.
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En el contexto de la autoinmunidad del SNC, se ha demostrado que la capacidad
encefalitogénica tanto de las células T417 como de las Ty1, depende de la produccién de
GM-CSF (EI-Behi et al., 2011). Los ratones deficientes en GM-CSF o que habian recibido un
anticuerpo anti-GM-CSF, desarrollaban una EAE atenuada (McQualter et al., 2001;
Kroenke et al., 2008), mientras que la administracion local de dicho factor conducia a una
enfermedad exacerbada (Marusic et al., 2002).

IL-23 estimula la expresion de GM-CSF por las células Ty17, mientras que TGF-B1 lo
suprime (Rostami and Ciric, 2013). Este hallazgo podria explicar la dicotomia en la
patogenicidad de las células T417, donde aquellas células T CD4 estimuladas Unicamente
con TFG-B e IL-6 no mostraron un incremento en la produccion de citoquinas
proinflamatorias cruciales para la inflamacién del SNC, y por ende una funcién
patogénica; mientras que la estimulacion de dichas células con IL-23, ademas de TFG-B e
IL-6, promovid la expresion de IL-17 y citoquinas proinflamatorias, adquiriendo asi un
perfil patogénico. Con todo, estos datos sugieren que la plena adquisicion de la funcién
patégena de la célula efectora Ty17 estd mediada por IL-23 en lugar de por TFG-B e IL-6
(McGeachy et al., 2007).

Ademas, se ha definido un lazo de retroalimentacion positiva, donde la produccién de IL-
23 por parte de las APC induce la produccion de GM-CSF por las células T417, que a su vez
cierra el circulo estimulando la produccién de IL-23 por las APC (El-Behi et al., 2011). Asi,
GM-CSF parece desempenar un papel proinflamatorio del SNC, probablemente
mejorando la expresion de MHC-II y moléculas coestimuladoras de APC locales o
infiltrantes.

2.3. Supresor de la respuesta inmune: IL-27.

En los ultimos afios, la citocina IL-27 ha emergido como un potente regulador de las
respuestas inmunitarias, y en particular, aquellas mediadas por las células Ty17. Tras su
produccidn, principalmente llevada a cabo por APC activadas, IL-27 se une a su receptor
presente en la célula T CD4 naive, e induce la activaciéon del factor de transcripcidn
especifico de Tyl, T-bet, estimulando asi la expresion por parte de estas células de IL-
12RB2 e IFN-y, induciendo asi la maduracion hacia un fenotipo Ty1.

Se ha observado que IL-27 suprime directamente el desarrollo de las células T417 (Batten
et al., 2006; Stumhofer et al., 2006) mediante la inhibicion de la expresion de RORyt
(lvanov, Zhou and Littman, 2007). Ademas, también se ha observado su efecto inhibidor
en la diferenciaciéon de Ty2 (Yoshimoto et al.,, 2007) mediante la disminucién de la
expresion de GATA3 vy la regulacidon positiva de T-bet, asi como en el desarrollo de las
células T reguladoras (Huber et al., 2008) y las APC (Wang et al., 2007). Asi, la IL-27 parece
desempeiiar un papel principalmente supresor en la autoinmunidad. En este sentido, los
ratones deficientes en IL-27R desarrollan una EAE mas grave, mientas que la
administracion de IL-27 exdgena puede suprimir el desarrollo de la EAE en ratones
normales (Fitzgerald et al.,, 2007). Ademas, IL-27 se ha visto que suprime tanto la
produccion de IL-22 como de GM-CSF, efectores de la respuesta Ty17 (J. Yang et al., 2008;
Young et al., 2012). Sin embargo, existen estudios que sugieren que también puede
contribuir en algunos casos a la patogénesis de diferentes enfermedades (Cao et al.,
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2008; Guo, Chang and Cheng, 2008; Miyazaki et al., 2008), por lo que se requieren
estudios adicionales para aclarar su funcion en la respuesta inmune.

3. Células Ty17 y esclerosis mtltiple en humanos.

Tras los estudios descritos previamente, que sugirieron el papel de las células T417 en la
EAE, varios hallazgos de diferentes grupos han proporcionado pruebas sustanciales de
qgue el fenotipo Ty17 también desempena un papel critico en la patogénesis de la EM. A
continuacién, se exponen los estudios mds importantes realizados hasta el momento:

— Aumento de la expresion en sangre y LCR de IL-17 en aquellos pacientes con un
fenotipo clinico recurrente — remitente, especialmente durante las recaidas
(Matusevicius et al., 1999), en comparacion con pacientes con enfermedades
neuroldgicas no inflamatorias.

— Mayor proporcion de células Ty17, asi como mayores niveles de IL-17A, en el
tejido cerebral de pacientes con EM, especialmente en lesiones agudas y crénicas
activas, en comparacion con controles sanos (Tzartos et al., 2008).

— Elevacion de los niveles de GM-CSF, esencial para la respuesta encefalitogénica de
las células T417, tanto en el LCR como en la sangre de pacientes con EM (Perrella
et al., 1993; Carrieri et al., 1998).

— Estudios in vitro demostraron que la cantidad de IL-17 producida tras el cultivo de
células mononucleares de pacientes con EM después de la estimulacion con MBP,
se correlacionaba con el numero de lesiones en la Resonancia Magnética Nuclear
(Hedegaard et al., 2008).

— Finalmente, como veremos en el Ultimo capitulo de esta revision, estudios en fase
Il de un anticuerpo monoclonal frente a IL-17, reduce las lesiones en la RMN
(Havrdov’a, Belova and Goloborodko, 2012).

Con todo, parece que las células Tyl7 no solo juegan un papel importante en la
inmunopatogenia de la EAE, sino también de la EM. Sin embargo, la inmunopatogénesis,
tanto de la EAE como de la EM no es tan sencilla, pues se ha observado la participacion de
mas subtipos de linfocitos T CD4, asi como otras células del sistema inmune.

4. Otros linfocitos T CD4 participes en la autoinmunidad: Tregy Ty1.

La EM es una enfermedad inflamatoria y desmielinizante del SNC mediada por
mecanismos inmunolégicos. Aunque la mayoria de estudios se han realizado sobre la
mediacion de las células T CD4 en la patogénesis de la enfermedad, recientes estudios
muestran la participacién de otros elementos celulares y humorales de la respuesta
inmune, como son las células T CD8 y los linfocitos B.

En este epigrafe, vamos a resumir brevemente la participacién de otros elementos
celulares de la respuesta inmune, en concreto, el papel fundamentado de los linfocitos
Tuly los Treg en la patogénesis de la EM.
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A dia de hoy, sigue existiendo debate sobre que subconjunto de células T CD4 es mas
critico en la patogénesis de la EAE. La existencia de ratones deficientes en RORyt o T-bet
resistentes a la induccion de la EAE, apoya la vision de que ambas células, Tyl7 y Tul,
respectivamente, estan implicadas en la autoinmunidad del SNC (Bettelli et al., 2004).
Aunque ambos subtipos celulares se han aislado en el tejido nervioso de ratones con EAE,
se han observado diferencias entre los dos fenotipos:

— Segun el estimulo antigénico que estimule la respuesta inmune, el ratio
celular Ty1/Ty17 varia, estando este hecho correlacionado con el fenotipo
de la enfermedad: el predominio de Ty1 se asociada con afectacién de la
médula espinal; mientras que una mayor participacién de las células Ty17
se correlacionaba con afectacion preferentemente del encéfalo (Stromnes
etal., 2008).

— En modelos de transferencia pasiva, se ha observado la capacidad de
ambos subtipos de inducir enfermedad, pero con una histopatologia
distinta, puesto que la enfermedad mediada por Tyl se basaba en una
activacion de macréfagos, mientras que aquella mediada por Ty17 estaba
mediada por neutrofilos (Kroenke et al., 2008).

El hallazgo mas importante realizado hasta la fecha ha sido el descubrimiento de células T
gue expresan simultdaneamente INF-y e 1l-17 en vivo, tanto bajo condiciones
homeostaticas como inflamatorias. Estas células, secretoras tanto de IL-17 como INF-y,
son detectables en el SNC de ratones con EAE (Abromson-Leeman, Bronson and Dorf,
2009). El estudio de ratones con TCR transgénicos, revelé que aquellos que expresaban
tanto T-bet+/RORyt- como T-bet+/RORyt+, inducian la EAE, indicando que ambos tipos
celulares probablemente contribuian a la autoinmunidad del SNC (Abromson-Leeman,
Bronson and Dorf, 2009)

Un grupo (Korn, Reddy, et al., 2007) ha observado que en los primeros estadios de la
enfermedad, las células Ty17 infiltran el SNC, mientras que aquellas células productoras
de INF-y e IL-17, son detectadas en aproximadamente el 30% de los casos durante el pico
de la enfermedad. Durante la evolucidon de la enfermedad y durante la remision, la
frecuencia de células CD4 productoras de IL-17 en el SNC disminuye, a la vez que la
fraccion de células T CD4 productoras de INF-y aumenta.

A dia de hoy, no se conoce el mecanismo que conduce al desarrollo de estas células INF-
v+ IL-17+. Sin embargo, se ha encontrado que la IL-12 tiene un gran efecto sobre las
células Tyl7, aumentando la expresién del factor de transcripcion T-bet, convirtiendo
estas células en Tyl (figura 8).
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Figura 8. Relacidn entre la polarizacion de las células Tyl y Ty17 (figura modificada de
(Muranski and Restifo, 2013)). Mientras que las células Tyl son relativamente estables y
no pueden ser reprogramadas tan facilmente, aquellas células Ty17 generadas a partir de
la presencia en el medio de TGF-B e IL-6, pueden cambiar su diferenciacién al fenotipo
Tyl cuando IL-12 esta presente en el medio en ausencia de IL-6. Estas nuevo fenotipo,
productor de IL-17 + INF-y y capaz de co-expresar T-bet y RORyt, pueden representar un
estado intermedio durante el desarrollo de Ty1 a partir de sus precursores Ty17 (Wilson,
Rowell and Sekimata, 2009). Estas células T41/Ty17 en un entorno inflamatorio, pueden
polarizarse adicionalmente para convertirse en células Ty1/exTy17, capaces de producir
INF-y y GM-CSF. Se especula que esta plasticidad de las células Ty17 podria proporcionar
un conjunto de células involucradas en enfermedades autoinmunes croénicas.

La funcién general de las células T CD4+ reguladoras es el mantenimiento de la
homeostasis inmune. Esta labor la ejercen previniendo la autoinmunidad y ejerciendo su
efecto supresor sobre las respuestas inmunes proinflamatorias. De esta forma, son
capaces de limitar la respuesta proinflamatoria tras la desaparicién del antigeno iniciador;
asi como evitar el desarrollo de una respuesta inmune exacerbada (Rostami and Ciric,
2013).

El papel de Tregs en la modulacidon de la inflamaciéon autoinmune del SNC ha sido
ampliamente estudiado en EAE. La capacidad de Tregs para suprimir la EAE se confirmé
en un estudio en el que la transferencia de células T con fenotipo regulador conferia
proteccién contra la EAE (Kohm et al., 2002). Se ha demostrado que la susceptibilidad al
desarrollo de la EAE esta inversamente relacionada con la frecuencia de células T
reguladoras; y que la reduccién de las células Treg hace susceptible a una cepa de ratén
que previamente no lo era al desarrollo de EAE (Reddy et al.,, 2004). Los ratones
deficientes en IL-6, que no desarrollan células Tyl7, presentan un repertorio periférico
dominado por células Treg, siendo resistentes a la induccién de EAE. Sin embargo, la
disminucién de las células Tregs en estos ratones mutantes permite el desarrollo de
células Ty17 a través de TGF-B e IL-21, y la induccién EAE (Korn, Bettelli, et al., 2007).
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Ademads, se ha observado que hasta un tercio de los linfocitos T CD4 presentes en la fase
de recuperacién de la EAE en ratones corresponde a los linfocitos Treg (McGeachy,
Stephens and Anderton, 2005; Liu et al., 2006; Korn, Reddy, et al., 2007). Una disminucién
en el numero de células Tregs impide una recuperacién de la EAE, lo que indica el papel
importante que estas células desempeiian en el proceso de recuperacién (McGeachy,
Stephens and Anderton, 2005).

Esta actividad de las células T reguladoras ha supuesto multitud de investigaciones en
torno a su potencial terapéutico. Sin embargo, diferentes estudios plantean
inconvenientes a este respecto, debido a la plasticidad que presentan las células Treg:

— En primer lugar, las células Treg y Ty17 requieren para su diferenciacion la
presencia de TGF-f en el medio, si bien es cierto que la diferenciacién de Ty17
requiere ademads la presencia de citocinas proinflamatorias como IL-6. De
hecho, durante la diferenciacién inicial de la célula T CD4 naive, ésta puede
expresar FoxP3 y RORyt al mismo tiempo (Zhou, Lopes and Chong, 2008).
También se ha demostrado que las células Tregs comienzan a producir IL-17
después del tratamiento con IL-6, tanto in vitro (X. Yang et al., 2008) como in
vivo (Lochner et al., 2008). Del mismo modo, las células Tregs también puede
adquirir la expresién de T-bet y comenzar a producir IFN-y (Oldenhove et al.,
2009).

— En segundo lugar, se ha demostrado que muchas células T efectoras derivan de
células T reguladoras (Zhou et al., 2009).

Estos hallazgos demuestran que las células T reguladoras pueden ser bastante plasticas y
no sodlo pueden perder sus funciones inmunosupresoras sino también convertirse en
células T efectoras, posibilidad que debe considerarse cuidadosamente si se van a utilizar
células Treg en la terapia de enfermedades autoinmunes (Jager and Kuchroo, 2010).

IV. DIANAS TERAPEUTICAS EN LA ESCLEROSIS MULTIPLE. PAPEL DE LA
MICROBIOTA

La esclerosis multiple es una enfermedad autoinmune crénica del SNC, considerada
producto de la ruptura de la tolerancia inmune periférica, dando lugar a diversos ataques
autoinmunes contra los elementos del SNC vy, finalmente, a la neurodegeneracion
(Kavrochorianou, Markogiannaki and Haralambous, 2016).

La patogénesis de la EM es compleja y su etiologia sigue siendo desconocida, aunque
varios factores genéticos, ambientales e infecciosos se han propuesto como causas de
esta enfermedad. No obstante, los linfocitos T CD4 se han aceptado como elementos
clave en la patogénesis de la enfermedad, y por tanto, se considera que la EM una
enfermedad del SNC mediada inmunolégicamente por linfocitos T patogénicos contra
antigenos de la mielina (Compston and Coles, 2008). La teoria actual sobre la patogénesis
de la EM apoya la idea de que las células Ty17 desempeian un papel esencial en las fases
iniciales de la enfermedad, mientras que las células Tyl tienen un papel mas importante
en fases subsiguientes de la enfermedad (Murphy et al., 2010). Ademas, las células Treg
ejercen una funciéon importante en la patogénesis de la enfermedad debido a su
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incapacidad de revertir el desequilibrio entre las respuestas pro- y anti-inflamatorias. Las
caracteristicas inmunoldgicas de la EM se encuentran sintetizadas en el principal modelo
animal de la enfermedad, la EAE, inducido bien por inmunizacién activa con antigenos
derivados de proteinas especificas de la mielina o mediante la transferencia pasiva de
células T encefalitogénicas de ratones inmunizados.

Desde finales del siglo XX, son multiples las terapias que se han disefiado para frenar el
curso de la enfermedad, sin embargo, a dia de hoy, ain no se dispone de una
herramienta terapéutica que pueda retrasar o impedir la progresién de la enfermedad,
mientras que los tratamientos aprobados capaces de disminuir la actividad de los brotes y
el numero de lesiones en la RMN se han ampliado durante las Ultimas décadas. Muchas
de las terapias actualmente aprobadas estan dirigidas directamente contra los linfocitos T
(por ejemplo, natalizumab o fingolimob) o indirectamente a través de diferentes efectos
sobre el sistema inmunolégico (por ejemplo, acetato de glatirdmero e IFN-B). Cabe
destacar que estos tratamientos estan dirigidos contra la forma recurrente — remitente de
la enfermedad, pues el resto de fenotipos clinicos, la forma primaria progresiva y la
progresiva secundaria, no disponen de tratamientos modificadores de la enfermedad,
siendo su Unica solucién el tratamiento sintomatico.

Esta revision del tratamiento de la EM no tiene como fin describir en detalle todos los
farmacos aprobados, sino que de una forma histérica, vamos a considerar aquel que
supuso el inicio de la terapia moduladora de la enfermedad, y como, a raiz de la
incapacidad de los distintos farmacos de impedir el avance de la enfermedad, nuevos
enfoques terapéuticos estan siendo estudiados, entre los que destacaremos las terapias
inmunoloégicas dirigidas y el enérgico auge que estd suponiendo la microbiota como
futuro tratamiento de las enfermedades autoinmunes.

1. Inmunomodulacion de la RI. Papel del IFN- en EM.

Los interferones (IFNs), fueron descritos en primer lugar por su capacidad para interferir
e inhibir la replicacién viral, aunque posteriormente se ha reconocido su papel en
funciones antiproliferativas, antitumorales e inmunorreguladoras. Basandose en el tipo
de receptor a los que se ligan, los IFN se han clasificado en tres categorias: tipo I, tipo Il y
tipo Ill. La familia de IFN tipo I, en la cual vamos a centrar esta revision, esta producida
principalmente por APC, estando su receptor expresado en casi todos los tipos celulares.
Esta familia de IFN comprende varios miembros, pero los mas estudiados han sido IFN-a e
IFN-B, por sus propiedades antivirales, inmunomoduladoras y su capacidad de regular
procesos homeostaticos.

La familia tipo | de IFNs se utilizan para el tratamiento de una amplia gama de
enfermedades, y en particular, IFN- se emplea como tratamiento de primera linea en la
EM tras su aprobacidn a principios de la década de 1990 (Paty and Li, 1993). Aunque los
mecanismos subyacentes implicados en el efecto inmunomodulador de IFN-B no se
conocen, dichos efectos se ejercen de una manera variable en el sistema inmune, en vez
de actuar de forma selectiva y especifica contra una célula T (Kieseier, 2011). Los
diferentes datos acumulados a este respecto, indican que el tratamiento con IFN-B en
pacientes con EM actua a diferentes niveles en la respuesta inmune (tabla 1). Asi, el IFN-B
es capaz de:
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e Aumentar la produccién de citocinas anti-inflamatorias (como IL-4 e IL-10).

e Disminuir la produccidn de citocinas pro-inflamatorias (como IL-17, IL-23, IFN-y y

TNF-a).

e Modular la funcién de las células Treg, al tiempo que induce su expansion.

e Inducir la apoptosis de las células T autorreactivas.

Disminuir la migracion de los linfocitos a través de la BHE.

Tabla 1. Efecto de la administracion enddgena y exégena de IFN-B en los fenotipos mas
destacados de células T en EAE y EM (tabla modificada de (Kavrochorianou,
Markogiannaki and Haralambous, 2016)).

IFN-B enddgeno

T,1 ! Produccion IFN-y!

d Produccion 11-17

T,17 | células cDa+
Th17+en NL

Tregs

EAE
IFN-B exégeno

{ Produccién IFN-y
4 Infiltracion TH1 en el SNC
1 Expresion citoguinas y
receptores de Tyl en el SNC

d Produccién 11-17
¥ ARNm IL-17

4 Erecuencia células T CD4+
IL-17+ en SNC

1 Produccién 11-27

& Citoquinas y receptores
de Ty17 en el SNC

T Produccién IL-10
T ARm de IL-10
T Proliferacién Treg

EM
IFN-B enddgeno IFN-B exdgeno

P Expresion génica T-bet e
IFN-y en sangre

T ARNm de marcadores de
Tl en CMSP

 Produccién I1-17A e Diferenciacién T417 en CMSP
IL-17F por células T I Niveles ARNm IL-17

CD4+en NL { Proporcion células T CD4+

IL-17A+ e IL-17F+ en CMSP

T Funcion y proporcion Treg
en SP

T ARNm IL-10 en CMSP y LCR
1 Produccién 11-10
T Células IL-10+ en CMSP

T ARNm IL-10
y FoxP3

' Aunque la administracién de IFN-B en animales con EAE parece disminuir la expresion de IFN-y,
diversos estudios no han demostrado diferencias significativas en dicha produccién.

CMSP: células mononucleares de sangre periférica; NL: nddulo linfatico; SP sangre periférica

2. De la inmunomodulacion a las terapias dirigidas. Nuevas terapias en EM.

Aunque IFN-B demostro tener un importante efecto sobre las células del sistema inmune
durante la EM, muchos pacientes no respondian de forma éptima a este farmaco. Este
hecho ha propiciado el desarrollo de distintos métodos terapéuticos en el tratamiento de
la enfermedad autoinmune. Uno de estos enfoques terapéuticos ha sido el empleo de Ac
monoclonales, que a diferencia de los tratamientos iniciales que ejercian su efecto de una
manera global sobre la respuesta inmune, éstos se dirigen contra una molécula especifica
dentro de la cascada inflamatoria de la EM. A dia de hoy, los dos Ac monoclonales mas

30



empleados en el tratamiento de la forma recurrente — remitente son natalizumab y
alemtuzumab:

e Natalizumab: inhibe la migracién de linfocitos a través de la BHE blogqueando la
integrina a4, componente de VLA-4 presente en los linfocitos, e inhibiendo asi la
interaccion entre VLA-4 y la molécula de adhesién de células vasculares (VCAM) en
las células endoteliales.

e Alemtuzumab: probablemente sea el tratamiento modificador de la enfermedad
mas efectivo. Estd dirigido contra la proteina CD52, presente fundamentalmente
en la superficie de linfocitos, aunque también se haya presente, aunque en niveles
inferiores, en monocitos, macréfagos, eosindfilos y células NK. Al unirse a CD52,
alemtuzumab provoca una reduccidon prolongada de los linfocitos, tanto por
citotoxicidad mediada por Ac y complemento como por apoptosis.

Tras la aprobacion de Natalizumab, diferentes Ac monoclonales han sido aprobados en
pacientes con EM, la mayoria desarrollados originalmente para el tratamiento de
enfermedades malignas. En la actualidad, diversas moléculas se encuentran en ensayos
clinicos con el fin de comprobar su eficacia como dianas terapéuticas en la enfermedad.

Cabe reseiar, que la mayoria de estudios realizados hasta el momento han dedicado sus
esfuerzos en terapias dirigidas contra los linfocitos B, participes igualmente en la
patogenia de la respuesta inmune en la EM. Mencionamos aqui por su relevancia
ocrelizumab, el cual, aprobado en marzo de 2017 por Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA), es la primera y Unica terapia hoy dia
existente capaz de actuar tanto en las formas recurrente — remitente como en la forma
primaria progresiva de la EM (FDA, 2017).

Referente a los estudios actuales de Ac monoclonales en ensayos frente a los linfocitos
T, la mayoria de los esfuerzos estan dirigidos contra las células Ty1l7 y sus citocinas
asociadas:

e Ustekinumab: Ac monoclonal anti IL-12 + IL-23, ha demostrado gran eficacia en
distintos procesos autoinmunes, tales como artritis reumatoide y psoriasis, si
bien un ensayo en fase Il no resulté eficaz para prevenir la formacién de nuevas
lesiones en la EM (Segal et al., 2008).

e Secukinumab: Ac monoclonal completamente humano dirigido contra IL-17A,
ha sido estudiado en diferentes ensayos clinicos para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes. Su eficacia ha sido estudiada en enfermedades
tales como psoriasis, artritis reumatoide, espondilitis anquilosante y EM. En lo
referente a la EM, secukinumab ha demostrado en un ensayo clinico de fase I,
la reduccion significativa del nimero de lesiones en el SNC y una tendencia a la
disminucién del numero de brotes.

e Recientemente, se estan evaluando diferentes aproximaciones al tratamiento
del fenotipo T417 en enfermedades autoinmunes. De este modo MOR103, un
Ac monoclonal recombinante humano de alta afinidad que bloquea Ia
interaccion de GM-CSF con su receptor, ha sido evaluado en un ensayo clinico
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Ib, demostrando su tolerabilidad en pacientes con EM (Constantinescu et al.,
2015).

De este modo, mientras que el eje IL-17/IL-23 ha demostrado una gran importancia en el
desarrollo de la EM, su posible potencial terapéutico necesita de una mayor evaluacion.

En general, los esfuerzos principales se han centrado en la busqueda de moléculas
capaces de suprimir la respuesta inmune, lo que en muchos casos pone en riesgo la salud
del paciente debido a su accidén sistémica sobre el organismo. No obstante, estan
apareciendo nuevos enfoques terapéuticos dirigidos a la polarizacion de las células T
hacia fenotipos tolerogénicos sin provocar dicha supresién. A este respecto, en la 2532
Reunion Nacional de la Sociedad Estadounidense de Quimica (ACS) en abril de este mismo
ano, se expuso el trabajo de un grupo de investigacién de la Universidad de Maryland
(Tostanoski et al., 2016), cuyos esfuerzos se han centraron en la funcién de los ganglios
linfaticos como elemento critico en la definicién de las funciones inflamatorias o
reguladoras de las células Ty la posibilidad de redirigir la diferenciacién hacia un fenotipo
mas tolerogénico. Para ello, han desarrollado una molécula compuesta por polimeros que
actuan como portador, un agente inmunosupresor (en este caso rapamicina) y un Ag de la
mielina, capaz de reprogramar la diferenciacién de los linfocitos hacia un fenotipo
regulador tras su inyeccién de manera directa en los nédulos linfaticos de modelos de
ratones con EAE, demostrando una inversién permanente de la paralisis presente en los
mismos. Este tipo de terapia destaca por el modo de actuacion mas especifico, puesto
gue el tamafio de la particula inyectada es demasiado grande para abandonar el lugar de
infiltracion.

Con todo, estas terapias actuan intentando controlar el avance de la enfermedad. Sin
embargo, hasta el momento no existe ningln farmaco que actie antes del comienzo de la
enfermedad. A este respecto, estan apareciendo nuevos enfoques que podrian detener
no solo esta enfermedad, sino muchas de las enfermedades autoinmunes existentes.

3. Influencia de la microbiota y la autoinmunidad en el SNC.

Como una enfermedad incurable, la EM supone importantes cargas médicas y financieras
a los pacientes, sus familiares y la sociedad, que a menudo conduce a resultados
devastadores. A pesar de los grandes avances en nuestra comprension de la fisiopatologia
de la enfermedad, sigue siendo ampliamente desconocido por qué las personas
inicialmente desarrollan esta enfermedad. Tal falta de conocimiento sobre la causa exacta
se traduce en nuestra incapacidad para curarla y, en el mejor de los casos, sélo podemos
ofrecer ciertos tratamientos para frenar la progresion de la enfermedad y posponer el
comienzo de la incapacidad inevitable que crea una enfermedad neurolégica rdpidamente
progresiva.

Mencionada previamente en esta revisidn, la creencia actual de cdmo se inicia la
enfermedad incluiria tres factores: genéticos, ambientales e inmunoldgicos
(anteriormente descritos). Esta enfermedad, se entenderia, por tanto, como la incidencia,
en un individuo genéticamente predispuesto, de factores ambientales que
desencadenarian una respuesta inmune anormal, dando asi lugar a la enfermedad.
Mientras que en apartados anteriores nos hemos referido a los factores inmunoldgicos
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que originan la enfermedad, en esta seccién vamos a revisar principalmente el papel de la
microbiota como posible factor ambiental causante de la esclerosis multiple, asi como la
teoria que aboga por el probable papel terapéutico de la misma en la enfermedad.

Durante mucho tiempo, se sospechd que las infecciones virales vy bacterianas eran los
desencadenantes de la EM tras observar que ciertas infecciones en animales daban lugar
a una enfermedad inflamatoria desmielinizante similar a la EM. En el caso de los virus, las
investigaciones se centraron en aquellos capaces de inducir una infeccién persistente en
humanos, destacando el virus del herpes humano 6 (HHV-6) y el virus de Epstein-Barr
(VEB). Asi, se desarrollaron diferentes modelos animales de la enfermedad, donde
destaca el virus de la encefalomielitis murina de Theiler (TMEV), capaz de inducir una
encefalomielitis aguda en la mayoria de animales infectados de forma intracerebral con el
virus. Ademds de los virus, diferentes bacterias patdgenas fueron consideradas
iniciadoras de la EM, sin embargo, los datos resultantes fueron controvertidos.

Con todo, a pesar del interés en la relacién de los microbios patégenos con la induccién
de la autoinmunidad del SNC, esta teoria no perduré debido en parte a que su implicacion
en las enfermedades humanas no esta bien establecida. Recientemente, la atencién se ha
dirigido hacia la microbiota comensal como modulador de la autoinmunidad del SNC.

La microbiota intestinal se entiende como el conjunto de microbios (bacterias, arqueas,
eucariotas, hongos y virus) que pueblan nuestro tracto gastrointestinal. En general, se
estima la presencia de mas de 100 billones (10'), localizados la gran mayoria en el colon,
en torno a 10" — 10" Esta diversidad se encuentra influenciada por diversos factores,
destacando de manera importante la dieta, la medicacién, el estrés y las infecciones.
Aunque a dia de hoy resulte imposible definir el concepto de microbiota saludable, si
sabemos que la riqueza y diversidad de la misma constituye un indicador de salud gracias
a su funcién protectora, pues reducen la invasion de bacterias potencialmente patdgenas,
mientras que su empobrecimiento se asocia a obesidad y alteraciones metabdlicas
(Castillo-Alvarez and Marzo-Sola, 2017).

Referente a la funcion de la microbiota intestinal en la respuesta inmune, se ha visto el
importante papel de ésta en la respuesta inmunolédgica del organismo. Entre sus
funciones se encuentra:

— La prevencién de la colonizacion y crecimiento de microorganismos patégenos
en la barrera intestinal.

— La maduracién de la respuesta inmune, tanto innata como adaptativa, asi como
la secrecion de mucinas, péptidos antimicrobianos, defensinas e IgA.

— El desarrollo de las células T efectoras y la produccion de citocinas, destacando
su influencia sobre los linfocitos Ty17 y Treg.

A pesar de sus funciones fisioldgicas, la microbiota se ha implicado en enfermedad.
Aunque en un primer momento su disfuncion se ha relacionado con trastornos
relacionados con el intestino, un creciente nimero de evidencias sugiere que estos
microorganismos pueden modular los trastornos autoinmunes en drganos remotos al
intestino, como el SNC. Asi, recientemente, se ha puesto de relieve el papel de la
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microbiota comensal intestinal como un posible factor de riesgo ambiental para la EM
(Berer and Krishnamoorthy, 2014).

Diferentes estudios en modelos animales han demostrado la influencia de la modulacion
de la microbiota intestinal en la susceptibilidad a la EAE:

a) Ratones expuestos previamente a un régimen de antibidticos por via oral, los
cuales reducian drasticamente las poblaciones bacterianas gastrointestinales,
eran significativamente menos susceptibles a la induccion de EAE en
comparacion con los controles (Berer et al., 2011; Ochoa-Repdraz et al., 2011).

b) Ratones libres de gérmenes eran altamente resistentes al desarrollo de la EAE,
ademads de tener un curso de la enfermedad mas leve cuando desarrollaban
EAE (Lee et al., 2011). Esta proteccién inducida tras la erradicacién de la
microbiota se ha relacionado con distintos mecanismos: aumento del niumero
de linfocitos T reguladores FoxP3, reduccién de las poblaciones de linfocitos Ty1
(productoras de IFN-y) y Ty17 (productoras de IL-17), asi como la deficiencia de
las células dendriticas para activar la diferenciacién Tyl y T417. La colonizacién
de los ratones libres de gérmenes con bacterias filamentosas segmentadas
(BFS) condujo a un marcado incremento en la gravedad de la EAE,
evidencidndose por histologia en el tejido nervioso de estos ratones, un
incremento en las poblaciones de células Tyl y Ty17 infiltrantes.

c) Ratones transgénicos para un TCR especifico de MOG, que en condiciones
normales desarrollan una EAE espontanea, son resistentes al desarrollo de la
enfermedad si son criados en condiciones libres de gérmenes. En estos ratones,
se encontré una menor proporcion de células Tyl7, asi como una menor
produccién de IL-17 e IFN-y. La recolonizacion de estos ratones libres de
gérmenes con microbiotas condujo a la reversiéon de estos efectos (Berer,
Mues, Koutrolos, Z. A. Rasbi, et al., 2011).

Tras el reconocimiento de la importancia de la microbiota intestinal en la susceptibilidad y
severidad de la EAE, se evalud el efecto de los microbios comensales o sus productos en
el curso de EAE (tabla 2). En conjunto, estos estudios proveen una fuerte evidencia de la
modulacién de la respuesta inmunoldgica en la EAE por parte de la microbiota. Se ha
observado que tanto la administracion de bacterias (como el factor antigénico de
colonizacion de E. coli enterotoxigénico, B. fragilis y Pediococcus acidilactici) como de
levaduras (Candida kefyr), ocasionaba en los ratones una enfermedad mas leve, de la que
se recuperaban. Histolégicamente, se comprobd que en conjunto, estos microorganismos
ocasionaban una reduccion de los efectores inmunopatogénicos en el SNC y sus
principales citocinas, asi como un aumento del fenotipo regulador. No obstante, también
se han estudiado microorganismos responsables de generar la enfermedad, entre los que
destacan la bacteria filamentosa segmentada, capaz de ocasionar un empeoramiento
clinico de la enfermedad tras la induccidén de una respuesta autoinmune Ty17.
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Tabla 2. Resumen de los principales microorganismos moduladores del curso de la EAE
(Castillo-Alvarez and Marzo-Sola, 2017).

Intervencion Resultado Respuestainmune

Disminucién de linfocitos T productores de IFN-y
Aumento de IL-4, IL-10, IL-13 y TGF-B

Mejoria clinica
Mejoria histoldgica

Administracion de
CFA/l de E. coli

Aumento de linfocitos TregFoxp3+
Aumento de IL-10

Aumento de IL-17
Aumento de Th17

Aumento de IL-10
Disminucion de IL-17, IFN-y
Aumento de Treg
Aumento de CD103+vy Treg

Alteracion de la microbiota
Descenso de IL-6

Administracion de

B. fragilis/PSA oral Mejoria clinica

Colonizacién Empeoramiento clinico
con BFS P
Mejoria clinica
Mejoria histologica

Administracion de
P. acidilactici

Administracion

de C. kefyr Mejoria clinica

A diferencia de los modelos experimentales en ratones, los estudios de la microbiota en
EM se encuentran en las primeras fases de investigacién. La bibliografia de la que
disponemos, procede fundamentalmente de comunicaciones en congresos, evidencias
indirectas y algun estudio publicado. En la tabla 3, se expone un resumen de los
principales hallazgos encontrados hasta la fecha.

Tabla 3. Resumen de los estudios de microbiota en esclerosis multiple (Castillo-Alvarez
and Marzo-Sola, 2017).

Estudio

Muestra

Resultados

Caso control

Caso control

Caso control

Caso control
pediatrico

In vivo

Caso controlen
mujeres

30 pacientes EM
31 sujetos control

53 pacientes con EM
44 sujetos control

7 pacientes con EM
8 sujetos control

20 pacientes con EM
16 sujetos control

4 pacientes con EM
7 sujetos control

Mayor proporcién de C. perfringens tipo A en sujetos
sanos (50% vs 23%)

Aumento en EM de Methanobrevibacteriaceaey
disminucion de Butyricimonasy Lachnospiraceae,
aumentado en pacientes que recibian tratamiento

Diferencias en Firmicutes, Bacteroidetesy
proteobacterias sin alcanzar significacidn estadistica

Aumento en los casos en Shigella y Escherichia
Disminucidon en Eubacterium rectaley Corynebacterium

Induccidn de linfocitos Treg y de IL-10 por el PSA de B.
fragilis

Disminucion en Faecalibacterium en los pacientes con
EM. Diferencias en los tratadoscon AG en
Bacteroidaceae, Faecalibacterium, Ruminococcus,
Lactobacillaceae, Clostridiumy otros clostridiales

La pregunta que cabe formularse ahora es, écudles son las contribuciones de la flora
intestinal a la patogénesis de la EM? Hasta la fecha, no existe evidencia directa que
respalde el papel de la microbiota intestinal ni en la incidencia ni en la patogénesis de la
enfermedad. Sin embargo, varios datos indirectos sugieren una implicacién potencial de
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la misma (figura 9), debido a que estos factores estudiados pueden alterar los
microorganismos intestinales:

— Laincidencia de EM se ha asociado positivamente con el consumo de leche,
grasa y carne; mientras que los acidos grasos poliinsaturados, asi como las
fibras vegetales pueden disminuir el riesgo de desarrollo de EM (Manzel et al.,
2014).

— Recientemente, se ha vinculado el riesgo de enfermedad a factores del estilo
de vida que han demostrado interferir con el establecimiento de una
poblacidn microbiana sana en el tracto gastrointestinal, como son Ia
antibioterapia precoz (Norgaard et al., 2011), la alimentacién artificial
(Conradi et al., 2013) y la cesarea (Maghzi et al., 2012).

A dia de hoy no se conocen los mecanismos que expliquen cédmo la microbiota puede
iniciar la autoinmunidad del SNC. Existen dos propuestas de cémo se produce esta
activacion inmune: bien podria deberse a mimetismo molecular o por la activacion
colateral de células inmunes no especificas del antigeno que desencadend la respuesta
(efecto “bystander”). Es tedricamente posible que algunos antigenos bacterianos posean
epitopos similares a autoantigenos del SNC, aunque estos epitopos en las bacterias
intestinales no han sido identificados todavia. En cambio, los datos actuales favorecen la
hipétesis de la activacion “bystander”, siendo plausible la activacion colateral de células
Ty17 auto-reactivas en el intestino, tras una activacion potente y secrecion de citocinas
por parte de las APC en el contexto de una respuesta especifica frente a un
microorganismo de la microbiota intestinal.
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Figura 9. Influencia de la microbiota intestinal en la autoinmunidad del SNC (Berer and
Krishnamoorthy, 2014). La microbiota intestinal tiene grandes efectos sobre el sistema
inmunolégico. La ausencia de microbios intestinales (es decir, condiciones libres de
gérmenes) o la alteracién de la composicién de las comunidades microbianas intestinales
a través del tratamiento con antibidticos conduce a un cambio en las respuestas de las
células T: las poblaciones de células Tyl y Ty17 proinflamatorias se reducen, mientras que
las células Treg estdn presentes en un mayor numero y se observa un aumento en la
produccioén de IL-10, asi como IL-13. Los factores dietéticos desempeian un doble papel:
mientras que la alta ingesta de grasa o alto contenido de sal dio lugar a una mayor
proporcién de células Ty17 intestinales y por lo tanto, EAE mas grave; las vitaminas, los
acidos grasos poliinsaturados o la fibra pueden establecer una microbiota intestinal,
capaz de suprimir la autoinmunidad en el SNC. Las bacterias especificas o sus productos
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pueden influir directamente en la patogénesis de la autoinmunidad del SNC. A través de
la induccién de las respuestas de células Ty17, las bacterias filamentosas segmentadas
(BFS) exacerban la EAE, mientras que la produccién del polisacarido A (PSA) por la
Bacteroides fragilis dio lugar a la induccidn de una respuesta Treg, que puede suprimir la
EAE.

A raiz de esta plausible implicacién de la microbiota en la susceptibilidad a la enfermedad,
son diversos los esfuerzos orientados hacia la manipulacién de la misma para el beneficio
terapéutico de la EM. Aunque actualmente no dispongamos de tratamientos aprobados
para la EM mediante la manipulacién de la microbiota, son numerosos los estudios
preclinicos y los ensayos clinicos en curso que muestran esperanza en la modulacién
terapéutica de la microbiota intestinal en la EM.

éSeria posible eliminar las bacterias potencialmente patégenas mediante terapias con
antibidticos? Teniendo en cuenta la coexistencia de patdgenos junto con bacterias
protectoras en el intestino, un régimen erradicador con antibidticos podria conducir a
resultados no controlables. De hecho, los ensayos realizados hasta la fecha ofrecen
resultados ambivalentes: el tratamiento a largo plazo con penicilina mostré resultados
favorables en un ensayo (Alonso et al., 2006), pero perjudiciales en otro (Van Nood et al.,
2013).

Si bien los efectos de los tratamientos antibidticos sobre la microbiota intestinal siguen
siendo inciertos, otras aproximaciones han sido examinadas. Entre ellas, destaca el
reciente impulso en los tratamientos probiodticos, entendidos como la introduccién de
microorganismos vivos exogenos, con el fin de corregir un desequilibrio microbiano y asi
ser capaces de ejercer un beneficio en la salud del huésped. Estas terapias probidticas
han sido ampliamente usadas en el tratamiento de las enfermedades inflamatorias
intestinales; aunque mas recientemente, su papel terapéutico se ha extendido a
trastornos extraintestinales. En el caso de la EAE, su uso ha proporcionado resultados
mixtos, con algunos grupos mostrando un aumento de la respuesta Tyl asociada a una
EAE exacerbada, otros mostrando una falta de efecto y uno mostrando un efecto
protector en la sintomatologia de la enfermedad (Von Geldern and Mowry, 2012).

Por dltimo, como una forma radical de manipular una flora intestinal
potencialmente patdgena, el trasplante fecal se ha utilizado para mitigar la enfermedad
inflamatoria intestinal severa causada por bacterias patégenas, mas concretamente la
infeccion por C. difficile (Smits et al.,, 2013). Este procedimiento ha demostrado la
posibilidad de reducir la sintomatologia en aquellas personas afectas por esta infeccion a
los seis meses del trasplante, asi como la reduccién significativa de los organismos
patdgenos de C. difficile y la introduccion de una flora comensal estable (Van Nood et al.,
2013). Sin embargo, se requieren mas estudios para evaluar la durabilidad de este cambio
durante un tiempo mas largo y su uso en enfermedades extraintestinales, como la EM.

CONCLUSIONES

En este trabajo, hemos revisado los mecanismos de diferenciacidn de las diferentes
subpoblaciones de linfocitos T CD4 reconocidos hasta la actualidad, haciendo un especial
énfasis en el mecanismo involucrado en la diferenciacion de los linfocitos Ty17, asi como
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sus principales citocinas efectoras y sus funciones principales. Ademads, hemos centrado
nuestro animo en intentar discernir el mecanismo por el cual la alteracion de la
diferenciacién de estas células conduce a la aparicidn de la esclerosis multiple.

Aunque el mecanismo iniciador de la patogénesis de la esclerosis multiple no estd
completamente entendido, se ha establecido un papel primordial de las células Ty17,
gracias principalmente a los estudios realizados en modelos de ratones de
encefalomielitis autoinmune experimental, principal modelo animal de esta enfermedad.

Son muchas las terapias moduladoras de la respuesta inmune desarrolladas hasta la
fecha, sin haber conseguido una curacién completa de la enfermedad. Actualmente,
estan siendo estudiadas nuevas terapias bioldgicas especificas de la via de diferenciacion
y actuacién de los linfocitos Ty17, cuyos resultados, que estan empezando a conocerse,
arrojan grandes esperanzas. En los ultimos anos ademas, el papel de la microbiota estd
empezando a ser reconocido no solo como un factor de riesgo de la enfermedad, sino
como un elemento terapéutico mas, como han reconocido multiples ensayos en
animales. No obstante, necesitamos mas estudios puesto que podriamos estar ante la
puerta que nos permita tratar desde un inicio no solo la esclerosis multiple, sino la
mayoria de enfermedades autoinmunes, permitiéndonos la curacién total de estas
enfermedades.
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