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El trabajo presentado en esta tesis doctoral se ha realizado en el laboratorio de
Neuroinmunologia Clinica, del Centre d’Esclerosi Multiple de Catalunya (Cemcat)
en el Vall d’Hebron Institut de Recerca (VHIR), Hospital Universitari Vall d’Hebron.
Esta tesis doctoral ha estado co—dirigida por la Dra. Carmen Espejo, la Dra. Herena

Eixarch y el Prof. Xavier Montalban, Director del Cemcat.

El Cemcat se dedica a la asistencia clinica, la rehabilitacion fisica y cognitiva y a
la investigacion clinico—basica de la esclerosis multiple (EM). Cuenta con un equipo
multidisciplinar experimentado, formado por clinicos (neur6logos, neuropsicologos,
fisioterapeutas, logopeda, terapeuta ocupacional y enfermeras), investigadores
basicos (neurblogos, bidlogos, biotecndlogos, veterinario, bioquimico vy
farmacéutico), personal de soporte técnico (técnicos de laboratorio) y de gestion
de la investigacion y la docencia (economista, contable y administrativos). De esta
forma el Cemcat desarrolla una atencion integral del paciente, lleva a cabo un
control diario de la calidad asistencial mediante sesiones clinicas y realiza una
investigacion clinica y basica de gran calidad, lo que ha hecho que se convierta en
un centro de referencia de la EM a nivel nacional e internacional. La investigacion
del grupo se puede dividir en investigacion clinica e investigacion basica y tiene
como objetivo principal mejorar la calidad de vida del paciente con EM
profundizando en el conocimiento de los mecanismos patogénicos de la
enfermedad asi como en el desarrollo de nuevos abordajes terapéuticos, por lo que
podemos considerar que la investigacion del Cemcat tiene un marcado caracter

translacional.

Este proyecto de investigacion se engloba dentro de la linea de investigacion
“Busqueda de nuevas dianas y/o abordajes terapéuticos para la EM”. Los
tratamientos actuales para los pacientes con EM estan basados principalmente en
la modulaciéon de la respuesta inmune. Sin embargo, los pacientes con formas
progresivas no pueden beneficiarse de estos farmacos ya que se encuentran en un
estadio de la enfermedad en la que predomina la neurodegeneracion. El desafio
actual es identificar dianas terapéuticas que fomenten la neurorregeneracion a la
vez que limiten la respuesta inmune. Con este objetivo, surgid la propuesta de

estudiar el papel de las semaforinas 3Ay 7A en un modelo animal de EM, al tratarse
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de moléculas que podrian estar interviniendo tanto en procesos neurodegenerativos

como en la respuesta inmune que acontecen en la EM.

En primer lugar se caracterizd la expresion de ambas semaforinas y sus receptores
en lesiones de pacientes con EM. Para este fin, se realizd una colaboracion con la
Dr. Elena Martinez Saez del Servicio de Anatomia Patolégica del Hospital
Universitari Vall d’Hebron. Al observar un aumento en la expresion de estas
semaforinas relacionado con el grado de la actividad inflamatoria de la lesion, se
planted describir la expresion de las mismas tanto en el sistema nervioso central
como en el sistema inmune en un modelo animal de EM, la encefalomielitis
autoinmune experimental, observando que los cambios de expresidbn de estas
proteinas podrian sugerir una funciéon relevante en el desarrollo y/o curso clinico de

la enfermedad.

Posteriormente, y dado que la regulacion de la semaforina 7A parecia tener mas
opciones como posible diana terapéutica en la EM y que las herramientas para el
estudio de la sema3A /7 vivo no estaban optimizadas, se estudiod la funcion de la
semaforina 7A en la EAE. Para ello se realizaron estudios /n vivo con ratones
deficientes en esta proteina a los que se les indujo la EAE. Se estudid el curso
clinico, la histopatologia y la respuesta inmune de estos animales en comparacion

con ratones control.

Los resultados presentados en esta tesis han dado lugar a tres articulos que
actualmente estan en revision para su publicacion en revistas internacionales.
Ademas se ha publicado una revision sobre el tema de estudio: Eixarch H,
Gutiérrez—Franco A, Montalban X, Espejo C. Semaphorins SA and 7A: potential
immune and neuroregenerative targets in multiple sclerosis. Trends Mol Med. 2013;

19 (3): 157-64.

Este proyecto ha sido financiado por el Fondo de Investigacion Sanitaria del Instituto
de Salud Carlos lll, Ministerio de Economia y Competitividad (PS09/01180). Ana
Gutiérrez Franco ha sido financiada por el programa PFIS del Fondo de
Investigacion Sanitaria del Instituto de Salud Carlos I, Ministerio de Economia y

Competitividad (FI10/00456).
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ADN Acido desoxirribonucleico

ADNc Acido desoxirribonucleico complementario
Al Infarto agudo

APC Célula presentadora de antigeno profesional
AR Artritis reumatoide

ARN Acido ribonucleico

B1 Célula B T-independientes

B2 Célula B T-dependientes

BDNF Factor neurotrofico derivado del cerebro
BHE Barrera hematoencefalica

bp Pares de bases

BOC Bandas oligoclonales

Breg/B10 Célula B reguladoras

BSA Albumina bovina sérica

Ca* l6n de calcio

CAHIA Cronica activa de alta actividad inflamatoria
CALIA Crbnica activa de baja actividad inflamatoria
CFA Adyuvante complete de Freund

Cl Cronica inactiva

cpm Cuentas por minuto

Ct Ciclo umbral

DAB 3,3'-diaminobencidina

DC Célula dendritica

EAE Encefalomielitis autoinmune experimental
EBV Virus de Epstein Barr

EM Esclerosis multiple

EMPP Esclerosis multiple primariamente progresiva
EMRR Esclerosis multiple remitente—-recurrente
EMSP Esclerosis multiple secundariamente progresiva
FBS Suero bovino fetal

Fe® l6n de hierro

GA Acetato de glatiramero

GFAP Proteina gliofibrilar acida

GM-CSF Factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos

GPI Glicofosfatidilinositol
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HE Hematoxilina y eosina

HLA Antigeno leucocitario humano

HRP Peroxidasa de rabano

IFN Interferon

Ig Inmunoglobulina

IL Interleucina

iTreg Células T reguladoras inducidas

K* lon de potasio

KB Kliver—Barrera

KO Knockout

LCR Liquido cefalorragquideo

LEA Lectina del tomate

LES Lupus eritematosos sistémico

LMP Leucoencefalopatia multifocal progresiva

LPS Lipopolisacarido

MBP Proteina mielinica basica

M-CSF Factor estimulador de colonias de macrofagos
McT Mycobacterium tuberculosis

MHC-II Complejo mayor de histocompatibilidad de tipo |l
MOG Glicoproteina mielinica de los oligodendrocitos
Na* l6n de sodio

NeuN Proteina nuclear especifica de neuronas

NK Célula natural killer

NKT Célula T natural killer

NNC Sin afectacion neuroldgica

NOS Oxido nitrico sintasa

Np Neuropilina

ns No significativo

NT Neurotrofina

nTreg Célula T reguladora natural

Olig2 Factor de transcripcion de oligodendrocitos
OPC Célula precursora de oligodendrocito

p.i. Post—-inmunizacion

PBA—-Azida Tampobn fosfato salino con alblmina bovina serica y acida

sOdica
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PBS Tampobn fosfato salino

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa
PFA Paraformaldehido

PHA Fitohemaglutinina

PLP Proteina proteolipidica

PLXN Plexina

PMA Acetato de forbol miristato

PPIB Peptidil prolil isomerasa B

qPCR PCR cuantitativa a tiempo real

RM Resonancia magnética

ROS Especies reactivas de oxigeno

rom Revoluciones por minuto

SB Sustancia blanca

SBAN Sustancia blanca de apariencia normal
SD Desviacion estandar

SEM Error estadndar de la media

sema Semaforina

sema7AKO Deficiente para sema7A

SF Suero fisioldgico

SG Sustancia gris

SGAN Sustancia gris de apariencia normal
SNC Sistema nervioso central

SNP Sistema nervioso periférico

SPF Libre de patdogenos especificos

TBST Solucion salina tamponada con Tris—Cl y 0,1% de 7Tween20
Tel7 Célula T citotoxica productor de IL-17A
TCD4 Célula T CD4+

TCD8 Célula T CD8+

TCR Receptor de células T

TGF Factor de crecimiento transformante
Th Célula T colaboradora (he/per)

TLR Receptor de tipo 7o//

TNF Factor de necrosis tumoral

Tp Toxina pertussis

Treg Célula T reguladora
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VLA-4 Antigeno muy tardio—4
WT Wild type
Nota: En algunas de las abreviaturas se ha mantenido la nomenclatura

en inglés por ser la de uso mas habitual
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1.  Esclerosis miultiple

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad cronica, inflamatoria,
desmielinizante y neurodegenerativa del sistema nervioso central (SNC). Aunque su
etiologia es aun desconocida, se sabe que en su desarrollo intervienen tanto
factores genéticos como factores ambientales (Comabella and Khoury, 2012). Es
una enfermedad extendida mundialmente, aungue su prevalencia varia segln el
area geografica, oscilando en el caso de Espafia entre los 75 y 91 individuos por
cada 100.000 habitantes (Aladro et a/., 2005; Modrego and Pina, 2003; Otero—
Romero et al., 2013). La EM es la segunda causa de discapacidad en jovenes
adultos después de los traumatismos, lo que conlleva un impacto social y

econdbmico muy significativo.

La EM se diagnostica en mayor proporcidbn en las mujeres que en los hombres
(relacion 2-3:1) y se caracteriza por una gran heterogeneidad de formas clinicas—
evolutivas siendo la mas comun la presentacion en brotes, denominada como EM
remitente—recurrente (EMRR), que se caracteriza por episodios o brotes clinicos en
los que se manifiestan los sintomas de la enfermedad relacionados con procesos
inflamatorios activos y que estan separados en el tiempo por un periodo de remision
parcial o total de los sintomas (Lublin et a/., 2014). Tras 10 afios de evolucion de
la enfermedad, aproximadamente un 50% de estos pacientes desarrollan un curso
progresivo denominado secundariamente progresiva (EMSP) (Giovannoni, 2004).
La EM primariamente progresiva (EMPP) se define por la manifestacion de un
deterioro neuroldgico funcional progresivo desde el debut de la enfermedad sin
padecer brotes clinicos. Se diagnostica en un 10-20% de los pacientes y

normalmente son mayores de 40 afios (Miller and Leary, 2007).

1.1. Etiologia
La causa de la EM se desconoce pero se ha descrito que en el desarrollo de la

misma intervienen tanto factores genéticos como ambientales. Durante las Ultimas
décadas se ha realizado un esfuerzo muy grande para identificar los genes que
confieren susceptibilidad a padecer la EM. Los resultados obtenidos evidencian que
el sistema inmune juega un papel relevante en esta enfermedad. En este sentido,

diferentes haplotipos del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC—
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I1), en particular el antigeno leucocitario humano (HLA)-DR y HLA-DQ se han
asociado con la susceptibilidad a desarrollar la EM (Compston and Coles, 2008;
Hoppenbrouwers and Hintzen, 2011). Entre ellos, los alelos DRB1x1501 vy
DRB5*0101 estan asociados con todas las presentaciones clinicas de la EM sin
influencia de la region geografica. En estas regiones cromosdmicas se encuentran
algunos genes relacionados con la respuesta inmune, como el receptor de la
interleucina (IL)-17 (Oksenberg and Hauser, 2010). Ademas, se han identificado
otros genes fuera de la region HLA que confieren susceptibilidad a la EM, como los
que codifican los receptores de la IL-2 e IL-7, y que estan implicados en la
regulacion de la respuesta inmune (International Multiple Sclerosis Genetics
Consortium et al., 2007). También se ha descrito que el gen que codifica Notch4,
una molécula de sefializacion relacionada con la formacion de la mielina y que
ademas tiene funciones inmunes, presenta cierta asociacion con el desarrollo de
la EM (Duvefelt et al., 2004). El hecho de que la EM se manifieste en mayor
proporcibn en mujeres gque en hombres, sugiere que los niveles hormonales son
también factores de riesgo. AlUn se desconoce de qué manera las hormonas
sexuales influyen en la susceptibilidad a la EM, pero se han descrito efectos en la
induccion de la secrecion de citocinas pro—inflamatorias mediada por estrogenos
(Bove and Chitnis, 2014).

Estudios epidemiolégicos indican que también los factores ambientales pueden
contribuir en el inicio de la enfermedad. La distribucion dispar de la prevalencia de
la EM en el hemisferio norte y sur ha hecho pensar que la exposicion a la luz solar
podria ejercer algin efecto sobre las células inmunes (Hayes, 2000). Partiendo de
la base que la sintesis de vitamina D se induce con la exposicidbn solar, se ha
descrito que los niveles de vitamina D en pacientes con EM serfia un predictor del
riesgo a desarrollar la enfermedad, otorgando un efecto protector a la vitamina D
(Ascherio et al., 2010; Munger et al., 2006). Otro factor de riesgo importante en el
desarrollo de la EM es el tabaquismo (Handel et a/., 2011).

Existen evidencias de que la exposicion e infeccion por ciertos patbgenos también
podria predisponer al desarrollo de la EM. Se ha demostrado que en muchas
ocasiones los brotes clinicos estan precedidos de una infeccion virica (Sibley et al.,

1985). Gracias a experimentos realizados en un modelo animal de la EM, la
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encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), se pudo confirmar que cuando los
animales se mantenian en condiciones libres de patégenos (SPF) no presentaban
signos clinicos de la enfermedad, mientras que los ratones que se mantuvieron en
condiciones normales si que desarrollaban la EAE (Goverman et al., 1993). Se ha
descrito que el 100% de los pacientes con EM son seropositivos para el virus de
Epstein Barr (EBV) y que su reactivacion se suele correlacionar con la presentacion
de brotes (Wandinger et al/., 2000). Ademas, las personas que terminan
desarrollando EM tienen niveles incrementados de inmunoglobulinas (Ig)G frente al
antigeno nuclear del EBV antes, incluso, de presentar los primeros signos clinicos
de la EM (Sundstrom et a/., 2004). La infeccion virica podria ser la responsable de
la activacion de las células autorreactivas mediante mecanismos de mimetismo
molecular y/o activacion secundaria (del término inglés “bystander activation’), 1o
que podria iniciar la respuesta autoinmune frente a antigenos mielinicos que
acontece en la EM (Croxford et al., 2002; Sospedra and Martin, 2005). Por todo
ello, los agentes infecciosos podrian inducir o contribuir al desarrollo de la EM

(Ascherio and Munger, 2007).

1.2. Patogenia

El concepto de que la EM es una enfermedad autoinmune tiene su origen en los
experimentos realizados por Rivers y colaboradores en los que reprodujeron una
enfermedad muy similar a la EM al inyectar un homogeneizado del SNC en primates
para estudiar las complicaciones que se habian observado tras la vacunacion
contra el virus de la rabia (Rivers et al., 1933). Muchos afios después, se siguen
usando modelos animales en los que se induce experimentalmente la enfermedad

inyectando proteinas o péptidos de la mielina.

La patogenia de la EM se caracteriza por una serie de procesos autoinmunes que
ocurren en el SNC. De forma natural existen células T autorreactivas circulantes que
una vez activadas en la periferia, pueden atravesar la BHE y migrar al SNC donde
son re—activadas de manera local dando lugar a la proliferacion de éstas y a la
produccion de citocinas pro—inflamatorias que activan a las células de la microglia
y a los astrocitos y que, ademaés, favorecen el reclutamiento de otras poblaciones

de células inmunes (Hartung et al., 2014). El resultado final son lesiones en el SNC
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gue presentan infiltracion de células inflamatorias (principalmente linfocitos T y
macrofagos), desmielinizacibon de la sustancia blanca, pérdida de

oligodendrocitos, dafio axonal y gliosis (Miller, 2012).

1.2.1. Activacion de células T en periferia

Aunque alun sigue debatiéndose qué mecanismos median la activacion de los
linfocitos T en periferia, existen dos hipbotesis que explicarian de qué manera la
infeccion por ciertos patbgenos podria participar en la misma. La mas aceptada
es el mimetismo molecular, que implicaria que un antigeno procedente de un
patdbgeno compartiria algin epitopo de un antigeno propio, es decir, que tendria
estructuras idénticas o muy similares, y ello haria que las células T y B
autorreactivas circulantes se activaran en periferia por reactividad cruzada (Figura
1a). Otra hipotesis seria la de la activacion secundaria (bystander activation) de los
linfocitos T autorreactivos. Tras una infeccion por un patégeno, tanto las células
de la inmunidad innata como de la inmunidad adquirida, se activarian en respuesta
a la infeccion creando un microambiente pro—inflamatorio (citocinas, sefiales de
peligro, superantigenos, etc.) que favoreceria la activacion de las células T

autorreactivas (Fujinami et al., 2006) (Figura 1b).

Los mecanismos que posee el sistema inmune innato para mantener la
homeostasis del organismo y protegerlo de los patbgenos microbiales o viricos
también pueden causar, en determinadas circunstancias, respuestas de tipo
autoinmune (Sospedra and Martin, 2005). Los receptores de tipo 7o/ (TLR) que
reconocen patrones moleculares asociados a patbgenos pueden desencadenar la
pérdida de tolerancia periférica hacia los antigenos propios durante infecciones

cronicas y asi generar células T autorreactivas (Waldner et a/., 2004).
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Figura 1. Posibles mecanismos de activacion de los linfocitos T en la periferia. (a) Estructuras similares
entre componentes de agentes infecciosos y autoantigenos facilitaria la reactividad cruzada y
mediarian la activacion de células que reconocen antigenos propios. (b) Tras la infeccion por un
patbgeno, la respuesta inmune que se desencadena para combatir esta infecciobn podria,
secundariamente, activar las células T autorreactivas y asi desarrollar una respuesta autoinmune. DC:
célula dendritica; CD8+: célula T CD8+ citotoxica; M@: macrofago.
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1.2.2. Infiltracion de las células inflamatorias en el SNC

Una vez activadas, las células T CD4+ colaboradores (Th) autorreactivas producen
citocinas pro—inflamatorias y expresan moléculas de adhesion celular como el
antigeno muy tardio—4 (VLA-4) o el antigeno de funcién linfocitaria de tipo 1, que
facilitan la infiltracion de las células inmunes a través de la BHE mediante la
interaccion con moléculas de adhesion intercelulares y con moléculas de adhesion
de células del endotelio vascular. En este proceso también intervienen otras
moléculas relevantes como las metaloproteinasa, que degradan la matriz
extracelular (Del Zoppo et al., 2006) y las quimiocinas (como CCL19 y CCL20)
(Engelhardt and Ransohoff, 2012; Krumbholz et al., 2007).

1.2.3. Respuesta inflamatoria y deterioro del SNC

Una vez en el parénguima nervioso, las células T CD4+ autorreactivas son capaces
de activar las células residentes del SNC como la microglia y los astrocitos, que a
su vez ejercen de células presentadoras de antigeno profesionales (APC) y re—
activan a las células T CD4+ infiltrantes. De este modo, se inicia una respuesta
autoinmune que favorece el reclutamiento de otras poblaciones de células inmunes
como las células T CD8+ citotdxicas, las células B y los macrofagos. La produccion
de citocinas pro—inflamatorias como el interferon (IFN)-y, el factor de necrosis
tumoral (TNF)-a, la IL-17 y la IL-1B asi como la produccidbn de sustancias
neurotoxicas y enzimas proteoliticas producidas por las células citotoxicas y los
macrofagos, median el dafo que sufren los oligodendrocitos y las neuronas (Figura

2).
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Figura 2. Esquema ilustrativo de la inmunopatogenia de la EM. Tras la activacion de células T
autorreactivas en periferia, un aumento en la permeabilidad vascular de la BHE les facilita la entrada
al SNC. Las células T activadas producen citocinas que activan la microglia y los astrocitos de forma
que pueden ejercer como APC y re—estimular a las células T autorreactivas que se diferencian hacia
los perfiles pro—inflamatorios Th1 y Th17. Estas liberan citocinas que promueven los mecanismos
efectores que median la degeneracion que sufren los oligodendrocitos y las neuronas. Otros tipos
celulares, como las células T CD8+ o los macrofagos pueden provocar dafio en los oligodendrocitos
mediante la activacion del complemento o la liberacion de sustancias que generan un microambiente
pro—inflamatorio y neurodegenerativo. La activacion de las células B genera la liberacion de auto—
anticuerpos que reaccionan con componentes de la vaina de mielina alterando las concentraciones
ibnicas de sodio (Na*)y calcio (Ca®") y deteriorando el impulso nervioso produciendo asi los sintomas
neurologicos. Figura adaptada de (Noseworthy ef a/., 2000).
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Un estudio realizado en la EAE, sugiere que solo las células Th1 podrian acceder
al SNC y una vez alli, iniciarian el reclutamiento de las células Th17 (O’Connor et
al., 2008). Sin embargo, estudios /n vitro sugieren que las células Th17 pueden
atravesar la BHE mas eficientemente que otras células T (Kebir et a/., 2007). En
cualquier caso, ambas subpoblaciones celulares producen citocinas que
contribuyen a la inflamacion del SNC. La IL-17 se detecta en las lesiones activas
de EM (Tzartos et al., 2008) y recientemente se ha descrito que las células gliales
NG2+, entre las que se encuentran los precursores de oligodendrocitos (OPC), pero
no los oligodendrocitos maduros, son la diana principal de la IL=17 en el SNC. La
[L—17 induce una fuerte respuesta inflamatoria en este tipo celular y ademas inhibe
la diferenciacion de las OPC y provoca la apoptosis de las que se diferencian a
oligodendrocitos maduros (Kang et al., 2013). Las células Th17 también producen
el factor estimulador de colonias de granulocitos y macrofagos (GM—-CSF), que
aungue no se conoce con exactitud su funciéon, se piensa que esta citocina induciria
la migracion y el reclutamiento de los monocitos y de las células dendriticas (DC)
al SNC. Ademas, el GM—-CSF actia de manera autocrina aumentando la sintesis
de IL-23, citocina que mantiene la activaciobn y maduracion de las células Th17
(El-Behi et al., 2011) y, por tanto, la produccion de GM-CSF e IL-17. Gracias a
los modelos experimentales de EM, se ha podido demostrar que ratones deficientes
en la citocina GM—CSF son resistentes a desarrollar la enfermedad (McQualter et
al. 2001), mientras que la deficiencia en IFN-y, su receptor u otras moléculas
implicadas en la diferenciacion de las células Th1 no inhiben la susceptibilidad de
los ratones a la EAE (Gran et al., 2002; Gutcher et al., 2006; Zhang et al., 2003).
De modo que, en los Ultimos afios, el paradigma en cuanto al tipo celular iniciador

de la respuesta autoinmune esta en discusion.

Por otro lado, y aunqgue historicamente la EM se ha considerado una enfermedad
mediada por células T CD4+, hay muchas evidencias que conceden un papel
importante a las células T CD8+ en la patogenia de la EM. Se sabe que en las
lesiones desmielinizantes las células T CD8+ superan en numero a las células T
CD4+ (Babbe et a/., 2000). Ademas, muestran una amplia expansion oligoclonal
tanto en las lesiones como en el liquido cefalorraquideo (LCR) y en la sangre

periférica (Skulina et al., 2004). Las células T CD8+ también destruyen la mielina
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mediante la liberacion de perforina y granzima dando como resultado la liberacion
de otros autoantigenos (Friese and Fugger, 2009) que pueden inducir otras
respuestas (auto)inmunes. Ademas son células que secretan moléculas
quimioatrayentes para las células T CD4+ especificas de antigenos mielinicos
(Biddison et al., 1998). En la EAE se ha podido corroborar que la transferencia de
clones de células T CD8+ activados especificos de antigenos mielinicos inducen la
enfermedad (Huseby et a/., 2001). También se ha demostrado /n vitro que estas
células citotdxicas podrian participar en el dafio axonal observado en las lesiones
de EM mediante un ataque directo a las neuronas (Medana et a/., 2001). Por otro
lado, recientemente se ha descrito que las células T CD8+ productoras de IL-17A
(Tc17) estan involucradas en el inicio de la enfermedad al facilitar la diferenciacion
de las células T CD4+ a células Th17 que formarian parte de la primera oleada pro—
inflamatoria en el SNC. Ademas, la presencia de las células Th17 permitiria la
migracion de las células Tc17 en el reclutamiento posterior de células inflamatorias
(Huber et al., 2013). Por tanto, las células T CD8+ citotdxicas jugarian un papel

importante en el inicio de la respuesta inmune asi como en el deterioro del SNC.

En las lesiones de EM también se ha evidenciado la presencia de células B, de
células plasmaticas, de Ig y de complemento (Fronman et al., 2006). Las células
B por si mismas no pueden atravesar la BHE, sin embargo, una vez ha comenzado
el proceso inflamatorio son capaces de acceder al SNC (Sospedra and Martin,
2005). Las células B favorecen la neuroinflamacion mediante la secrecion de
citocinas pro—inflamatorias como el TNF-a y la linfotoxina. También acttan como
APC vy participan de manera directa en los procesos de desmielinizacion
produciendo auto—anticuerpos que atacan a los oligodendrocitos directamente y a
través de la activacion del complemento (O’Connor et al., 2005). Sobre la
especificidad de las Ig presentes en las lesiones existe gran controversia. Se han
detectado Ig reactivas contra la proteina mielinica béasica (MBP), la glicoproteina
mielinica de los oligodendrocitos (MOG) y otras proteinas del SNC (Mirshafiey and
Kianiaslani, 2013) asi como Ig inespecificas dispersas por la lesiobn y por la
sustancia blanca de apariencia normal (SBAN), que también pueden encontrase en
tejidos de pacientes con otras afecciones neuroldgicas (Barnett et al., 2009). Por

esta razon, se piensa que estas |Ig podrian aparecer después de un dafio sufrido
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en la sustancia blanca sin ser un hecho exclusivo de la activacion de las células B
en la EM. Aungue se desconoce su papel en la patogenia de la EM, se cree que
las Ig podrian tener gran importancia ya que mas del 90% de los pacientes
muestran produccion intratecal de IgG, cominmente conocido como presencia de
bandas oligoclonales (BOC) en el LCR. La ausencia de éstas esta asociada con un
mejor pronbdstico de la enfermedad (Avasarala et al/.,, 2001). También se ha
estudiado la presencia de BOC de IgM observando que aquellos pacientes que las
presentan, en especial los que presentan IgM especificas frente a lipidos de la
mielina, tienen un curso mas agresivo de la enfermedad (Villar et a/., 2005).
Ademaéas, también se ha descrito que la presencia de BOC de IgM podria estar

asociada a una mala respuesta al tratamiento con IFN-B (Bosca et a/., 2010).

Los mastocitos son células gue durante reacciones alérgicas liberan multiples
mediadores inflamatorios. En la EM no se conoce con exactitud qué papel
desempefian pero su elevada presencia en las lesiones desmielinizantes (Olsson,
1974), indicaria que favorecen el trafico linfocitario a través de la BHE y que
participan en la destruccion de los oligodendrocitos y las neuronas (Costanza et

al., 2012).

1.2.4. Mecanismos reguladores

Se conoce que hay un aumento en el nivel de citocinas anti—inflamatorias en el
suero de pacientes que se encuentran en fase de remisién asi como un aumento
en la SBAN de la expresion de genes que estan relacionados con mecanismos
protectores y anti—inflamatorios (Zeis et a/., 2008). Las células T de tipo Th2, las
células T reguladoras (Treg), las células Natural Killer (NK) asi como las células T
CD8+ reguladoras y las células B reguladoras (Breg) son los tipos celulares que
median los mecanismos moduladores de la respuesta inmune (Buc, 2013; Ries et

al., 2014; Sinha et al., 2014).

Las células Treg tienen un rol principal en la regulacidon de los procesos inmunes
ejerciendo una tolerancia dominante o activa que impide la activacioén de las células
T y B autorreactivas o inhibiendo su actividad efectora mediante la sintesis de
citocinas inmunosupresoras (Lan et a/., 2005). Las células Treg se dividen en

células reguladoras naturales (nTreg) o inducidas (iTreg). Las nTreg, diferenciadas
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en el timo, no responden frente a un estimulo concreto ni producen IL-2, sin
embargo son capaces de regular la actividad de las células T, B, NK, células NKT
y DC mediante la produccion de citocinas inmunosupresoras como la IL-10, el
factor de crecimiento transformante (TGF—-B) o la IL-35 (Shevach, 2009). Las iTreg
se diferencian en periferia a partir de células T CD4+ virgenes durante la respuesta
inmune. La presencia de células Treg defectivas o niveles bajos de estas células
podria contribuir a la patogenia de la EM (Buc, 2013). En esta linea se ha estudiado,
en el modelo animal de la EM, tanto el efecto de |la deplecion de este tipo celular,
que resultd en un curso clinico muy severo de la EAE, como la transferencia de
células Treg que redujo la gravedad de la enfermedad (Kohm et a/., 2002). De este
modo, las células Treg tienen un papel importante en el desarrollo de la

enfermedad, al menos en modelos de EAE.

En cuanto a las células NK se ha descrito un descenso de las mismas en pacientes
con EM tanto en periferia, como en las lesiones o en el LCR respecto a pacientes
con otras afecciones neurologicas inflamatorias (Weber et a/., 1987). Se piensa
que su funcion podria ser inmunorreguladora al producir citocinas anti—inflamatorias
como la IL-5, la IL-13 y el TGF-B aunque no queda clara su relacion con la
inmunopatogenia de la EM, ya que también puede exacerbar el dafio tisular
mediante su actividad citolitica y la activacibn de las células T y células B

(Hernandez—Pedro et al., 2013).

Las células B que poseen capacidad inmunosupresora se han clasificado como
células Breg o B10 (Vitale et a/., 2010) aunque hasta el momento solo se han
podido caracterizar en raton. Sin embargo, se ha demostrado que limitan la
respuesta de las células T CD4+ mediante la secrecion de IL-10 (Fillatreau et al.,

2002).

1.2.5. Otros mecanismos patogénicos implicados en la formacion de la
lesion

Los mecanismos que contribuyen a la progresion de la lesiébn en la EM son muy
variados. Como ya se ha comentado, los anticuerpos especificos que reconocen

componentes de la mielina o del axon (Berger et al., 2003; Brickshawana et al.,

2014), las células T CD8+ citotoxicas (Medana et a/., 2001; Neumann et a/., 2002)
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y la liberacion de citocinas pro—inflamatorias y proteasas por la
microglia/macrofagos (Smith and Lassmann, 2002) serian otros mecanismos
inmunes que contribuirian a la formacién de lesiones en el SNC de pacientes con

EM.

Otros mediadores del deterioro en lesiones de EM, son los depodsitos de acido
hialurbnico que al ser degradados interaccionan con los receptores TLR2 presentes
en OPC e inhiben su maduracion. De este modo, el sistema inmune innato también

juega un papel relevante en la inhibicion de la remielinizacion (Sloane et a/., 2010).

En los Gltimos afios se esta profundizando en el estudio de los cambios i6nicos y
energéticos que sufre la neurona debido a la desmielinizacion de los axones. Los
canales de sodio (Na") se redistribuyen para restaurar el potencial de accion de la
membrana, generando un alto consumo de ATP y un aumento intracelular de la
concentracion de Na* que provoca la entrada masiva de calcio (Ca®*) en el interior
de la neurona causando la produccion de enzimas que median la degeneracion
axonal (Craner et al., 2003, 2004). El fallo mitocondrial también produce
deficiencia energética, cambios en la homeostasis del intercambio de iones y
produccion de radicales libres que podrian desencadenar la muerte de la neurona
(Trapp and Stys, 2009). También se ha descrito recientemente que el hierro se

acumula a lo largo de la vida en el interior de los oligodendrocitos.

Sin embargo, en pacientes de EM con lesiones activas, el hierro se libera al espacio
extracelular cuando los oligodendrocitos se deterioran produciendo dano oxidativo
(Hametner et al., 2013) y es incorporado por la microglia en los bordes de las
lesiones indicando, posiblemente, que se trata de una lesion inflamatoria cronica
(Bagnato et al., 2011). Este mecanismo podria estar vinculado a pacientes de edad
avanzada que cursan una EM progresiva debido a que la acumulacion de Fe®*" por
parte del organismo es dependiente de la edad (Hallgren and Sourander, 1958).
Todo ello hace pensar que el dafio oxidativo generado por los cambios en la
homeostasis ibnica podrian estar involucrados en los procesos de desmielinizacion

y neurodegeneracion que acontecen en la EM (Figura 3).
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Figura 3. Mecanismos neuropatogénicos que inducen la muerte de los oligodendrocitos y el dafio
axonal. Las células del sistema inmune liberan al medio citocinas pro—inflamatorias que junto con la
activacion del complemento, mediante anticuerpos especificos, destruyen la mielina. Tanto los
macrofagos como los astrocitos eliminan los restos celulares. Los astrocitos también producen
citocinas pro—inflamatorias, liberan factores neurotroficos y forman la cicatriz glial. La pérdida de
mielina alrededor de los n6dulos de Ranvier provoca que haya una redistribucion de los canales ibnicos
sobre el axén. Sin embargo, la acumulacion intra—axonal de iones de Na'y Ca®" activa enzimas
proteoliticas y produce sustancias reactivas de oxigeno (ROS) y Oxido nitrico sintasa (NOS) que
median el dafio mitocondrial y por consiguiente el deterioro bioenergético de la célula. El dafio
oxidativo mediado por hierro (Fe®*") se da al disminuir los niveles de hierro intracelular. Los iones de
hierro pueden entrar en las células al combinarse con el complejo citrato/ATP. Una vez en el interior
de la célula puede ser usado directamente, o almacenado al unirse con la proteina ferritina. La
exportacion hacia el exterior estd controlada por la proteina intramembrana ferroportina. Glu:
Glutamato.
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Por ultimo y como consecuencia del deterioro de las células gliales, cabe pensar
que la ausencia de factores troficos procedentes de astrocitos, microglia vy
oligodendrocitos podria contribuir de manera sustancial al deterioro de los axones

desmielinizados de forma permanente (Loeb, 2007).

1.3. Anatomia patolégica
Los hallazgos en biopsias y/o necropsias de pacientes con EM han demostrado

que los cambios que se dan en el SNC durante el curso de la enfermedad estan
relacionados con el desarrollo y la progresion de la misma (Lucchinetti et a/., 2000).
Los hallazgos histopatoldgicos que caracterizan a la EM son la inflamacion, la
desmielinizacion, la gliosis reactiva y la pérdida de oligodendrocitos y de axones
(Figura 4). La remielinizacion de las lesiones puede darse (Prineas et al., 1984) y

se piensa que estaria asociado a la recuperaciobn de los sintomas clinicos.

. | ¢ ol W b .

Figura 4. Histopatologia de la lesion de EM. Las caracteristicas histopatolégicas principales de la
lesion de EM son la infiltracion de células inflamatorias, principalmente linfocitos y monocitos (a), la
desmielinizacion en grado variable (b), astrogliosis (c) y pérdida de axones (d). Fotos tomadas de
(Han et al., 2008) (a,b,c) y de “Multiple Sclerosis: Axonal Loss Linked to MS Disability” 2010 (d)



Introduccidén |43

1.3.1. Inflamacion

En base a la inflamacioén, las lesiones de EM se han clasificado en lesiones agudas,
cronicas activas y cronicas inactivas (Figura 5).

Control sin afectacion Cronica activa Cronica activa Croénica inactiva
neuroldgica de alta actividad de baja actividad
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Figura 5. Tipos de lesiones cronicas en pacientes con EM que se diferencian por la actividad del
proceso inflamatorio. La tincion con hematoxilina—eosina (HE) muestra el grado de infiltracion celular,
permitiendo observar las diferencias entre un control sin afectacion neurolégica y los diferentes tipos
de lesiones de EM. En las lesiones cronicas activas se observan manguitos inflamatorios
perivasculares. Las lesiones cronicas inactivas se caracterizan por la baja o nula actividad
inflamatoria. De igual modo, con la tincion de Kliver—Barrera (KB) se evidencia la desmielinizacion
de la lesion por la pérdida del color azul-violaceo al comparar cualquier lesiéon con el control sin
afectacion neurologica.

Las placas agudas aparecen en los primeros estadios de la formacion de la lesion
y se caracterizan por la presencia de infiltrados inflamatorios (compuestos
principalmente  por linfocitos 'y monocitos/macrofagos), desmielinizacion
distribuida por toda la lesiobn con pérdida de oligodendrocitos, gliosis reactiva y
edema en el parénquima. Las lesiones crbnicas se caracterizan por una baja
presencia de células inflamatorias, gran pérdida de mielina y por la formaciéon de
la cicatriz glial. Los bordes de las placas crbénicas diferencian la actividad

inflamatoria de la lesion. Asi, los bordes de las placas cronicas activas presentan
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microglia activada y macré6fagos, manguitos inflamatorios perivasculares,
astrocitos reactivos y, en ocasiones, presencia de anticuerpos y complemento. Las
placas cronicas inactivas estan determinadas por la pérdida de componente
inflamatorio en el borde de la lesion. En este tipo de placas se observa una pérdida
completa de oligodendrocitos acompafiada de una reduccion de la densidad

axonal (Wu and Alvarez, 2011).

Recientemente, gracias a las técnicas de imagen por resonancia magnética (RM),
técnicas histopatoldgicas y mediante estudios de expresidn génica con microarrays
se ha descrito que en la sustancia gris de apariencia normal (SGAN) y en la SBAN
existen cambios celulares y moleculares gue concuerdan con procesos patogénicos
de la EM como la infiltracibn celular, presencia de manguitos inflamatorios
perivasculares y la activacion de la microglia. Ademas, se ha asociado un aumento
en la expresibn de genes tanto relacionados con el estrés oxidativo y con la
inflamacibn como genes involucrados en procesos anti—inflamatorios y de
neuroproteccion que podrian limitar la progresion del deterioro (Zeis et al., 2008,
2009). Se piensa que la afectacion de la SBAN estaria relacionada con la expansion
de la inflamaciéon que ocurre de manera local en el tejido dafiado y con una reaccion
inflamatoria enddgena de toda la sustancia blanca que facilitaria la formacion de

las lesiones (Kutzelnigg et al., 2005).

1.3.2. Desmielinizacion

La caracteristica patoldgica mas importante de las lesiones de EM son las placas
de desmielinizacion en la sustancia blanca del encéfalo y de la médula espinal
asociadas a los procesos inflamatorios (Lumsden, 1970). Este tipo de lesiones
tienen como particularidad la pérdida de componentes de la mielina de forma
extendida en las regiones perivasculares y la presencia de un elevado nimero de
linfocitos y macrofagos infiltrantes (Fronman et a/., 2006). La pérdida de mielina
interfiere en la conduccion del impulso nervioso y, por tanto, se piensa gue es la

responsable de la discapacidad observa en los pacientes de EM.

Lucchinetti y colaboradores hicieron una clasificacion de las lesiones de EM
basandose en los mecanismos patogénicos de desmielinizacion. Distinguieron

cuatro patrones con caracteristicas inmunoldgicas y patoldgicas distintas. El patron
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| se caracteriza por el predominio de células T y macr6fagos alrededor de los vasos
sanguineos y vénulas. El patron Il por la infiltracion de estas células con presencia
de Ig y de complemento. El patron Il presenta una elevada infiltraciobn de células T
y macrbfagos que no se localizan alrededor de los capilares sanguineos y que se
da en ausencia de Ilg y complemento. Ademas se caracteriza por la pérdida
selectiva de la glicoproteina asociada a mielina considerada como un marcador de
estrés metabolico en oligodendrocitos favoreciendo la oligodendrogliopatia o 1o que
es lo mismo, la apoptosis de los oligodendrocitos en los bordes activos de la lesion.
El patron IV también presenta infiltracion de linfocitos T y macré6fagos en ausencia
de Ig y complemento aungue se caracteriza por la desmielinizacién producida por
la pérdida gradual y la distrofia de los oligodendrocitos y la ausencia de
remielinizacion (Lucchinetti ef a/., 2000). Recientemente se ha demostrado que, a
pesar de la heterogeneidad interindividual, existe homogeneidad intraindividual del
tipo de patron de desmielinizacion a lo largo del curso clinico de la enfermedad
(Metz et al., 2014). Sin embargo existe controversia por lo que respecta a la
homogeneidad de las lesiones en un mismo individuo, ya que Barnett y Prineas
describieron gue un paciente puede presentar heterogeneidad en las lesiones y que
el patron de la lesion ademas puede variar a lo largo del tiempo (Barnett and

Prineas, 2004).

Aunque historicamente la EM se ha considerado una enfermedad que afecta a la
sustancia blanca del SNC, también se ha descrito desmielinizacion en la sustancia
gris, preferentemente en la corteza, la médula espinal y el cerebelo. De hecho, la
desmielinizacion cortical es una de las caracteristicas exclusiva de la EM respecto
a otras enfermedades neuroldégicas cronicas mediadas por mecanismos
inflamatorios (Fischer et a/., 2013). Estas lesiones estan asociadas con la pérdida
neuronal, se correlaciona con trastornos cognitivos y son mas comunes en
pacientes con formas progresivas (Amato et a/., 2007; Kutzelnigg et al., 2005).
Ademas, pueden variar en tamafio e incidencia incrementandose a medida que la
enfermedad evoluciona (Kutzelnigg et al, 2005). La desmielinizacion en la
sustancia gris estad asociada con el grado de inflamacion de las meninges
(Magliozzi et al., 2007) que reflejan la presencia de agregados linfocitarios con

caracteristicas de foliculos de células B (Serafini et al., 2004). Se piensa que existe
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algun factor soluble procedente de los infiltrados inflamatorios de las meninges que
difunde por la corteza e induce desmielinizacion, ya sea directa o indirectamente,

a través de la activacion de la microglia (Lassmann, 2014).

1.3.3. Daiio axonal/neuronal

La pérdida axonal es la causa principal de discapacidad neuroldgica permanente
(Bjartmar et al,, 2003). En la EAE se ha demostrado que la inflamacion
generalizada en el encéfalo y la médula espinal viene acompafada de deterioro
axonal y neuronal (Aharoni et a/., 2011). Esta reduccion en la integridad estructural
del tejido se ve reflejada en la pérdida de volumen cerebral, o lo qgue comUnmente

se denomina, nivel de atrofia (Vigeveno et al., 2012).

Existen evidencias de que el dafio axonal se produce de forma temprana y
persistente a lo largo de la progresion de la EM (Trapp et al., 1998, 1999) y que
una vez ocurre, la degeneracion walleriana distal sucede relativamente rapido desde
la zona donde el axon ha sido transectado (Kuhlmann et a/., 2002). Se ha descrito
que en la EM hay hasta un 60% de reduccidon de la densidad axonal respecto a
controles sanos (Ganter et al., 1999; Lovas et al., 2000), lo que indica que en
muchas ocasiones, aungue la sustancia blanca se encuentre intacta, se podria
estar infravalorando la reduccibn de la densidad axonal, especialmente en

pacientes cronicos con una enfermedad de larga duracion (Dutta and Trapp, 2007).

En la actualidad, los expertos estan de acuerdo en que existe inflamacion en todos
los estadios de la EM y que la degeneracion neuronal ocurre siempre en un contexto
inflamatorio (Frischer et al., 2009). Actualmente se cree que en el caso de las fases
progresivas donde el componente infamatorio es minimo, la inflamacion queda
compartimentada tras una BHE cerrada o reparada que impide a su vez la entrada
de gadolinio, de modo que imposibilita la visualizacidbn de las lesiones activas

mediante RM (Hochmeister et al., 2006).

1.3.4. Astrogliosis

Clasicamente, en la EM los astrocitos se describian como las células gue tenian un
efecto negativo en la resolucion de las lesiones al formar la cicatriz glial e impedir

fisicamente la regeneracion neuronal ya fuera por la secrecion de moléculas gue
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inhibian el crecimiento de las neuritas (Fawcett, 2006), o por componentes toxicos
para las neuronas y los oligodendrocitos como las ROS, la NOS, el glutamato y el
ATP (Brosnan and Raine, 2012; Roitbak and Sykova, 1999). Sin embargo, también
se le han atribuido funciones protectoras que impiden la neurodegeneracion
secundaria mediada por niveles elevados de potasio (K'), glutamato y purinas en
el espacio extracelular (Roitbak and Sykova, 1999), asi como una funciéon relevante
en la proliferacion y diferenciacion de células precursoras neuronales mediante la
expresion de factores de crecimiento y moléculas de sefalizacion (Brosnan and
Raine, 2012). En la actualidad, a los astrocitos se le atribuyen multiples funciones
en la patogenia de la EM dependiendo del estadio y topografia de la lesion.
(Brosnan and Raine, 2012). Se ha descrito que los astrocitos liberan factores que
pueden suprimir o favorecer las propiedades funcionales de la BHE (Alvarez et al.,
2011) y que tienen capacidad fagocitica y de presentacion antigénica, de manera
que podrian ser relevantes en la re—estimulacion de las células T que se infiltran en
el SNC (Keyser et al., 2003). Ademas, complementan la respuesta inmunolodgica
expresando citocinas que contribuyen al desarrollo o a la reparacion de la lesion,

como la IL-6, el TGF-B, el TNF y la IL-12 (Campbell et al., 1993, 2010).

1.3.5. Reparacion tisular

La remielinizacibn es un proceso esencial para la supervivencia del axbn ya que
permite restaurar la conduccidn saltatoria del impulso nervioso en el SNC. La
presencia de OPC en el SNC adulto es indicativo de la capacidad de reparacion
intrinseca del mismo. Se ha demostrado que la remielinizacion puede darse en
pacientes con EM independientemente de la fase de la enfermedad en la que se
encuentren. Sin embargo, la localizacion de la lesion puede favorecer la reparacion,
siendo las zonas corticales y subcorticales de la sustancia blanca las areas que

frecuentemente remielinizan (Patrikios et al., 2006).

Para gue haya remielinizacion es necesaria la presencia de axones desmielinizados
y el reclutamiento de las OPC hacia las areas lesionadas asi como la consiguiente
proliferacion y diferenciacion a oligodendrocitos maduros productores de mielina.
El fallo en la remielinizacion puede deberse a un defecto en cualquiera de estos

eventos por separado. En base a esto, se ha observado que algunas lesiones no
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remielinizan por la pérdida de axones, por la falta de un numero suficiente de OPC
(fallo en la migracion y el reclutamiento), porque los precursores no pueden
diferenciarse a oligodendrocitos maduros o porque la mielina producida es mas
inestable y hace que la lesion sea mas vulnerable (Lassmann, 2014; Williams et a/.,
2007). Los factores principales que impiden que la remielinizacion sea eficiente en
los pacientes con EM son la pérdida del reservorio natural de OPC, especialmente
durante la fase progresiva de la enfermedad, y la presencia de factores inhibidores
de la diferenciacion oligodendroglial. Entre ellos se encuentran componentes
derivados de la mielina (Plemel et al., 2013), componentes de la matriz extracelular,
como el acido hialurénico (Back et al., 2005), moléculas inhibitorias que
interaccionan con vias de sefalizacion involucradas en la oligodendrogénesis
durante el desarrollo, como las vias de Notch (John et a/., 2002) y Wnt (Fancy et
al., 2009), o proteinas como LINGO-1, que interaccionan con el receptor de Nogo

e inducen mecanismos inhibitorios de la remielinizacion (Mi et al., 2013).

Actualmente se estan estudiando qué factores de crecimiento favorecen los
procesos de remielinizacion. Se ha descrito que el factor de crecimiento derivado
de plaquetas y el factor de crecimiento de fibroblasto—2 son necesarios para la
proliferacion de las OPC en areas desmielinizadas (Frost et a/., 2003) y que otros
factores neurotroficos como el factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), la
neurotrofina (NT)-3, la NT-4, la NT-5 y factores neurotroficos producidos por las
células gliales reducen la muerte neuronal y favorecen el crecimiento axonal, la

remielinizacion y la regeneracion (Kalb, 2005).

1.4. Tratamientos

El componente inflamatorio de la enfermedad ha sido ampliamente estudiado y en
consecuencia, la mayoria de los tratamientos disponibles en la actualidad tienen
como objetivo principal modular la respuesta inmune en los pacientes con formas

en brotes (Cree, 2014); (Loleit et al., 2014).

La administracion de dosis altas de corticoides como la metilprednisolona se utiliza
como primera opcidon terapéutica en el tratamiento del brote. En casos graves con

importante compromiso funcional, cuando no responden adecuadamente al
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tratamiento con corticoides, se puede eliminar los auto—anticuerpos de la
circulacion mediante plasmaféresis (Meca-Lallana et a/., 2003; Weinshenker et al/.,

1999).

En los afios 90, el IFN-B y el acetato de glatiramero (GA) surgieron como las
primeras terapias inmunomoduladoras y se establecieron como tratamientos de
primera linea en los pacientes con EMRR. El tratamiento con IFN—B esta basado en
su capacidad para inhibir el IFN—-y producido por las células T reactivas pro—
inflamatorias (Revel et al., 1995). Se ha descrito que el tratamiento con IFN—B tiene
multiples efectos inmunomoduladores en las células T y estabiliza la BHE
(Markowitz, 2007). EI GA es un péptido sintético que ejerce efectos
inmunomoduladores a través de varios mecanismos (Aharoni, 2013) entre ellos,
interfiriendo en el reconocimiento especifico de antigeno al unirse al MHC-II
(Fridkis—Hareli et al., 1994), induciendo la diferenciacion de células Th2 y Th3
productoras de citocinas anti—inflamatorias (Hestvik et a/., 2008) y disminuyendo el
numero de células Th17 favoreciendo el de las células Treg (Aharoni et a/., 2010).
Debido a su adecuado perfil de seguridad y eficacia en la reduccioén de brotes y en
la disminucion de la gravedad de la enfermedad, ambos tratamientos se usan
como tratamientos de primera linea. En Europa también se ha aprobado el uso del
IFN-B 1b para las formas EMSP con brotes en las que se ha visto una reduccion

de la tasa de brotes (Kappos et al., 2001)..

En el caso de pacientes que no responden bien a estos farmacos o que presentan
una enfermedad mas agresiva se opta por una terapia de segunda linea basada en
la inmunosupresion. Entre ellos, se encuentra el Natalizumab y el recién aprobado

Fingolimod.

El Natalizumab es un anticuerpo monoclonal humanizado que se une al VLA-4 de
linfocitos impidiendo su extravasacion al SNC (Stuve et al. 2006) . Aunque tiene
una elevada eficacia (Polman et al., 2006), puede ocasionar efectos adversos
graves como el desarrollo de leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP)
(Kleinschmidt—-DeMasters et al., 2012), incrementandose el riesgo si el tratamiento
se prolonga en méas de dos anos, si el paciente ha sido previamente tratado con

inmunosupresores, o si presenta anticuerpos frente al virus JC (Gorelik et al., 2010).
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Ademas, la retirada del tratamiento también puede originar el desarrollo de un
sindrome inflamatorio de reconstitucion inmune (Kleinschmidt—-DeMasters et al.,

2012; Vidal-Jordana et al., 2014).

El Fingolimod ha sido el primer tratamiento oral aprobado para la EM. Se trata de
un analogo estructural del lipido de membrana esfingosina—1 fosfato que impide la
salida de los linfocitos de los ganglios linfaticos hacia los vasos sanguineos (Scott,
2011). Es un farmaco que reduce la frecuencia de los brotes y la progresion de la
discapacidad y que puede ocasionar arritmias durante la primera dosis como efecto
secundario grave por lo que requiere su monitorizaciobn durante la primera

administracion (Cree, 2014).

Otro compuesto aprobado recientemente en USA y Europa es la teriflunomida que
inhibe una enzima mitocondrial y disminuye la sintesis de ADN en células T, By
otras células de rapida division celular. A pesar de tratarse de un farmaco seguro
y bien tolerado, esta contraindicado en mujeres gestantes debido a sus potenciales

efectos teratogénicos (Perumal and Khan, 2012).

Otras terapias emergentes que estan en sus Ultimas etapas de desarrollo son el
dimetil fumarato, aprobado en USA y Europa, que aparentemente aumenta los
niveles de antioxidantes, protege a las neuronas del estrés oxidativo y posee efectos
anti—inflamatorios; y el laquinimod, capaz de reducir el numero de infiltrados
inflamatorios e inducir la polarizacion a Th2. También esta aprobado en Europa el
anticuerpo monoclonal Alemtuzumab (anti-CD52). Daclizumab (anti-CD25),
Ocrelizumab y Ofatumumab (anti—-CD20) (Loleit et a/., 2014; Perumal and Khan,

2012) estan en fase de ensayo clinico.

Se estan haciendo muchos esfuerzos en desarrollar terapias dirigidas al
componente neurodegenerativo del SNC de la EM. Los péptidos derivados de la
mielina asi como las moléculas inhibitorias de la diferenciacion oligodendroglial
(Jagged-1, Tcf4 o moléculas antagonistas de Lingo—1) se estan estudiando como
dianas terapéuticas potenciales que favorecerian la remielinizacién en el SNC
(Kremer et al., 2011). Ya que la desmielinizacion altera la demanda energética y la
homeostasis ionica intracelular, también se esta estudiando el bloqueo de canales

de Na*, Ca®" y K" (Cree, 2014).
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El desafio actual en la EM es obtener un farmaco que combine un efecto
inmunomodulador a la vez que favorezca la neuroproteccion e induzca la reparacion
del SNC. Por este motivo, los tratamientos actuales inmunomoduladores o
inmunosupresores, estan bajo estudio para averiguar si también poseen
propiedades neurorregenerativas. En esta linea, se ha descrito que el IFN-B reduce
el dafio axonal, estimula la produccion del factor de crecimiento nervioso e inhibe
la activacion de la microglia, la astrogliosis y la produccion de factores neurotdxicos
(Kieseier and Hartung, 2007). En el caso del GA se ha demostrado que incrementa
los niveles de BDNF, que aumenta la proliferacion y diferenciacion de las OPC y
que favorece la neurogénesis (Aharoni et al., 2005). Por ultimo, la capacidad que
tiene el Fingolimod para atravesar la BHE hace que pueda facilitar la reparacion
neural y la remielinizacién a la vez que disminuir la astrogliosis, aungue continua

habiendo controversia sobre su efecto en los oligodendrocitos (Miron et a/., 2010).

2.  Encefalomielitis autoinmune experimental

La EAE es una enfermedad experimental inducida que desencadena la inflamacion
y desmielinizacion del SNC, de modo que comparte parcialmente caracteristicas
clinicas, patogénicas e histopatoldgicas con la EM. Como tal, la EAE es una
enfermedad heterogénea influenciada por componentes genéticos, ambientales y
por el protocolo de induccion (antigeno, adyuvantes, etc.) (Simmons et al., 2013).
Los primeros modelos de EAE se desarrollaron utilizando un homogeneizado del
SNC. Posteriormente, se purificaron algunas de las proteinas que formaban parte
del homogeneizado, proteinas mielinicas, y se desarrollaron diferentes modelos
utilizando principalmente la MBP, la proteina proteolipidica (PLP) y la MOG
(Gardinier et al., 1992). Actualmente se utilizan tanto estas proteinas como
péptidos encefalitogénicos derivados de ellas. Estos péptidos han facilitado la
reproducibilidad de los modelos de EAE y se ha conseguido inducir la enfermedad
en cepas que eran resistentes a las proteinas completas.

Los modelos de EAE han permitido estudiar los mecanismos patogénicos
relacionados con la respuesta inflamatoria mediada por células T. Gracias a la
generacion de ratones transgénicos y knockout se ha podido estudiar la funcioén de

multiples moléculas que estan implicadas en la patogenia de la EM, contribuyendo
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al desarrollo de nuevos farmacos que estan en la practica clinica actual (Gold et

al., 2006).

2.1. Induccion de la EAE

La EAE puede inducirse de forma activa o bien por transferencia pasiva. En la
inmunizacion activa se utilizan proteinas de la mielina o péptidos derivados de ellas
junto con el adyuvante completo de Freund. La mayoria de modelos de EAE
requieren la administracion de un toxina bacteriana (toxina pertussis), que aunque
se desconoce su funcion especifica, parece que interviene en la permeabilizacion
de la BHE permitiendo la entrada de las células inflamatorias al SNC (Bruckener et
al., 2003). En la inmunizacion pasiva se transfieren células T CD4+ antigeno
especificas activadas procedentes de animales con EAE (Stromnes and Goverman,

2006), lo que demuestra la naturaleza autoinmune de la enfermedad.

2.2. Curso clinico de la EAE

Transcurridos unos 10 dias de la inmunizaciéon activa o 3—4 dias de la transferencia
pasiva, aparecen los primeros signos clinicos de la EAE. Estos consisten en una
paralisis ascendente que se inicia con flacidez y pérdida de tono muscular dando
lugar a la aparicion de paresias que comienza en la cola y se extiende causando
paraparesia o paraplejia de los miembros posteriores, pudiendo alcanzar la
tetraparesia o tetraplejia del animal y ocasionalmente la muerte (Moreno et al.,
2012; Pachner, 2011). La aparicion de los signos clinicos suele ir precedida de un
descenso importante (10-30%) del peso corporal que se prolonga hasta la

estabilizacion o remision de la enfermedad (Moreno et al., 2012).

Segln la cepa vy el antigeno utilizado en la inmunizacion, el curso clinico puede
variar y reproducir diferentes caracteristicas patogénicas y/o histopatologicas asi
como diferentes formas clinicas de la EM. Como ejemplo, las ratas Lewis
inmunizadas con la MBP o con péptidos derivados de esta proteina presentan un
anico brote clinico de la enfermedad (EAE aguda) (Lenz et al., 1999; Stepaniak et
al., 1997); los ratones de la cepa SJL inmunizados con la PLP o péptidos derivados
de ella cursan una enfermedad con brotes clinicos (Polman et a/., 1988) o los
ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados con la proteina MOG o péptidos derivados

de ella desarrollan un curso clinico progresivo y que se estabiliza con una fase
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cronica (Acha—-Orbea et al., 1988; Mendel et al., 1995; Weissert ef al., 1998) (Tabla
1).

2.3. Histopatologia

A diferencia de la EM, los modelos clasicos de EAE se caracterizan por presentar
lesiones principalmente en la médula espinal, mientras que son mas escasas en el
encéfalo. Se observan infiltrados inflamatorios perivasculares formados
principalmente por células T y macro6fagos. En las lesiones de la mayoria de los
modelos de EAE predominan las células T CD4+ asociadas con una inflamaciéon
global y relativamente poca desmielinizacién, en contraste con la EM donde las
células T CD8+ son predominantes (Babbe et a/., 2000; Friese and Fugger, 2009).
Los modelos de EAE han ido evolucionando y actualmente existen modelos que
reproducen diferentes caracteristicas patoldégicas de la EM tales como la presencia
de lesiones inflamatorias desmielinizantes focales con un grado variable de
remielinizacion en encéfalo y médula espinal (Storch et al., 1998), el dafo axonal
y la pérdida neuronal en la lesion (Kormnek et al.,, 2000), ademas de la

desmielinizacion cortical (Pomeroy et al., 2005; Storch et al., 1998).

Tabla 1. Clasificacion de algunos de los modelos de EAE segun el curso clinico.

Antigeno Especie/cepa Curso Clinico
Rata Lewis
MBP PL/J Agudo
B10.PL /\

PLPy39 151 Raton SJL/J Recurrente M
MOGi_125 Rata DA remitente

SCH Raton Biozzi Secundaria /\/
MOGgs_ss NOD progresiva

MOG Rata DA Primaria progresiva /\/\/
MOG35—55
PLP;7g-191 Raton C57BL/6 , o

MPa Progresiva cronica /

MOG Rata Lewis

SCH: homogeneizado de médula espinal; MP4: proteina de fusion MBP-PLP; NOD: Non obese

adiabetic mice, DA: Dark agouti.
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3.  Semaforinas

Las semaforinas son proteinas que se describieron en los afios 90 como moléculas
de guia axonal quimiorrepulsivas o quimioatrayentes en el SNC (Kolodkin et al.,
1992). Su funcion durante el desarrollo embrionario del sistema nervioso ha sido
ampliamente estudiado, sin embargo las semaforinas también se expresan en el
desarrollo temprano participando en el desarrollo del sistema nervioso central
adulto completo y funcional (Pasterkamp and Giger, 2009). Las semaforinas
también estan presentes en otros tejidos adultos y tienen un papel importante en
distintos procesos fisioldgicos y patoldgicos, entre los que se incluye la respuesta
inmune, la organogénesis y la vascularizacion (revisado en (Roth et a/., 2009)).
Ademas se ha descrito que pueden ejercer un papel importante en ciertos tipos de
cancer actuando como supresores o promotores tumorales (Rehman and
Tamagnone, 2012). Las semaforinas involucradas en la respuesta inmune se han
denominado inmunosemaforinas o semaforinas inmunes. Estas, por su doble
funcion, en el SNC y en el sistema inmune, resultan muy atractivas en el contexto

de la EM.

Hasta la fecha se han descrito 20 semaforinas distintas (Kolodkin et a/., 1992) que
se clasifican en ocho clases. Las clases 1y 2 se expresan solo en invertebrados,
las clases, 3, 4, 6 y 7 se encuentran exclusivamente en vertebrados, las de clase
5 se expresan en ambos y las de clase V son semaforinas virales (‘Unified
nomenclature for the semaphorins/collapsins. Semaphorin  Nomenclature
Committee’, 1999). Todas las semaforinas tienen un dominio amino terminal
extracelular de aproximadamente 500 aminoacidos denominado dominio sema.
Dependiendo de la subclase, las semaforinas contienen motivos especificos
adicionales en la posicion carboxi—terminal, incluyendo dominios tipo
inmunoglobulinas y dominios trombospondina de tipo 1. Ademas, las semaforinas
difieren unas de otras respecto al anclaje de membrana pudiendo ser de union
transmembranal de tipo 1 (semaforinas de clase 1, 4, 5, y 6), de anclaje
glicofostatidilinositol (GPI) (semaforina (sema)7A) o secretadas (semaforinas de

clase 2 y 3).
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3.1. Receptores de las semaforinas

Las plexinas (PLXN) se han identificado como los receptores principales de las
semaforinas. Estan divididas en 4 grupos (A-D) y median la sefializacion celular
(Tamagnone et al.,, 1999). La mayoria de semaforinas se unen directamente a
plexinas mientras que las de clase 3 necesitan la union a neuropilinas (Np) como
co—receptor (Takahashi et a/., 1999), excepto la sema3E que no necesita unirse a
Np para ejercer sus funciones. Se han descrito otros receptores a los que pueden
unirse las semaforinas, como los proteoglicanos, moléculas de adhesion celular,
los dominios de Ig de células T, los dominios de mucina tipo 2, CD72, Ron, Met,
Off-track y el receptor de factor de crecimiento vascular endotelial (Suzuki et al.,
2008; Takamatsu and Kumanogoh, 2012). La diversidad funcional que ejercen las
semaforinas en los diferentes tejidos puede deberse a la variedad de receptores a

los que pueden unirse.

3.2. Semaforinas inmunes

El sistema nervioso y el sistema inmune comparten una red de interacciones
altamente organizada y compleja entre células y moléculas mediadoras (Procaccini
et al., 2014; Steinman, 2004). Como ya se ha mencionado, muchas semaforinas
también tienen funcion directa en la regulacion de la respuesta inmune (Figura 6),
ya sea interviniendo en el contacto y/o la migracion celular (sema3A, sema3E y
sema7A) como en la formacion de la sinapsis inmunoloégica entre células T y las
APC (sema4D, sema4A, sema6D y sema7A) (Okuno et a/., 2011). Por su doble
funcionalidad tanto en el SNC como en el sistema inmune, las inmunosemaforinas
son dianas terapéuticas potenciales, y muy atractivas, para el tratamiento de la EM
(Eixarch, Gutiérrez—Franco, et al., 2013; Kumanogoh et al., 2005; Okuno et al.,
2011).
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Figura 6. Clasificacion de las semaforinas inmunes, sus receptores y sus vias de actuacion. Imagen
tomada de (Takamatsu and Kumanogoh, 2012).

3.2.1. Sema3A

La sema3A fue la primera semaforina identificada en vertebrados (Luo et a/., 1993)
cuya funcion durante el desarrollo el SNC esta relacionada con la repulsion de
axones. Es la Unica semaforina inmune secretada y lo hace como un homodimero
de 95 kDa que puede ser proteolizada a una forma monomeérica de 65 kDa que

posee una actividad menor (Adams et al., 1997; Klostermann et a/., 1998).

La sema3A se expresa en una gran variedad de células inmunes maduras y
diferenciadas en el adulto, estando presente en diversos procesos biolbégicos. La
interaccion entre la sema3A y sus receptores inhibe la proliferacion de las células
T mediada por las DC (Lepelletier et al., 2006). También se ha descrito su funcion
como inductor de la apoptosis en células leucémicas (Moretti ef al., 2008) y en los
macrofagos diferenciados por el factor de estimulacion de colonias de macré6fagos
(M—-CSF) (Ji et al., 2009). Otra de las funciones mas importantes de la sema3A en
las células inmunes es la regulacion de la migracion de los timocitos (Lepelletier et
al., 2007), los monocitos (Delaire et a/., 2001) y de las DC (Takamatsu et al.,
2010). La migracion hacia los ganglios linfaticos de las DC que expresan el
complejo receptor PLXN-A1/Np-1, esta mediada por la interaccion con la sema3A
secretada por las células endoteliales linfaticas (Takamatsu et al., 2010). Estos

hallazgos podrian indicar que el defecto en la activacion de las células T observado
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en ratones deficientes en PLXN—A1 se deberia principalmente a la incapacidad de

que las DC migren adecuadamente hacia los ganglios linfaticos.

Algunos estudios han demostrado el potencial inmunomodulador de la sema3A en
varios contextos. La sema3A secretada por las células tumorales podria actuar de
forma paracrina impidiendo la activacion de las células T presentes en el
microambiente tumoral e inhibiendo su capacidad de producir citocinas (Catalano
et al., 2006). Las células T activadas y las DC activadas por citocinas inflamatorias
expresan homodimeros de sema3A. Sin embargo, la maduracion /n vitro de las DC
mediante la via de sefalizacion CD40/CD40L resulta en la produccion de la
isoforma monomeérica de 65 kDa de la sema3A, la cual podria actuar como
antagonista de la forma activa de 95 kDa (Lepelletier et a/., 2006). Por otro lado,
el receptor funcional de la sema3A en las células inmunes, la Np—1, (Catalano et
al., 2006; Lepelletier et al., 2006), se expresa tanto en las células T virgenes como
en las DC y participa en la formacion de la sinapsis inmune via interacciones
homotipicas, resultando relevante en el inicio de la respuesta inmune (Tordjman et
al., 2002). La sema3A no interfiere en la formacion de las sinapsis inmunes, sino
que modula la respuesta de las células T blogueando la reorganizacion de la actina
del citoesqueleto. Este blogueo impide la redistribucion de los receptores de las
células T (TCR) en la zona de contacto entre las DC vy los linfocitos T e inhibe la
sefal de activacion mediada por el TCR (Lepelletier et al., 2006), probablemente a
través de la via de sefalizacion mediada por PLXN-A4 (Yamamoto et a/., 2008).
Sin embargo, la secrecion de la sema3A por células T activadas durante la
respuesta inmune es tardia, lo que sugiere que la interaccion entre la sema3A vy la
Np—1 participaria en la terminacion de la respuesta inmune limitando la sobre—
activacion de los linfocitos T. De hecho, la expresion de la sema3A también se ha
observado en las células madre mesenquimales, lo que explicaria la capacidad
inmunosupresora ya conocida de estas células (Lepelletier et a/., 2010).
Independientemente de la funcion supresora que ejerce la sema3A en la respuesta
inmune adaptativa, se ha descrito que la produccion de la sema3A inducida por la
presencia de LPS favorece la secrecion de citocinas pro—inflamatorias en
macrofagos a través de la interaccion con la PLXN—A4 durante la respuesta inmune

innata (Wen et al., 2010).
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3.2.2. Sema7A

La sema7A es una proteina anclada a la membrana citoplasmatica por un dominio
GPI gue tiene un alto grado de homologia con la semaforina virica que expresa el
virus de la viruela y el virus herpes (Comeau et a/., 1998; Lange et al., 1998; Xu et
al., 1998). La sema7A también puede existir como proteina soluble (Kopp et al.,
2010; Ohsawa et al., 2009; Pasterkamp et al., 2003). En el sistema inmune, la
sema7A se expresa preferentemente en los linfocitos T y B activados, en las células
NK (Angelisova et a/., 1999) y en los monocitos (Holmes et a/., 2002). Ademas,
en el sistema hematopoyético, la expresion de la sema7A en eritrocitos define el
antigeno del grupo sanguineo humano John Milton Hagen (UJMH) (Bobolis et al.,
1992) que se ha asociado a un desorden autoinmune benigno, 1o que sugiere una
posible implicaciobn de esta proteina en la patogenia de las enfermedades
autoinmunes. Aunque se ha demostrado que la sema7A se une a la PLXN-C1
(Comeau et al., 1998; Tamagnone et al., 1999), el efecto de esta semaforina en
el sistema inmune estd mediado por su uniéon con la al1p1—integrina (Suzuki et al.,
2007). La sema7A ejerce un papel esencial en la fase efectora de la respuesta
inmune mediada por células T y actla como sefial quimioatrayente para los
monocitos/macrofagos segun se ha descrito en estudios /n vitro (Holmes et al.,
2002; Suzuki et al., 2007). La sema7A también funciona como molécula efectora
induciendo la produccion de citocinas pro—inflamatorias y la liberaciobn de iones
superoxido por parte de los monocitos/macroéfagos y, en menor medida, de los
neutrofilos (Holmes et al., 2002; Suzuki et al., 2007). La sema7A que se expresa
en las células T CD4+ activadas se acumula en la zona de contacto entre los
linfocitos T y las APC e induce la redistribucion y agrupacion en la membrana de la
al1B1-integrina, favoreciendo la formacion del complejo de adhesion entre ambas
células (Holmes et al., 2002; Suzuki et al., 2007). Todos estos hallazgos indican

que la sema”7A es una molécula importante en la sinapsis inmune.

3.3. Semaforinas en el sistema nervioso adulto

Las semaforinas en el sistema nervioso adulto siguen teniendo funciones repulsivas
0 atrayentes como moléculas de guia axonal, estabilizando las redes neuronales y
limitando el crecimiento axonal en el SNC lesionado contribuyendo, de este modo,

al fallo en la regeneracion (Giger et al., 2010). Ademas, la expresion de las



Introduccidédn |59

semaforinas en el SNC adulto se ha relacionado con la plasticidad neuronal, en el
control de la formacion de las sinapsis y espinas dendriticas, en la excitabilidad
neuronal en el hipocampo y también se ha asociado a diferentes enfermedades

neurodegenerativas y psiquiatricas (Pasterkamp and Giger, 2009).

3.3.1. Sema3A

En el sistema nervioso adulto, la sema3A se expresa en las neuronas tanto en el
sistema nervioso periférico (SNP) como en el SNC. Tras sufrir una lesion, el SNP y
el SNC se comportan de formas distintas a nivel de regeneracion axonal, ya que
solo los nervios periféricos se regeneran completamente, mientras que los axones
del SNC se deterioran (Brosius Lutz and Barres, 2014). En el caso del SNC, el
establecimiento de un ambiente no permisivo impide la regeneracion neuronal. En
modelos de dano medular por seccion, el nivel de expresion de la sema3A en las
neuronas disminuye inmediatamente después del dafio axonal coincidiendo con la
pérdida de motoneuronas y va aumentando de forma gradual inhibiendo la
regeneracion axonal (Hashimoto et a/., 2004). Ademas, la combinacion de la
secrecion de la sema3A por la cicatriz glial y la expresion de su complejo receptor
en las neuronas lesionadas hace que la capacidad regenerativa de los axones
quede inhibida (Kaneko et a/., 2006; De Winter et a/., 2002). También, se ha
observado que blogueando la actividad de la sema3A se favorece la regeneracion
de los axones (Montolio et al., 2009). Todos estos hallazgos apoyan la idea de que

la sema3A tiene una funciéon inhibidora en la regeneracion del SNC adulto.

A la sema3A se le han atribuido otras funciones distintas a las de guia axonal. En
ciertos contextos, el papel de la sema3A esta relacionado con la expresion de la
semadF. La sema3A limita la migracion de las OPC hacia las areas lesionadas en
el SNC adulto, al contrario que la sema3F, que la promueve (Piaton et a/., 2011).
En condiciones inflamatorias, donde ocurre estrés neuronal, la sema3A actua como
agente neuroprotector induciendo la apoptosis de la microglia mediante la
interaccion con Np—1/PLXN-A1 (Majed et a/., 2006), esta funcibn pro—apoptotica
de la sema3A también se ha podido observar /n vitro en macréfagos derivados de
monocitos humanos (Ji et a/.,, 2009). Ademas, hay datos que indican que la

sema3A podria estar involucrada en el desarrollo de algunas enfermedades
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neurolbgicas como la epilepsia (Holtmaat et a/., 2003), el Alzheimer (Good et a/.,

2004) y la esquizofrenia (Eastwood et a/., 2003).

3.3.2. Sema7A

Durante el desarrollo, la sema7A actla principalmente como agente
quimioatrayente del cono de crecimiento axonal. En el adulto, esta proteina se
expresa en diferentes tejidos, como el sistema nervioso, tejidos linfoides, los
testiculos y los pulmones (Mine et a/., 2000; Yamada et al., 1999). En el SNC, la
sema7A se une a las B1-integrinas y sefializa a través de las proteinas quinasas
activadas por mitogenos (Pasterkamp et al., 2003; Suzuki et al., 2007). Aunque la
interaccion entre la PLXN-C1 y la sema7A parece estar involucrada en la formaciéon
de la red neuronal durante el desarrollo embrionario, el patrobn de expresion
diferencial de ambas proteinas en el SNC adulto sugiere que podrian tener
funciones independientes (Pasterkamp et al., 2007). La sema7A se expresa en
células neuronales y gliales tanto en el SNC sano como en el SNC dafado (Kopp
et al., 2010; Pasterkamp et al., 2003; Xu et al., 1998) y esta involucrada en la
maduracion de la formacion de la cicatriz glial tras un dafio en la médula espinal.
La sema7A se expresa en neuronas dafiadas inmediatamente después de que se
haya inducido una lesion y aumenta su expresion en los astrocitos que rodean la
cicatriz glial. Este perfil de expresion temporal transcurre de manera paralela a la
formacion de la cicatriz glial (Kopp et al., 2010). Los pocos resultados publicados
hasta el momento sobre la sema7A, ponen de manifiesto la necesidad de estudiar

en mayor profundidad su funcion en el sistema nervioso adulto.

3.4. Semaforinas enla EM

Como vya se ha mencionado, algunas de las semaforinas tienen una funcidén muy
relevante en la regulacibn de la respuesta inmune. Entre ellas, la sema3A, la
sema4A, la sema4D, la sema7A y sus receptores han sido estudiados en el

contexto de la EAE sugiriendo gue podrian ser dianas terapéuticas en la EM.
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Tabla 2. Funciones de la sema3A y la sema7A en el SNC y el sistema inmune.

Sistema inmune

SNC

Aumenta la migracion de DC
hacia los ganglios linfaticos
(Catalano et al., 2006).

Induce la apoptosis en
macrofagos diferenciados por el

M—-CSF (Ji et al., 2009).

Impide la entrada de axones en
regeneracion en la cicatriz glial
(Kaneko et al., 2006; De Winter
et al., 2002).

Inhibe la migracion de OPC

hacia areas lesionadas (Piaton

SRz Limita la activacion de |la et al., 2011).
respuesta inmune (Lepelletier et Induce apoptosis de la microglia
al., 2010). debido al estrés neuronal en un
contexto inflamatorio (Majed et
al., 2006).
Sefial guimioatrayente para Maduracion de la cicatriz glial
monocitos/macrofagos (Kopp et al., 2010).
(Holmes et al., 2002; Suzuki et
al., 2007).
Induce la produccion y
secrecion de citocinas pro—
Sema7A

inflamatorias por los
monocitos/macréfagos
(Holmes et al., 2002; Suzuki et
al., 2007)

Define el grupo sanguineo John
Milton Hagen (Bobolis et al.,
1992).
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Se ha descrito que el bloqueo de la sema4A mediante anticuerpos, en ratones con
EAE, disminuye el nimero de células inflamatorias mononucleares infiltradas en el
SNC vy reduce la respuesta especifica de las células T CD4+ frente al antigeno
encefalitogénico (Kumanogoh, Marukawa, et al., 2002). En el caso de la sema4D,
se ha observado gue en ausencia de dicha proteina o de su receptor, la PLXN-B1,
el curso clinico de la EAE en ratones mejora, observandose un fallo en la
diferenciacion/activacion de las células T productoras de citocinas, sugiriendo su
implicacion en la activacion de las células T a través del contacto con las DC
(Kumanogoh, Suzuki, et al., 2002). Ademas, la administracion de anticuerpos anti—
sema4D en animales con EAE, también redujo la neuroinflamacion (Okuno et al.,
2010). Por otro lado, la PLXN-A1 ha resultado ser indispensable en la activacion
de las células T CD4+ especificas de antigeno al observar que ratones deficientes
en esta proteina no desarrollaban la EAE (Takegahara et a/., 2006). Aunque la
PLXN-A1 forma parte del receptor de las semaforinas de clase 3, se ha demostrado
que los efectos asociados a la ausencia de PLXN—A1 en la respuesta inmune no se
deben a la presencia de la sema3A, sino a la de la sema6D (Takegahara et al.,

2006), sugiriendo esta via de sefializacion relevante en el tratamiento de la EM.

3.4.1. Sema3A
La sema3A podria ser una diana terapéutica prometedora para el tratamiento de

enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide (AR) o el lupus eritematoso
sistémico (LES). Las células T CD4+ procedentes de pacientes con AR no expresan
la sema3A, mientras que se ha observado que al sobre—expresar esta proteina en
el modelo animal de AR se consigue prevenir la enfermedad y retrasar su progresion
(Catalano, 2010). En la misma linea, se ha descrito una reduccion de la expresion
de la sema3A en el tejido sinovial de pacientes con AR lo que podria contribuir a la
patogenia de la enfermedad (Takagawa et a/., 2013). También se ha publicado
recientemente que los niveles de la sema3A en el suero de pacientes con LES estan
disminuidos y que ademéas se ha encontrado una asociacion inversa con la
actividad de la enfermedad. De este modo la sema3A podria ser un buen candidato
como marcador de la actividad de esta enfermedad. En los pacientes con LES,

tanto la expresion de la sema3A como la de su receptor, la Np—1, se encuentran



Introduccidén |63

disminuidas en las células Breg respecto a pacientes con AR y controles sanos.

(Vadasz et al., 2012).

Sin embargo, en la EM estan involucrados tanto el sistema inmune como el sistema
nervioso. En este contexto, la sema3A podria tener una funcién beneficiosa ya que
participa en la finalizacion de la respuesta inmune mientras que, por el contrario, a
nivel del SNC la sema3A estaria dificultando o impidiendo la regeneracion tisular
mediante la inhibicion de la migracion de las OPC hacia la zona lesionada o bien
por su actividad repulsiva que impediria la ramificacion de las neuronas dafiadas.
En la EAE, se ha descrito la posible funcion de la PLXN-A1 y la PLXN-A4 en la
patogenia de la enfermedad. Se ha observado que los ratones deficientes en PLXN—
A1 son resistentes al desarrollo de la EAE debido probablemente a un defecto en
la activacion de células T mediado por el fallo en la migracion de las DC
(Takamatsu et al., 2010). Sin embargo, los ratones deficientes en PLXN-A4
muestran un empeoramiento del curso clinico al presentar hiperactivacion de las
células T especificas para la MOG (Yamamoto et a/., 2008). Los autores del estudio
proponen que la via de sefalizacion sema3A/Np—1/PLXN—-A4 estaria implicada en
la patogenia de la EAE. Estos hallazgos estan en concordancia con otro estudio
que demuestra que los animales que reciben células T CD4+ que sobre—expresan
la Np—1 y que son especificas frente a MOG son mucho mas resistentes a
desarrollar la EAE. Ademés, se ha observado que el curso clinico de la EAE era
mas grave en ratones que carecian de Np—1 en las células T CD4+ respecto a los
ratones control. Por todo ello, uno de los mecanismos que los autores proponen
es la implicaciobn de la via de sefalizacion de sema3A/Np—-1/PLXN-As en la
limitacion de las interacciones entre células Ty las APC durante la respuesta inmune

(Solomon et al., 2011).

La sema3A podria también participar en los procesos de reparacion de la mielina
en la EM. Los transcritos de la sema3A y la sema3F estan aumentados en las
neuronas de la sustancia gris, en los astrocitos y en las células de la microglia que
rodean o residen en las lesiones activas inflamatorias tanto en pacientes con EM
como en un modelo experimental de desmielinizacion inducido por lisolecitina
(Williams et al., 2007). Piaton y colaboradores definieron el papel funcional de la

sema3A en la remielinizacion en el SNC adulto y mostraron que la sema3A vy la
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semadlF tienen funciones opuestas en la regulacion del reclutamiento de las OPC
hacia las areas desmielinizadas en el SNC en un modelo experimental de
desmielinizacion inducido por lisolecitina (Piaton et al., 2011). Los niveles de
expresiobn de la semal3F y de su receptor, la Np—-2, aumentaron ftras la
desmielinizacion, induciendo el reclutamiento de las OPC hacia la lesién. De igual
manera, la sobre—expresion de la sema3F se correlaciond con un aumento en la
remielinizacion temprana acelerando la reparacion de la mielina. Sin embargo, la
expresion de la sema3A y de su receptor, la Np—1, estaban retardadas y se
asociaban a una disminucién en el reclutamiento de las OPC, sugiriendo que la
sema3A podria actuar como sefial de freno, después de que un numero suficiente
de precursores hayan sido atraidos hacia la lesion por la sema3F (Piaton et al.,
2011). Recientemente, tras estudiar diferentes tipos de lesiones de EM, se ha
descrito que existe una correlacion entre la expresion elevada de la sema3A y un
escaso numero de OPC en las lesiones cronicas activas, lo que indicaria que la
sema3A impediria la migracion de estas células y, por consiguiente, la
remielinizacion (Boyd et al., 2013). En la misma linea, otros autores también han
demostrado una funciéon inhibitoria de la sema3A en los procesos de remielinizacion
(Syed et al., 2011), observando que la presencia de la sema3A provoca un bloqueo

reversible de la diferenciacion de las OPC.

3.4.2. Sema7A

Al contrario que la sema3A, la sema7A no se ha estudiado tan ampliamente en el
contexto de enfermedades autoinmunes ni neuroldégicas. En el liquido sinovial de
pacientes con AR se ha demostrado la presencia de anticuerpos que reaccionan
con el precursor de la sema7A, identificando a esta proteina como posible
autoantigeno en la patogenia de la AR (Kim et a/., 2006). Por otro lado, un estudio
reciente llevado a cabo por nuestro grupo, detectd que los niveles de la sema7A
en el LCR de pacientes con un sindrome clinico aislado que convertian a EM
estaban disminuidos respecto a los niveles de los pacientes que no convertian
(Comabella et al., 2010). El hecho de que los niveles de la sema7A se encuentren
disminuidos en el LCR de pacientes que finalmente desarrollan EM sugiere que la
forma soluble de la proteina podria tener alguna funcion bioldgica que queda sin

resolver. Una hipdtesis seria que los pacientes que convierten a una EM
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clinicamente definida tendrian menor escisibn de su proteina y, por tanto, mas
sema7A anclada a la membrana celular con lo que favoreceria su funcién pro—
inflamatoria en el SNC. Otra posibilidad seria que la forma soluble de la sema7A
actuara como antagonista de la sema7A anclada a la membrana, como ocurre con
otras muchas proteinas y receptores (Jones and Rose—John, 2002; Mohler et al.,
1993), de modo que al disminuir los niveles de la sema7A soluble, ésta no impediria
la uniobn de la sema7A de membrana a sus receptores y mediaria la migracion y la
produccion de citocinas en los macrofagos (Holmes et al., 2002; Suzuki et al.,

2007).

Estos datos sugieren que la sema7A podria participar en la patogenia de la EM.
Existen dos trabajos en la literatura, con resultados controvertidos, en los que se
estudia el papel de la sema7A en la patogenia de la EM utilizando el modelo animal
de la EAE. Czopik y colaboradores describieron a la sema7A como una proteina
clave en la regulacidon de la respuesta inmune mediada por células T. Observaron
en experimentos /n vitro e in vivo que las células T deficientes en sema7A eran
hiper—reactivas tras su activacion (Czopik et al., 2006). Ademas, estos autores
describieron un curso clinico de EAE mas severo en ratones deficientes en sema7A
inmunizados con MOGss-ss, debido a una mortalidad superior que la que
presentaban los ratones control (WT). Por el contrario, los animales WT asi como
los animales deficientes en sema7A que sobrevivieron presentaron una evolucion
clinica muy similar. También observaron un gran nimero de linfocitos infiltrantes
en el SNC y niveles elevados de citocinas pro—inflamatorias en los ratones
deficientes en sema7A respecto a los WT. Estos autores proponen gue las citocinas
pro—inflamatorias asi como la generacion de células T hiper—reactivas serian las
responsables de la gran tasa de mortalidad observada en los animales deficientes
en sema7A. Sin embargo, no describen una funcion especifica para la sema7A en

el SNC.

Por otro lado, Suzuki y colaboradores (Suzuki et al., 2007) describieron que la
sema7A es una molécula critica en la fase efectora de la respuesta inmune
mediada por células T. Estos autores demostraron que los ratones deficientes en
sema7A desarrollaban una EAE mas benigna qgue los ratones control, con pocos

infiltrados inflamatorios en el SNC. Al inducir la EAE de manera pasiva transfiriendo
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a ratones WT células T especificas para MOGss-s5 que no expresaban sema7A, los
animales desarrollaron una EAE con un curso clinico menos grave que los gue
habian recibido células que expresaban sema7A. Debido a los resultados
contradictorios de estos estudios, la implicacion de la sema7A, tanto en la fase

inflamatoria como neurodegenerativa de la EAE, esta por resolver.

Todo lo descrito hasta el momento sugeriria que la sema3A y la sema7A podrian
ser relevantes en la regulacibn de los procesos de neurodegeneracidbn vy
neurorregeneracion del SNC asi como de la respuesta inmune, lo que las convertiria

en dianas terapéuticas potenciales para el tratamiento de la EM.
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Hipotesis
La hipbdtesis general del estudio es que la sema3A y la sema7A participan en la
regulacion de la respuesta inmune y/0 los procesos de

neurodegeneracion/neurorregeneracion del SNC en la EM.

Objetivos
Con el objetivo general de estudiar la funcion de la sema3A y la sema7A en la
patogenia de la EM y de valorar su potencial como posibles dianas terapéuticas en

un modelo de EAE, planteamos |os siguientes objetivos concretos:

1. Caracterizar la expresion de la sema3A, la sema7A y la de sus receptores (Np—

1, PLXN-A1, a1 y B1-integrina) en lesiones de pacientes con EM.

2. Caracterizar la expresion de la sema3A, la sema7A vy la de sus receptores (Np—
1, PLXN-A1, a1 y B1-integrina) en el SNC y el sistema inmune en las diferentes

fases de la EAE.
3. Estudiar la funcién de la sema7A in vivo, en la EAE:

3.1. Caracterizacion clinica e histopatologica de la EAE en ratones deficientes

en sema’A.

3.2. Estudio de la respuesta inmunoldgica en ratones deficientes en sema7A

con EAE.






!
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1. Muestras de lesiones de pacientes con EM y controles

Seleccionamos 77 areas de SNC de 21 pacientes a los que se les habia realizado
un estudio neuropatoldégico post—mortem en el Servicio de Anatomia Patoldgica del
Hospital Universitari Vall d’Hebron, entre los afios 1992 y 2009. Analizamos 44
lesiones desmielinizantes que provenian de cinco pacientes con EMRR, 12 lesiones
desmielinizantes de ocho pacientes con un infarto agudo cerebral (Al) y 11 lesiones
desmielinizantes de cuatro pacientes con LMP. Ademas, se analizaron 10 areas de
NAWM que procedian de cuatro pacientes sin enfermedad neuroldgica (NNC). Este
estudio fue aprobado por el comité ético de investigacion clinica del Institut de
Recerca — Hospital Universitari Vall d’Hebron (nimero de procedimiento:

PR(AG)187-2012).

Clasificacién de las lesiones de EM

Hicimos secciones seriadas de 4 um de grosor de los tejidos previamente fijados
en formaldehido al 10% e incluidos en parafina. Se realizaron las tinciones de HE
y de KB para estudiar respectivamente, el nivel de inflamacibn y de
desmielinizacion, lo que nos permitid clasificar las lesiones de EM en: i) cronicas

activas con alta actividad inflamatoria (CAHIA, n=13), cuando se observaba

hipercelularidad, presencia de abundante infiltrado inflamatorio perivascular y en
los bordes de la placa de desmielinizacion y desmielinizacion activa; ii) cronicas

activas con baja actividad inflamatoria (CALIA, n=15), cuando presentaban

hipocelularidad, escaso infiltrado inflamatorio perivascular y ausencia de

desmielinizacion activa; iii) cronicas inactivas (Cl, n=16), lesiones desmielinizantes

que no presentaban infiltrado inflamatorio.

2.  Encefalomielitis autoinmune experimental

Animales

Utilizamos ratones de 8 semanas de edad C57BL/6 procedentes de Harlan
Laboratories (ltalia) o ratones de 5-10 semanas de edad C57BL/6 deficientes en
sema7A (sema7AKO) y ratones sema7AWT, donados generosamente por el Dr. A.
Kolodkin (Pasterkamp et a/., 2003).

Todos los animales se mantuvieron bajo condiciones controladas de temperatura

(20-22°C) y ciclos de luz—oscuridad de 12 horas con total accesibilidad a la comida
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y el agua (ad /ibitum). Los experimentos se realizaron acorde con la regulacion de
la Union Europea y la regulacion gubernamental (Generalitat de Catalunya Decret
214/97 del 30 de Julio). Este estudio fue aprobado por el comité ético de
experimentacion animal (CEEA) del Vall d’Hebron Institut de Recerca (nimero de
protocolo: 39/09). Se establecieron criterios de punto final para minimizar el
sufrimiento y garantizar el bienestar animal. Todos los procedimientos llevados a
cabo y los resultados obtenidos se han realizado y presentado en base a lo descrito

en la guia para las publicaciones en EAE (Baker and Amor, 2012).

Establecimiento de la colonia de ratones sema7AKO en nuestro estabulario

Pasterkamp y colaboradores crearon el vector para la mutacion que permitio
generar un raton deficiente en sema7A (Pasterkamp et al., 2003). El Dr. A. Kolodkin
nos cedi® generosamente un macho y dos hembras de ratones sema7AKO

homocigotos.

Por cuestiones sanitarias se tuvo que hacer una transferencia de embriones de
ratones sema7AKO a hembras C57BL/6 pseudoembarazadas que se encontraban
en un ambiente SPF. Este procedimiento fue realizado por personal especializado
del estabulario del Parc de Recerca Biomédica de Barcelona. Tras obtener ratones
sema7AKO en condiciones SPF se trasladaron a nuestro centro, donde se cruzaron
con animales control C57BL/6 criados en condiciones SPF en nuestro estabulario.
Hermanos de la primera descendencia heterocigota obtenida (F1) se cruzaron entre
si para obtener animales sema7AKO y sema7AWT, considerados fundadores de la

colonia en nuestro centro.

Para llevar un control genético de la colonia genotipamos algunos animales de la
descendencia una vez estuvieron establecidos los ratones fundadores para el
genotipo WT vy knockout (KO). Para ello, se extrajo una pequefia muestra de tejido
procedente de la oreja del animal y se proceso con el kit REDExtract (Sigma, St
Louis, MO, USA). Tras vortear e incubar la muestra con la solucion de extraccion
(100 ) junto con la soluciobn de preparacion del tejido (25 ul) a temperatura
ambiente durante 10 minutos, se continud con una incubacion a 95°C durante 3

minutos. Por Gltimo, se afadié una solucion de neutralizacion (100 pl). La solucion
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resultante se utilizé6 para amplificar el ADN mediante la reaccidbn en cadena de la
polimerasa (PCR). El volumen total de ADN extraido se almacend® a —20°C

eliminando el tejido no disgregado.

Para la PCR utilizamos una solucion de amplificacion del mismo kit de extraccion
de ADN (REDExtract-N-Amp PCR Reaction Mix) que contiene todos los
componentes necesarios para que se dé la amplificacion del ADN extraido (sales,
dNTPs, 7ag polimerasa, tinte REDTaq y anticuerpo JumpStart Taq). Se utilizaron
tres cebadores (Life-Technologies, Carlsbad, CA, USA) que reconocen regiones
del constructo generado para crear los ratones sema7AKO tal y como se indican

en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema del gen de la sema7A, el vector diana que contiene una region homologa vy el
casete para realizar la seleccion positiva por neomicina, asi como las regiones de escision por la
recombinasa Cre, y el gen con el fragmento del primer exbn de la sema7A deleccionado. P1, P2y
P3 son las regiones a la que los cebadores se unen en la reaccion de PCR y que sirven para genotipar
los animales. Figura modificada de (Pasterkamp et a/., 2003).

Los cebadores P1 y P2 amplifican una banda de 358 pares de bases (bp)
correspondiente a una region upstream del primer exon del gen sema7A. Tras la
recombinacion del constructo con el ADN del animal WT para generar el raton
deficiente en sema7A, la regidon a la que se une el cebador P2 queda eliminada,
de modo que la secuencia que se amplifica serfa la comprendida entre los
cebadores P1 y P3 que generan una banda de 513 bp correspondiente al alelo

mutado (KO) (Figura 7).
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°  P1: Cre/Frt Forward-1:GGC CAC AGG ATT CAG TGC AGG CC
°  P2: Frt Reverse—2: CCC ACA GAC CCA GAC ATA CTG AGC
° P3: Cre Reverse-1: (CCC GCG TGC CAG CAG AGC TCG C

A pesar de que el cebador P1 esté implicado en ambas reacciones, la cantidad

que se aflade a la solucidon de reaccion de PCR esta a una concentracion saturante,

de modo que no es necesario poner el doble de cantidad de P1. El protocolo de

hibridacion para los tres cebadores fue el siguiente:

1. Preparar la siguiente mezcla de reaccion en un tubo de 0,2 ml (en un

volumen final de 20 ul):

°  REDExtract-N-Amp PCR Reaction mix
°  Cebador P1 a 50 ng/ml

° Cebador P2 a 50 ng/ml

°  Cebador P3 a 50 ng/ml

° Agua libre de ribonucleasas

° ADN extraido

2. Poner el tubo en un termociclador:

10 pl
1,25 pl
1,25 yl
1,25 pl
4.25 yl
2 ul

Debido a la alta cantidad de citosinas y guaninas en los cebadores, la temperatura

de hibridacion entre la sonda y el ADN debe ser muy elevada. De este modo, la

interaccion es mucho mas especifica y se evita la amplificacion inespecifica de

otras regiones con secuencias parecidas.

El programa de temperaturas para la PCR sigui6 el siguiente esquema:

o]

o]

o

o

o]

o

Desnaturalizacion inicial de las cadenas de ADN 94°C 5’ 1 ciclo

Desnaturalizacion

Hibridacion del cebador con el ADN
Elongacion de la cadena amplificada
Elongacion final

Fin de la PCR

94°C 1’
70°C 1 35 ciclos
72°C  1°

72°C 10’ 1 ciclo

Almacenamiento a 4°C

Tras la amplificacion por PCR, visualizamos los fragmentos mediante la separacion

del ADN por electroforesis en un gel al 2% de agarosa con 0,1% de bromuro de

etidio que se intercala en los acidos nucleicos del ADN y permite su deteccidon

cuando se expone a la luz ultravioleta. Gracias al uso de un marcador de peso
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molecular se pudo observar si la banda amplificada correspondia a la del genotipo
WT (358 bp), a la del KO (513 bp) o ver las dos bandas simultaneamente,

correspondiendo a animales heterocigotos.

Induccién de la EAE

Anestesiamos los ratones mediante la administracion intraperitoneal de 50 ul de
una mezcla de 37 mg/kg de ketamina (Ketolar, Parke—Davis, Pfizer, Nueva York,
NY, USA) y 5,5 mg/ml de xilacina (Xilagesic, Laboratorios Calier, Barcelona,
Espafa). Una vez anestesiados, los pesamos y les hicimos una marca identificativa
en la oreja para poder realizar el seguimiento clinico individualizado.
Posteriormente, inmunizamos a los animales subcutaneamente con una emulsion
gue contenia el antigeno encefalitogénico (50 pg/ratbn de MOGss-s5, Seccion de
proteébmica, Universitat Pompeu Fabra, Barcelona, Espafia) y el adyuvante
completo de Freund (CFA) [300 upg/ratbn Mycobacterium tuberculosis (McT)
H37RA, Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Se administraron 50 pl en los cuatro
flancos del animal, ventrales anteriores y posteriores (ingles y axilas). Ademas, se
les administrd6 150 ng/raton de toxina pertussis (Tp) (Sigma) por via intravenosa
(vena lateral de la cola) el mismo dia de la inmunizacion y el dia 2 post—

inmunizacion (p.i.).

Para el estudio de la funcion de la sema7A en la patogenia de la EAE utilizamos
diferentes protocolos de inmunizacion gue variaron en la cantidad de antigeno y/o

adyuvantes administrados:

°  Dosis Lab: 50 ug MOGss-55 + 300 ug McT + 150 ng Tp
° 1 ug: 1 yg MOG3s-s5 + 100 yg McT + 100 ng Tp

° 10 uyg: 10 yg MOGss-s5 + 100 yg McT + 100 ng Tp
° 50 pg: 50 ug MOGss-55 + 100 uyg McT + 100 ng Tp
° 100 ug: 100 ug MOGss-55 + 100 ug McT + 100 ng Tp

En todos los grupos incluimos ratones inmunizados de igual forma pero en ausencia

del antigeno encefalitogénico, como control del proceso de inmunizacion.
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Seguimiento clinico de la EAE

Diariamente pesamos y examinamos los signos clinicos neuroldgicos de los ratones
mediante una escala clinica que permitia la valoracion de una paralisis ascendente.
El criterio de puntuacion establecido se modificod ligeramente a partir del publicado
anteriormente por nuestro grupo (Espejo et al., 2001) para obtener una escala con
mayor sensibilidad al cambio (Tabla 3). La pérdida de peso se calculd como la
variacion porcentual del peso diario comparado con el peso de cada animal en el

dia de inmunizacion.

Tabla 3. Criterio de puntuacion clinica para valorar los signos clinicos en ratones con EAE.

Puntuaci6n clinica

0 1 0 Sin sefiales clinicas neurologicas
@ —@ 0.5 Paresia parcial de la cola (zona
’

distal) durante dos dias consecutivos

1 Paralisis total de la cola

2 3
@3 % 2 Paraparesia trasera leve

2,56 Paraparesia trasera severa/paraplejia

4 5 3 Tetraparesia leve
-‘ij//;i\J —7-J‘ / j % i 4 Tetraparesia con afectacion trasera
grave
L 6 4,5 Tetraparesia severa
/’}Ifﬂ-—f{fj.f//
'TJ\‘- _.._f/'
- 5 Tetraplejia (criterio de punto final)
6 Exitus del animal por EAE

Para el estudio de la funcidbn de la sema7A en la patogenia de la EAE, el
seguimiento clinico se hizo de forma ciega, es decir, el evaluador no conocia el

genotipo ni el protocolo de inmunizacién de los animales.

Obtencion del SNC de ratones con EAE
Los ratones se eutanasiaron mediante asfixia por CO2 en diferentes momentos del

curso clinico de la EAE para la caracterizacion de la expresion de las semaforinas
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y de sus receptores: dia 0 p.i. (tiempo basal); dia 7 p.i. (fase de induccion); dia
16 p.i. (fase inflamatoria); dia 29 p.i. (fase cronica) (n=5, por punto temporal) o a
final de experimento (dia 34—36 p.i.) para el analisis histopatoldgico en el estudio
de la funcion de la sema7A en la EAE (n=4-6/genotipo y protocolo de
inmunizacion). En primer lugar extrajimos el encéfalo y la médula espinal que se
fijaron con paraformaldehido (PFA) (Sigma) al 4% a 4°C. Tras 24 horas se hicieron
tres lavados con tampon fosfato salino (PBS). Posteriormente, medio encéfalo
(corte longitudinal) y media médula espinal (corte transversal) se incluyeron en
parafina para realizar las tinciones de HE y KB asi como para las inmunotinciones
con un Unico marcador. Para los dobles marcajes por inmunofluorescencia, la otra
mitad del SNC, tras la fijacion con PFA, se sumergidé en una solucion de sacarosa
al 30% a pH 7,2-7,4 para crioprotegerlos antes de incluirlos en Tissue—Tek O.C.T.

(Sakura Finetek Europe, Holanda) y congelarlos en nitrbgeno liquido.

Evaluacion de la infiltracion celular y de la desmielinizacién en el SNC de ratones con
EAE

El grado de infiltracion celular lo cuantificamos en médula espinal mediante la
tincion de HE siguiendo el siguiente criterio (Figura 8):

0: sin lesion

—

- infiltracion celular solo en las meninges
infiltrados superficiales y discretos en el parénquima
infiltracion moderada (menos del 25%) en la sustancia blanca

infiltracion severa (menos del 50%) en la sustancia blanca

o R N

infiltracion muy severa (mas del 50%) en la sustancia blanca

La desmielinizacion la evaluamos mediante la tinciobn de KB segln la siguiente
escala de puntuacion (Figura 8):
0! sin desmielinizacion
1: poca desmielinizacion alrededor de los infiltrados, comprendiendo menos
del 25% de la sustancia blanca
2. desmielinizacion que comprende menos del 50% de la sustancia blanca
3: desmielinizacion difusa y extendida que comprende mas del 50% de la

sustancia blanca
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Figura 8. Esquema del criterio de evaluacion utilizado para determinar el grado de infiltracion celular
(numeros en negro: 1, infiltracion en meninges; 2, infiltracion superficial en el parénguima; 3,
infiltracion moderada de la SB; 4, infiltracion severa inferior al 50% de la SB; 5 infiltracion muy severa
superior al 50% en SB y posible afectacion de la SG) y la desmielinizacion (nimeros en naranja: 1,
desmielinizacion inferior al 25% alrededor de los infiltrados; 2, desmielinizacion inferior al 50% de la
SB; 3, desmielinizacion difusa y extendida superior al 50% de la SB) para el estudio histopatoldégico
de la médula espinal de ratones con EAE. SB: sustancia blanca; SG: sustancia gris.

3. Caracterizacion de la expresion de la sema3A, la sema7A y de
sus receptores en el SNC de pacientes con EM y ratones con EAE

Marcaje doble por inmunofluorescencia

Realizamos inmunomarcajes dobles para caracterizar la expresion de la sema3A,
la sema7A y de sus receptores en diferentes poblaciones celulares del SNC
(neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y microglia/macrofagos) y en linfocitos Ty

B del infiltrado inflamatorio.

Las secciones de las muestras del SNC de pacientes con EM y controles, las
desparafinamos y blogueamos las uniones inespecificas con una solucion al 2%
de albimina bovina serica (BSA) y 0,3% de Triton X-100 (Sigma) en PBS. Cuando
fue necesario realizamos desenmascaramiento antigénico con la incubacion de las
muestras en una solucion de citrato a 10 mM (pH 6) o en tampon TE a pH 9 (Tabla
4). Las secciones se incubaron con los anticuerpos primarios a 42 C durante toda
la noche (Tabla 4). Después de realizar tres lavados con PBS, los tejidos se
incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura ambiente

(Tabla 5).
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En las muestras del SNC de ratones con EAE la tincibn se realiz6 en tejido
previamente fijado en PFA al 4%, crioprotegido con sacarosa al 30%, incluido en
Tissue—Tek O.C.T. y congelado en nitrégeno liquido. Las uniones inespecificas las
blogueamos mediante una solucién de PBS que contenia 3% de BSA y 0,3% de
Tritbn X—100. Las secciones de 10 ym de grosor se incubaron con los anticuerpos
primarios a 42 C durante toda la noche (Tabla 4). Tras tres lavados con PBS, los
tejidos se incubaron con el anticuerpo secundario durante 1 hora a temperatura

ambiente (Tabla 5).

Inmunohistoquimica para las semaforinas y sus receptores

Realizamos secciones seriadas de 4 um de grosor de tejidos incluidos en parafina
que adherimos a portaobjetos de vidrio pre—tratados con poli-L-lisina (Leica
Microsystem Plus Slides, Leica Microsistemas S.L.U. Barcelona, Espafa).
Posteriormente, los tejidos se desparafinaron en xileno y se rehidrataron mediante
una bateria decreciente de alcoholes finalizando en PBS. La actividad peroxidasa
enddgena la inactivamos incubando los tejidos durante 20 minutos en una solucion
de PBS que contenia un 2% de peroxido de hidrogeno y un 70% de metanol.
Cuando fue necesario, realizamos el desenmascaramiento de antigenos mediante
la incubacion en solucion de citrato a 10 mM (pH 6) o en tampon EDTA (TE) (1M
Tris—Cl (Sigma) + 1mM EDTA (Sigma) en agua destilada) a pH 9 (Tabla 4). Las
uniones inespecificas se bloguearon utilizando una solucion de PBS al 2% de BSA.
Los anticuerpos (Taba 4) primarios se incubaron a 4°C durante toda la noche. Tras
realizar tres lavados con PBS, se incub6 el anticuerpo secundario biotinado (Tabla
5) durante 1 hora a temperatura ambiente. Para visualizar la tincion afiadimos un
complejo de avidina—biotina—peroxidasa (/mmunoPure ABC Peroxidase Satining
kits, Thermo Fisher Scientific Inc, Pierce Protein Biology Products, Rockford IL,

USA) vy el sustrato 3,3’diaminobencidina (DAB) (Sigma).

En las muestras de SNC de pacientes con EM y controles realizamos una valoracion
semicuantitativa de la expresion de la sema3A, la sema7A y de sus receptores en
base a la intensidad del inmunomarcaje en cada tipo celular identificado por su

morfologia. Cada muestra fue evaluada de la siguiente manera:
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0: sin tincion especifica

1 intensidad de la tincion débil

2! intensidad de la tincion moderada

3! intensidad de la tincion fuerte
La valoracion se hizo por dos investigadores en un microscopio de dos cabezales
y de forma ciega, es decir, los evaluadores no conocian el tipo de muestra que

estaban valorando.

En los animales con EAE, el recuento de células positivas para los marcadores en
estudio se realizb en dos zonas diferenciadas: i) en el infiltrado inflamatorio
compuesto por linfocitos y macrdfagos infiltrantes, neutrofilos, microglia activada
y astrocitos reactivos; ii) en la sustancia blanca perilesional compuesta por
oligodendrocitos, axones, astrocitos reactivos y microglia (Figura 9). En cada zona
se realizd6 el contaje de células positivas para cada marcaje en cinco areas
independientes de 0,25 mm? de la médula espinal para posteriormente calcular el

porcentaje de células positivas en cada area respecto al nUmero total de células.

lnmlflﬂﬂmi:lﬁ }M I’I ' :11‘_1‘1

Figura 9. Seccion longitudinal de la médula espinal de un raton C57BL/6 con EAE a dia 16 p.i. En la
parte izquierda y delimitada por una linea roja punteada, se observa una regién con células
infiltradas que invade la sustancia blanca y la deteriora (infiltrado inflamatorio). En la parte derecha
de la linea roja punteada se observa la sustancia blanca perilesional.
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pacientes con EM y controles y en el SNC de ratones con EAE.

Anticuerpos Primarios

Pre—
Diana Reactividad Anticuerpo Referencia i Dilucién
tratamiento
Humano Anti-Sema3A Abnova 1:200
Sema3A TE pH 9
Raton de conejo (PAB7888) P 1100
Humano, Anti—-Np—1 de Citrato pH
Np—1 uma e Abcam (abg1321) | ~o0P 1:100
Raton conejo 6
Anti—-PLXN-A1 Cell Si li Citrato pH
PLXN-A1 Raton mre o ~anaing rato P 1:50
de conejo (3813) 6
Humano, Anti-Sema7A
Sema7A ] , Abcam (ab23578) 1:150
raton de conejo
Humano Anti—a1— . 1:500
i —integrina ntegrin de | Abgen (AP8841c) | Crato P
‘ Raton ¢ . ¢ 6 1:200
conejo
Anti—B1-integrin Citrato pH
Humano Bl-intearin || sgio (LS-B2953) P 1:150
. . de raton 6
B1-integrina - - - -
. Anti—-B1-integrin Citrato pH )
Raton , Abcam (ab52971) 1:100
de conejo 6
PLXN-C1 Humz’ano, Anti—PLXN—C1 R&D Systems 1:50
raton de oveja (AF5375)
Humano, Anti—-NeuN-Cy3 Millipore 1:200
raton de raton (MAB377C3) '
Neuronas - -
Anti—-NeuN de Sigma
Humano . 1:100
conejo (HPA030790)
Humano, Anti—Olig2 de R&D Systems 1:100
, , raton cabra (AF2418) '
Oligodendrocitos AnTi—Olia? de
=0l
Humano g Millipore (AB9610) 1:200
conejo
Humano, Anti—-GFAP-Cy3 Sigma 1:500
, raton de raton (C9205) '
Astrocitos - -
Anti—-GFAP de DakoCytomation
Humano ) 1:500
conejo (20334)
Anti-CD68 Dak i
Humano nti-C de akoCytomation 1:100
raton (M0876)
Macrofagos Anti—-CD68 de Sigma )
. , Humano . 1:100
/microglia conejo (HPA048982)
. Lectina de )
Raton Sigma (L0651) 1:100
tomate
Anti-CD3 DakoCyt ti
Humano nti-C . de akoCytomation 1:100
conejo (A0452)
Anti—-CD3 de DakoCytomation
Células T Humano 1:100
raton (M725429)
Anti—-CD3 de eBioscience
Raton ! 10¢! 1:100
rata (14-0032-82)
Anti-B220 de eBioscience
Células B Raton 1:100
rata (14-00452-82)
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Tabla 5. Anticuerpos secundarios utilizados en los estudios de inmunohistoquimica en lesiones de
pacientes con EM y controles y en el SNC de ratones con EAE.

Anticuerpos secundarios

Anticuerpo Referencia Dilucién

Anti—conejo biotinado de cabra | DakoCytomation (E0432) 1:200

Anti—raton biotinado de cabra DakoCytomation (E0433) 1:200

Anti—-raton Alexa 488 de cabra Life Technologies (A11029) | 1:200

Anti—conejo Alexa 488 de cabra | Life Technologies (A11034) | 1:200

Anti—cabra Alexa 594 de burro | Life Technologies (A11058) | 1:200

Anti-raton Alexa 568 de cabra | Life Technologies (A11031) | 1:200

Anti—conejo Alexa 488 de cabra | Life Technologies (A11011) | 1:200

Anti—oveja biotinado de burro R&D Systems (BAF016) 1:5000

4. Caracterizacion de la expresion de la sema3A, la sema7Ay de
sus receptores en el sistema inmune de ratones con EAE y
estudio de la respuesta inmunoldgica en ratones deficientes en
sema7A con EAE

Con el proposito de caracterizar la expresion de las semaforinas y de sus receptores
en las poblaciones celulares del sistema inmune con mayor relevancia en la
patogenia de la EM/EAE, se testaron los anticuerpos disponibles en ese momento
para su deteccion por citometria de flujo. Tras establecer las condiciones 6ptimas,
aquellas moléculas que no se pudieron detectar por esta técnica, las estudiamos
mediante western blot en el conjunto de células inmunes obtenidas a partir del bazo
de los ratones. También se analizd la expresion génica de la sema3A y la sema7A

por PCR cuantitativa (qPCR).

Obtencion de células del sistema inmune

Para caracterizar la expresion de las semaforinas y de sus receptores en las células
del sistema inmune, obtuvimos una suspension celular a partir de los bazos de los
ratones que previamente fueron eutanasiados mediante CO2 en diferentes fases de
la EAE: dia 0 p.i. (tiempo basal); dia 7 p.i. (fase de induccion); dia 16 p.i. (fase

inflamatoria) y dia 29 p.i. (fase cronica); incluyendo cinco animales en cada una
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de las fases estudiadas. Para ello, se realiz6 una laparotomia abdominal que
permitid la extraccion del bazo. Se transfirid a un eppendorf de 1,5 ml con medio
de cultivo y posteriormente se disgregd de manera mecanica sobre un filtro de
nylon de 0,70 um (BD Biosciences, Franklin Lakes, New Jersey, USA). La
suspension se transfirio a un tubo de 50 ml y se ajustd el volumen hasta 20 ml con
suero fisiologico (SF) que contenia10% de suero bovino fetal (FBS). Tras centrifugar
las muestras a 1500 revoluciones por minuto (rpom) durante 10 minutos, se elimind
el sobrenadante y se lisaron los eritrocitos con 1 ml de agua destilada estéril. Este
€s un paso critico ya que si nos excedemos en la lisis, pueden resultar afectados
los linfocitos y el resto de células inmunes. Inmediatamente después, se ajusto el
volumen a 20 ml con SF al 10% de FBS y se volvid a centrifugar. El pellet de células
se resuspendid en 1 ml de medio completo [medio de cultivo Dulbecco modificado
de Iscove (PAA Laboratories GmbH, Pasching, Austria) que contenia 12,5% v/v de
Foetal Clone | Serum Hyclone (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), 2 mM
de L—Glutamina (Life Technologies, Gibco BRL, Paisley, Reino Unido), 1% v/v de
penicilina—estreptomicina (Life Technologies, Gibco BRL) y 80 nM de 2-B-
mercaptoetanol (Sigma)]. Tras contar el niumero de células obtenidas de cada
bazo, se sembraron en tubos de cristal a una concentracion de 2x10° células/ml
en medio completo. La expresion de semaforinas inmunes se ha descrito
principalmente en células inmunes activadas por o que se optimiz6 el protocolo de
estimulacion. Se probo el estimulo con fitohemaglutinina (PHA), acetato de forbol
miristato (PMA) e ionomicina o con lipopolisacarido (LPS) (todos ellos de Sigma).
Tras escoger la activacion con 50 ng/ml de PMA y 1 uM de ionomicina, se
compararon dos tiempos de activacion, 4 y 24 horas. Finalmente, se optd por el
protocolo de estimulacion con PMA e ionomicina durante 24 horas. Se inhibio la
via de secrecion proteica afiadiendo 2 yM de monensina durante las Gltimas seis

horas de la estimulacion (Golgi Stop, BD Biosciences).

Citometria de flujo
Se probaron anticuerpos especificos para la deteccidon de la sema3A, la sema7Ay
de sus receptores. Sin embargo, para algunos de ellos no estaba descrito su uso

en citometria de flujo y no se consiguieron las condiciones adecuadas para esta
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aplicacion. De esta manera se descartd el analisis mediante citometria de flujo de
la sema3A (Abcam, Cambridge, UK), la PLXN-A1 (Abcam) y la PLXN-C1 (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA).

Mediante citometria de flujo pudimos estudiar la expresion de la Np—1 (receptor de
sema3dA), la sema7A y la Bl1-integrina (CD29) en esplenocitos estimulados con

PMA e ionomicina durante 24 horas.

e Inmunomarcaje de moléculas de superficie o intracelulares
Tras lavar las células con PBS al 1% de BSA y 0,1% de azida soddica (Merck & Co.,
Inc., Whitehouse Station, NJ, USA) (PBA—-Azida) se bloguearon los receptores de
Fc con 1 ul/10° células del anticuerpo anti—-CD16/32 (BD Biosciences, Pharmingen,
San Diego, CA, USA) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente,
las células se incubaron 30 minutos a 4°C en oscuridad con los anticuerpos para
las moléculas expresadas en la superficie celular (Tabla 6). Tras un lavado con
PBA-Azida, se permeabilizaron las células con 250 ul de Cytofix/Cytoperm 1X
Solution (BD Bioscience) durante 20 minutos a 4°C y oscuridad. Las células se
lavaron con PBA-Azida y se volvio a bloguear con 1 pl/10° células del anticuerpo
CD16/32. Se incubaron las células con los anticuerpos para las moléculas
intracelulares (Tabla 6). Tras un lavado con PermWash (BD Biosciences), se afiadio
el correspondiente anticuerpo secundario para aguellos anticuerpos primarios gue
no estaban conjugados con un fluorocromo (Tabla 6). Para finalizar el
inmunomarcaje, se hizo un lavado con PermWash y las células se resuspendieron
en 250 pyl de PBA—azida. La adquisicibn de las células se hizo mediante un
citometro de flujo FACSCanto (BD Bioscience) que permite la deteccion de seis

fluorocromos de manera simultanea.
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Tabla 6. Anticuerpos e isotipos utilizados en la citometria de flujo para la caracterizacion de la
expresion de la sema3A, sema7A y sus receptores en las células inmunes durante la EAE.

or 108
Marcaje Anticuerpo Referencia Fluorocromo e |sotipo
células
. eBioscience lgG de
Anti—-CD3e de X
| (45-0031- PerCP-Cy5.5 0,25 hamster
raton )
82) armenio
BD
Anti—-CD4 de lgG2b,k de
lrat(’)n Pharmingen FITC 1 9 ‘ata
(557307)
, eBioscience
Anti—-CD8a de lgG2a,k de
| (47-0081- APCeFluor780 0,25
raton rata
82)
. BD
Anti—-CD45 de . [gG2b,k de
M o d atén Pharmingen PerCP-Cy5.5 0,25 ata
arcaje de (550994)
superficie - - -
Anti—-CD11b de eBioscience lgG2b,k de
, PE/Cy7 1
raton (25-0112-81) rata
. . ) IgG de
Anti-CD11c de eBioscience i
i APCeFluor780 1 hamster
raton (47-0112-80) ,
armenio
. BD
Anti-B220 de i lgG2a,k de
) Pharmingen PE/Cy7 0,25
raton rata
(552772)
Anti—-CD5 de BD lgG2a,k de
-
o Pharmingen FITC 0.5 ¢ o
(553021)
IgG Chi
Anti-sema3A Abcam . 9 P
i Purificado grade de
de raton (ab23393) 0,5-1 ,
conejo
- IgG Chi
Anti—plexina-A1 Abcam burificads i 5 “'ddet grade (;Z
urifi sobrenadante
de raton (ab92346) . ¢ ,
1:50 conejo
Anti—plexina— R&D Systems . IgG de
. ) Purificado 8
Marcaje C1 de ratéon (AF5375) cabra
intracelular Anti—
. R&D Systems IgG de
Neuropilina—1 APC 0,4
) (FAB566A) cabra
de raton
B1-integrina eBioscience IgG de
(anti—-CD29) de (12-0291- PE 1 hamster
raton 81) armenio
Anti-sema7A TransGenic lgG1.,k de
Purificado 0,01
de raton Inc. (KO402) raton
BD
Anti-lgG1 d lgG1,k d
Anticuerpos ’ Ira(ht:J()n ) Pharmingen APC 0,01 ?ata LOUe
i
N p. (560089)
secundarios . -
Anti-IgG-H&L Abcam PE 1 Policlonal
de conejo (ab97070) de cabra
BD
Blogueo IgG2b,k de
9 Anti-CD16/32 Pharmingen Purificado 1 ¢ ’
receptores Fc rata
(553142)
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e Andlisis y cuantificacién
El analisis de los resultados se realizd mediante el programa informéatico BD
FACSDiva (BD Bioscience Software). En primer lugar y en todos los casos se
combinaron los parametros FSC (tamafio celular) y SSC (complejidad celular) para
definir la poblacion de células que pasan a través del flujo de manera individual
(singletes). A partir de esta seleccion, se delimitd la poblacion celular a estudiar

por su morfologia (Figura 10).
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Figura 10. Seleccion de células individuales (singletes) y de la poblaciéon de estudio mediante
histograma biparamétrico que muestra FSC y SSC.

Posteriormente, se combinaron los distintos parametros en funcion del marcaje
realizado. Los resultados se expresaron como la media del porcentaje de células
positivas para cada marcador en cada una de las poblaciones estudiadas. Las
poblaciones celulares en las que se determind la expresion de la Np—1, la sema7A
y la Bl-integrina fueron las células T CD4+ (CD3+CD8-), células T CD8+
(CD3+CD8+), células B T-independientes (B1: CD45+CD5+B220+), células B T-
dependientes (B2: CD45+CD5-B220+), células mieloides (CD45+CD11b+) vy
células dendriticas (CD45+CD11b+CD11c+).

Western Blot
Mediante western blot estudiamos la expresion de la sema3A y la PLXN-A1, no
siendo posible establecer las condiciones 6ptimas para la deteccion de la PLXN—

C1 vy la al-integrina, que finalmente no se estudiaron. A partir de esplenocitos
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activados con PMA e ionomicina se realizd la extraccion proteica de 5x10° de
células. Tras un lavado con PBS, se procedi6 a realizar la lisis celular con una
solucion compuesta por 1M de Tris—Cl a pH 7,2, 5M de NaCl (Panreac, Barcelona,
Espana), 0,5 M de EDTA, 1% v/v de Tritbn X—-100 y 10% v/v de glicerol (Sigma), a
la que se afiadid una mezcla de inhibidores de proteasas (Complete Mini Protease
Inhibitor Cocktail tablets, Roche, Basel, Suiza). La concentracion de proteinas en
cada muestra la determinamos utilizando el método de Bradford (Bio—Rad,
Hercules, CA, USA) y usando como curva patron una dilucion seriada (1:2) desde
20 pg/ml hasta 0 yg/ml de BSA. Mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
SDS—-PAGE al 7,5% separamos 10 ug de proteina para detectar la PLXN-A1 o 30
ug de proteina para detectar la sema3A, durante 90 minutos a 100 V constantes.
Las muestras se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Bio—Rad) y se
bloque6d durante 1 hora con una solucidbn de leche desnatada en polvo diluida al
5% en solucion salina tamponada con solucion Tris con 0,1% de 7ween20 (Sigma)
(TBST) para la deteccion de la sema3A, y con leche desnatada en polvo al 10% en
TBST para la deteccion de la PLXN-A1. La membrana se incub6 a 4°C durante
toda la noche con los anticuerpos primarios (Tabla 7). Después de realizar varios
lavados con TBST, la membrana se incubd durante 1 hora a temperatura ambiente
con un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con la peroxidasa de
rabano (HRP). Tras eliminar el excedente de anticuerpo mediante lavados con
TBTS, procedimos a visualizar las bandas correspondientes a las proteinas en
estudio usando como sustrato el reactivo Luminata Forte Western HRP (Millipore,
Billerica, MA, USA). La quimioluminiscencia emitida se captur6 mediante una
camara acoplada a un ordenador (/mageQuant LAS7000, GE Healthcare, Reino
Unido). La cuantificacion de las bandas observadas la realizamos con el programa
informatico Science Lab 2001 Image Gauge V4.0 (Fuji Photo Film CO., LTD, Tokyo,
Japon) mediante la sustraccion de la intensidad del fondo de la membrana a la
intensidad de la banda especifica y obteniendo ratios normalizados respecto a la
intensidad de la sefial de la actina. La especificidad de las bandas detectadas para
la sema3A se confirmo6 al no observar ninguna de ellas tras la incubacion del
anticuerpo primario con el péptido inmunogénico (1:500) proporcionado por el

mismo distribuidor (Abcam, ab134599).
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No conseguimos las condiciones adecuadas para detectar la al-integrina ni la
PLXN-C1 mediante western blot tras probar diferentes condiciones y anticuerpos

(Tabla 7).

Tabla 7. Anticuerpos utilizados para la caracterizacibn mediante western blot de la expresion de la

sema3A, la PLXN-A1, la a1-integrina y la PLXN-C1 en las células inmunes durante la EAE.

Anticuerpo Referencia Dilucion
Conejo anti-sema3A de raton Abcam (ab23393) 1:200
Conejo anti-PLXN—-A1 de raton Abcam (ab92346) 1:200
Conejo anti—actina Sigma (A5060) 1:200
Abnova (AP8814c) 1:500
Conejo anti-a1-integrina de raton Abcam (ab106267) 1:500

United States Biological (PA1045) | 1:250

Cabra anti-PLXN-C1 de raton R&D Systems (AF5375) 1:1000
Burro anti—-IgG de cabra biotinilado R&D Systems (BAF016) 1:5000
Anti-lgG de conejo conjugado con HRP Cell Signaling (7074S) 1:5000

Estudio de la expresion génica

Para evaluar la expresion génica de la sema3A y la sema7A en las células del
sistema inmune en las diferentes fases de la EAE se siguid el siguiente protocolo:

e Extraccion de ARN

Realizamos la extraccion de ARN de 5x10° de esplenocitos activados con PMA e
ionomicina usando el kit comercial ANeasy Mini kit (Qiagen, Hilden, Alemania). Tras
lavar las células con PBS, se aplico una solucion de lisis que contenia 350 ul de la
solucion RTL y 3,5 yl de B—mercaptoetanol. El lisado celular se pipeted en una
columna Q/Ashredder para eliminar los restos celulares. Se afladid 350 ul de etanol
al 70% al homogeneizado y se mezcld por pipeteo hasta no diferenciar las dos
fases. Transferimos la muestra a una columna ANeasy spin que retiene los acidos
nucleicos y permite eliminar el liquido sobrante. Se afadid6 80 pl de una
endonucleasa (DNAsa set, libre de ribonucleasas) sobre la membrana de la
columna para eliminar los restos de ADN que pudieran quedar y se incub6 durante

15 minutos a temperatura ambiente. Se realizaron una serie de lavados aplicando
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primero 350 uyl de la solucibn de lavado RW1 y descartando el eluido, vy
posteriormente aplicando 500 pl de la solucion RPE y descartando el eluido. Para
obtener la muestra de ARN concentrado, se aplicaron 15 yl de agua libre de
ribonucleasas a la membrana y se centrifugd durante 1 minuto a alta velocidad
(10000 rpm). Finalmente, cuantificamos la cantidad de ARN purificado mediante
espectrometria de absorcion (Nanodrop, ND-1000 Spectrophotometer, programa
informatico asociado Nanodrop 71000V3.80.)
o  Retro—transcripcion del ARN a ADNc
La retro—transcripcion inversa genera una cadena de ADN complementaria (ADNc)
a partir del ARN extraido. Para ello preparamos una mezcla conformada por 4 ul
de una retro—transcriptasa comercial (High Capaccity RNA—-to—cDNA Master Mix,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) que contiene todos los componentes
necesarios para producir la nueva cadena de ADN, 0,125 ng de ARN extraido vy
agua libre de ribonucleasas, hasta conseguir un volumen igual a 20 pl.
o Amplificacion por gPCR

Utilizando los cebadores que amplifican los genes de la sema3A, la sema7A y de
la peptidil prolil isomerasa B (PPIB) (todos ellos de Thermo Fisher Scientific), junto
con el reactivo mezcla que contiene todos los componentes para la PCR (Rox
MasterMix, Thermo Fisher Scientific) llevamos a cabo la amplificacion por PCR:

°  Solaris gPCR Gene Expression ROX Master Mix (2x) 12,5 yl

°  Pre-designed Solaris gPCR Gene Expression Assay (20x) 1,25 yl

° Agua libre de ribonucleasas 8,25 ul

° ADNc de la muestra 3 ul

e Andlisis de los resultados por gPCR

Los resultados de una gPCR nos proporcionan valores de Ct que equivale al ciclo
donde la curva de amplificacion cruza el umbral de amplificacion, normalmente en
la parte lineal. Mediante el programa informatico SDS 2.3 (Applied Biosystems)
realizamos el analisis de los resultados de la cuantificacion relativa por gPCR.
Escogimos como control enddgeno de la expresion constitutiva de las células el
gen PPIB por tener una expresiobn mas parecida a la de los genes de estudio y por
mantener su expresion constante en las fases estudiadas de la EAE. Los niveles de

expresion de la sema3A y la sema7A se normalizaron frente a los valores de
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expresion para PPIB. Como calibrador, se utilizaron las muestras a tiempo basal.
Los niveles de expresion génica relativos se calcularon utilizando el método
conocido como 27227 Para ello, primero calculamos el ACt restando al Ct del gen
de interés el Ct del control enddbgeno. En segundo lugar, se calculd el AACt
restando al ACt de la fase de la enfermedad que se estaba comparando el ACt del
calibrador, en este caso, el momento basal. La cuantificacion relativa, o 1o que es
l[o mismo, las veces que aumenta o disminuye la expresidn génica la calculamos
mediante la operacion matematica 272", Normalmente se considera significativa
una tasa de cambio igual o superior a 2 en el caso de un aumento de expresion, o

una tasa de cambio de 0,5 o inferior cuando disminuye.

Estudio de la respuesta inmunolbgica en ratones deficientes en sema7A con EAE
e Cuantificacion de la proliferacion celular en esplenocitos

Para los ensayos inmunoldgicos estudiamos entre cuatro y seis animales por
genotipo y por protocolo de inmunizacion. Tras eutanasiar a los animales a dia 12
p.i. y procesar los bazos para la obtencidén de los esplenocitos como se ha descrito
anteriormente, las células se sembraron en placas de 96 pocillos con fondo en “U”
(LabClinics, Nunclon, Barcelona, Espafia) a una concentracion de 2x10°
células/pocillo en medio completo en presencia de 5 upg/ml del péptido
inmunogénico MOGass-s5 (Seccion de protedmica, Universitat Pompeu Fabra,
Barcelona, Espafa) o en presencia de 5 uyg/ml de PHA (Sigma), un estimulo
inespecifico que genera una respuesta policlonal. Las células en medio de cultivo
sin estimulo se tomaron como control basal de estimulacion. Tras 48 horas, se
recogieron 50 ul/pocillo de sobrenadante del cultivo celular que se almacenaron a
—80°C para la posterior cuantificacion de citocinas secretadas al medio. Las células
se incubaron en presencia de 1 pCi/pocillo de [°H]-Timidina (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) durante 18 horas mas. Los niveles de radioactividad
incorporados por las células en division (proliferacion) que se encontraban
dividiéndose se cuantificO mediante un contador beta de centello (Wallac, Turku,
Finlandia). Para cada animal y condicion de cultivo se realizaron 5 réplicas. Los

resultados se expresaron como la media de las cuentas por minuto (cpm).
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e Cuantificacion de las citocinas liberadas al medjo de cultivo
A partir del sobrenadante del cultivo celular del ensayo de proliferacion de
esplenocitos, se cuantificd la concentracion de citocinas secretadas al medio tras
la activacion antigeno especifica con el péptido MOGss-55. Para ello se utilizd el kit
comercial BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17 Cytokine Kit (BD
Biosciences) que permite detectar las siguientes citocinas: IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y,
TNF-a, IL-17A e IL-10. Este tipo de analisis se basa en esferas que estan
recubiertas de anticuerpos especificos para las citocinas mencionadas (Figura 11).
Los diferentes tipos de esferas se diferencian entre ellas por la intensidad de
fluorescencia emitida del fluorocromo interno al que estan conjugadas (Figura
11,12). En primer lugar preparamos la curva patron transfiriendo las esferas a un
tubo de 15 ml y reconstituyéndolas en 2 ml del diluyente proporcionado en el kit
dejandolo incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Se realiz6 un banco
de diluciones seriadas con un factor de dilucion 1:2 (1, 1:2, [---], 1:128, 1:256),
donde el valor 0 pg/ml correspondia al diluyente sin esferas. Después se prepard
la mezcla de las esferas marcadas individualmente para cada citocina afiadiendo
10 pyl de cada una de ellas por cada muestra a estudiar. Durante dos horas y
protegido de la luz, se incubaron 50 pl del sobrenadante del cultivo celular junto
con 50 ul de la mezcla de esferas preparada y 50 ul del reactivo de deteccion
marcado con un fluorocromo distinto al que las esferas tienen internamente.
Transcurrida la incubacion, anadimos 1 ml de la solucion de lavado. Tras
centrifugar durante 5 minutos a 200 g, descartamos el sobrenadante
cuidadosamente y resuspendimos en 300 ul de la solucion de lavado. Mediante la
adquisicion por citometria de flujo y el analisis con el programa informatico FCAP
Array (BD Biosciences) calculamos las concentraciones de las citocinas estudiadas

(pg/ml) gracias a la interpolacion de los valores en la curva patron.
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Figura 11. Esquema del procedimiento a seguir para la cuantificacion de citocinas a partir del
sobrenadante de un cultivo celular. Cada esfera esta recubierta con un anticuerpo especifico que
reconoce un solo tipo de analito, en este caso una citocina, y tiene una intensidad de fluorescencia
Unica. Después de que las citocinas presentes en la muestra se unan de manera especifica a las
esferas, se aflade un reactivo que contiene anticuerpos especificos contra las citocinas marcados
con un fluorocromo diferente al interno de las esferas. Al analizar los resultados obtenidos por
citometria de flujo, las citocinas estudiadas se pueden separar por la intensidad de fluorescencia
inherente de cada esfera, mientras que la cantidad de citocina presente en la muestra se cuantifica
al valorar la mediana de la intensidad del fluorocromo del anticuerpo de deteccion. Imagen tomada
de http://www.bdbioscience.com.
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Figura 12. Histograma en el que se pueden detectar las siete poblaciones de esferas correspondientes
a las citocinas en estudio segun la diferencia en la intensidad de fluorescencia del fluorocromo interno
(a). En el histograma biparamétrico se observa como las poblaciones permanecen en la misma
posicion al no detectar ninguna citocina en el control negativo (b) y como se desplazan al afiadir una
muestra estandar de 80 pg/ml (c). Imagen tomada del manual de instrucciones de
http://www.bdbioscience.com.
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5. Anadlisis estadistico

Analizamos los datos obtenidos mediante los programas informéaticos SAS 9.2 para
Windows (SAS Inc., Cary, NC, USA), GraphPad Prism v5.0 (GraphPad software,
Inc., La Jolla, CA, USA) o el programa informatico 7 3.0.2. (http://www.r—
project.org/). Segln las variables a analizar y la distribucion de las mismas se

usaron diferentes pruebas estadisticas.

Ya que en el estudio de la caracterizacion de la expresion de semaforinas y sus
receptores en lesiones de pacientes con EM se obtuvieron resultados de caracter
ordinal, el analisis estadistico para el estudio semi—cuantitativo de la intensidad de
la tincion de los marcadores en las diferentes lesiones en SNC, realizamos
mediante pruebas no paramétricas. Con el test de Kruskal-Wallis evaluamos las
diferencias de expresion entre los diferentes tipos celulares y entre las
enfermedades estudiadas. Se aplicaron técnicas para ajustar el nivel de

significancia para las comparaciones pareadas.

En la caracterizacion de las moléculas en estudio en las diferentes fases de la
enfermedad en el modelo animal, comparamos la expresibn de las mismas
respecto el estado basal o respecto la fase de induccion cuando se evalud la
histopatologia en el infiltrado inflamatorio, mediante un analisis de la varianza

(ANOVA) y aplicando la prueba post—hoc de Dunnet.

Para el estudio de la mortalidad y la incidencia en los experimentos con animales
sema7AKO y WT realizamos tablas de contingencia y se aplico la prueba exacta de
Fisher. Las variables del curso clinico de la EAE tales como dia de inicio, puntuacion
acumulada, puntuaciobn maxima y pérdida de peso las analizamos mediante una
prueba 7 de Student si mostraban distribucion normal o su prueba equivalente no
paramétrica U de Mann—Whitney si la distribucion de la variable no era normal. Se
realizaron curvas de supervivencia (Kaplan—Meier) para estudiar el tiempo que los
animales tardaban en alcanzar una puntacion de 4 segln el protocolo de
inmunizacion utilizado. Para la valoracion de la infiltracion y desmielinizacion en el
SNC de los ratones las puntuaciones de infiltracion y desmielinizacion se
compararon mediante una prueba no paramétrica U de Mann-Whitney. Para

comparar los niveles de proliferacion, asi como los niveles de citocinas secretadas
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aplicamos la prueba #de Student o la prueba no paramétrica Mann—Whitney segln

la normalidad de los datos.

En todos los casos se considerd que la diferencia era estadisticamente significativa

cuando la p resultd inferior a 0,05.
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1. Expresion de la sema3A, la sema7A y sus receptores en
diferentes tipos celulares del SNC en la EM

Caracterizamos la expresion de la sema3A, la Np—-1, la sema7A, la al-integrina y
la B1-integrina en diferentes tipos celulares mediante inmunotinciones dobles en
las lesiones CAHIA de EM tanto en la sustancia gris como en la sustancia blanca
de apariencia normal. No conseguimos las condiciones adecuadas para la

deteccion de la PLXN-A1 y la PLXN-C1.

En las lesiones de EM, la sema3A y su receptor, la Np—1, se detectaron en
microglia/macrofagos, mientras que los astrocitos solo expresaron la sema3A
(Figura 13). Por otro lado, los astrocitos reactivos expresaron la sema7A y sus
receptores mientras que la microglia/macroéfagos solo expresaron la B1-integrina
(Figura 14). Los linfocitos T infiltrantes (CD3+) no mostraron colocalizacion con

ninguno de los marcadores de estudio (Figura 13,14).

En la SGAN, las neuronas expresaron la sema3A mientras que solo de manera

ocasional expresaron la sema7A vy la al-integrina (Figura 13,14).

En la SBAN se localizd la expresion de la sema7A y la al-integrina en

oligodendrocitos (Figura 14).

2. Expresion de la sema3A, la sema7A y sus receptores en las
lesiones de pacientes con EM y controles

Estudiamos la expresion de la sema3A, la sema7A y la de sus receptores en
muestras de pacientes con EM y se compararon con muestras de pacientes con
otras enfermedades que cursan con desmielinizacion (Al'y LMP) asi como con
muestras de pacientes sin afectacion neurolbgica (NNC). También comparamos
los cambios en la expresion de estas proteinas en lesiones cronicas de EM con

diferentes grados de actividad inflamatoria (CAHIA, CALIA, y ClI) (Figura 15,17).
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Figura 13. Expresion de la sema3A y la Np—1 en diferentes tipos celulares en lesiones cronicas activas
de pacientes con EM. Las flechas indican las células que colocalizan para la sema3A o la Np—1 vy los
marcadores de las diferentes poblaciones celulares estudiadas: NeuN (neuronas), Olig2
(oligodendrocitos), GFAP (astrocitos), CD68 (microglia/macrofago) y CD3 (células T). Los nlcleos
celulares se visualizan en azul mediante tincion con DAPI.
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Figura 14. Expresion de la sema7A, la a1-integrina y la B1-integrina en diferentes tipos celulares en
lesiones cronicas activas de pacientes con EM. Las flechas indican las células que colocalizan para
la sema7A, la al-integrina o la B1—integrina y los marcadores de las diferentes poblaciones celulares
estudiadas:  NeuN  (neuronas), Olig2 (oligodendrocitos), @ GFAP  (astrocitos), CD68
(microglia/macrofago) y CD3 (células T). Los nicleos celulares se visualizan en azul mediante tincion
con DAPI.
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2.1. Expresion de la sema3Ayla Np-1

Con el objetivo de estudiar si la expresion de las semaforinas y sus receptores era
especifica de la EM, comparamos la expresion en las lesiones CAHIA de pacientes
con EM con la expresion detectada en las lesiones de pacientes con Al y de

pacientes con LMP asi como con la observada en los pacientes NNC.

En las muestras de pacientes NNC, la sema3A se detectd en las neuronas y de
forma muy tenue en algunos macrofagos perivasculares que también expresaban
levemente su receptor, la Np—1 (Figura 15). Tanto en lesiones de Al como en las
de LMP, la expresion de la sema3A y la Np-1 se observd en la
microglia/macrofagos; ademas la sema3A también se expresaba ocasionalmente
en las neuronas y en los astrocitos. En las lesiones CAHIA de EM, como ya se ha
mencionado, se detectd la expresion de la sema3A y la Np-1 en la
microglia/macrofagos y en los astrocitos reactivos. El analisis estadistico demostro
que la expresion de la sema3A estaba aumentada significativamente en los
astrocitos reactivos y en la microglia/macrofagos de las lesiones CAHIA respecto
a las muestras de pacientes NNC, mientras que la expresion de la Np—1 estaba
incrementada en la microglia/macrofagos tanto de las lesiones CAHIA de EM como
de las de LMP comparado con las muestras de pacientes NNC (Figura 16). Estos
resultados, sugieren que la via de sefalizacion de la sema3A podria ser mas
relevante en las lesiones de EM que en las de otras enfermedades que cursan con

desmielinizacion.

En el estudio de la expresion de las semaforinas y sus receptores en las lesiones
cronicas de EM con diferente grado de actividad inflamatoria evidenciamos un
descenso en la intensidad de la expresion de la sema3A en los astrocitos reactivos
y la microglia/macrofagos en las lesiones CALIA y Cl respecto a las lesiones CAHIA
(Figura 16), siendo las diferencias estadisticamente significativas para los
astrocitos en las lesiones Cl y para la microglia/macréfagos en lesiones CALIA y Cl
(Figura 16). En las neuronas de la SGAN adyacente a la lesion, la expresion de la
sema3A era muy intensa en las lesiones CAHIA, siendo estadisticamente
significativa esta diferencia con las lesiones Cl de EM. El receptor de la sema3A,

la Np—1, Unicamente se detectd en la microglia/macrofagos y presentd un patron
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de expresion similar al de la sema3A, con una menor expresion en lesiones CALIA
y Cl respecto a las lesiones CAHIA (Figura 16), aunque solo resultd
estadisticamente significativa cuando se compararon las lesiones Cl respecto a
lesiones CAHIA (Figura 16). Estos hallazgos, indicarian que el nivel de expresion de
la sema3A y de la Np—1 aumenta a medida que incrementa la actividad inflamatoria

de las lesiones de EM.

2.2. Expresion de la sema7A, la al-integrina y la 1-integrina

En el caso de la expresion de la sema7A y sus receptores, se observd que en
muestras de pacientes NNC, la sema7A y la al-integrina se expresaban
principalmente en los oligodendrocitos y ocasionalmente en las neuronas, mientras
que la B1-integrina solo se detectd en algunas neuronas. En lesiones de Al y de
LMP, la sema7A y sus receptores se detectaron en los astrocitos reactivos y en
algunas neuronas y oligodendrocitos, mientras que la sema7A y la B1-integrina
también pudieron observarse en la microglia/macrofagos (Figura 17). El analisis
estadistico mostré un aumento significativo de la expresion de la sema7A en los
astrocitos reactivos de las lesiones CAHIA y de LMP comparado con la expresion
observada en las muestras de pacientes NNC, mientras que la expresion de la a1—
integrina y la B1-integrina solo estaba aumentada significativamente en astrocitos
reactivos de lesiones CAHIA comparado con las muestras de pacientes NNC. Sin
embargo, la expresion de la sema7A y de la al—-integrina en oligodendrocitos en
lesiones CAHIA estaba significativamente disminuida respecto a las muestras NNC
(Figura 18). Todos estos resultados sugieren que, como en el caso de la sema3A,
parece que la via de sefalizacion mediada por la sema7A y sus receptores podria
ser mas relevante en la patogenia de la EM que en la de otras enfermedades

desmielinizantes.

En las lesiones CAHIA de EM la expresion de la sema7A, la al—-integrina y la B1-
integrina estaba aumentada en los astrocitos reactivos, observandose menor
expresion en las lesiones de EM CALIA y Cl. También confirmamos la expresion de
la B1—integrina en la microglia/macréfagos, observandose el mismo patron que en
los astrocitos. El analisis estadistico Unicamente confirm6 el descenso de la

expresion de la sema7A y la al—integrina en los astrocitos reactivos de las lesiones
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Cl respecto a las lesiones CAHIA de EM (Figura 18), lo que sugeriria que el aumento
de la sema7A esta asociado a la actividad infamatoria de la lesién, tal y como

habiamos observado con la sema3A.

HE KB Sema3A  Neuropilina-1

CALIA CAHIA Al LMP NNC

cl

Figura 15. Histopatologia de las lesiones y estudio inmunohistoquimico de la expresion de la sema3A
y la Np—1 en lesiones CAHIA, CALIA y CI de pacientes con EM y en controles Al, LMP y NNC. Se
realiz6 tincion de HE para observar la actividad inflamatoria de las lesiones y tincion de KB para
determinar el grado de desmielinizacion. La expresion de la sema3A y la Np—1 esta indicada (V) para
astrocitos y (V) para microglia/macrofagos.
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Figura 16. Valoracion semi—cuantitativa de la expresion de la sema3A y la Np—1 en pacientes sin
enfermedad neurologica (NNC, control), en otras enfermedades neurolbgicas que cursan con
desmielinizacion (Al'y LMP) y en lesiones de EM CAHIA, CALIA y Cl. Cada grafica muestra la expresion
de una de las proteinas en estudio en un tipo celular especifico. Las barras representan el porcentaje
de lesiones que se evaluaron con una puntuacion de 0, 1, 2 o 3 en cada tipo de lesion segun la
intensidad del marcaje. Las diferencias estadisticamente significativas (0<0,05) estan indicadas con
un una linea negra cuando CAHIA, LMP y Al se compararon con los controles NNC y en rojo cuando
CALIA y Cl se compararon con CAHIA.
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HE KB Sema7A al-integrina B1l-integrina

CALIA CAHIA Al LMP NNC

Cl

Figura 17. Histopatologia de las lesiones y estudio inmunohistoquimico de la expresion de la sema7A,
la al-integrina y la B1-integrina en lesiones CAHIA, CALIA y Cl de pacientes con EM y en controles
Al, LMP y NNC. Se realiz6 tincion de HE para observar la actividad inflamatoria de las lesiones y
tincion de KB para determinar el grado de desmielinizacion. La expresion de la sema3A, la sema7A,
y sus receptores esta indicada (V) para astrocitos, (V) para microglia/macrofagos y (V) para
oligodendrocitos.
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Figura 18. Valoracion semi—cuantitativa de la expresion de la sema7A y sus receptores en pacientes
sin enfermedad neurolodgica (NNC, control), en otras enfermedades neuroldgicas que cursan con
desmielinizacion (Al'y LMP) y en lesiones de EM CAHIA, CALIA y Cl. Cada grafica muestra la expresion
de una de las proteinas en estudio en un tipo celular especifico. Las barras representan el porcentaje
de lesiones que se evaluaron con una puntuacion de 0, 1, 2 o 3 en cada tipo de lesion segun la
intensidad del marcaje. Las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) estan indicadas con
un una linea negra cuando CAHIA, LMP y Al se compararon con los controles NNC y en rojo cuando
CALIA y Cl se compararon con CAHIA.
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1.  Curso clinico e histopatologia de la EAE

Para estudiar el patron de expresion de la sema3A, la sema7A y el de sus
receptores durante el curso clinico de la EAE tanto en el sistema inmune como en
el SNC, se indujo la enfermedad a un grupo de ratones C57BL/6 con MOGss-55, a
los que se les realizd6 seguimiento clinico durante 29 dias. En diferentes momentos
del curso clinico de la EAE (basal, fase de induccion, inflamatoria y crénica) se
eutanasiaron cinco animales. El 100% de los ratones desarrollaron signos clinicos
sin mortalidad asociada a la EAE. La evolucion clinica presentd una mielopatia
ascendente no remitente, observandose en primera instancia debilidad en la cola 'y
avanzando hasta perder la movilidad de los miembros traseros y posteriormente de
los delanteros, tal y como se ha descrito para esta cepa de raton inmunizada con
el péptido MOGss-s5. El inicio de la enfermedad ocurri6 a dia 7,5 (desviacion
estandar (SD): 0,87) p.i., mostrando la maxima puntuacion clinica el dia 14 p.i.,
momento en que los animales tenian una puntuacion clinica de 4,4 (0,23). Para
estudiar el patron de la expresion de la semad3A, la sema7A y de sus receptores,
los animales se eutanasiaron antes de inducir la enfermedad, es decir, a tiempo
basal (dia 0 p.i.), en la fase de induccion de la enfermedad (dia 7 p.i.), en la fase

inflamatoria (dia 16.p.i.) y en el inicio de la fase cronica (dia 29 p.i.) (Figura 19).

Puntuacion clinica

0 A LULINIL N B B B e B B B e B B B S S B e p p

0 2 4 6 8 10 13 15 17 20 22 24 27 29

Dias post-inmunizacion

Figura 19. Curso clinico de la EAE y momentos del curso clinico a los que se estudio la expresion de
la sema3A, la sema7A y la de sus receptores. (1) indica el dia en que se eutanasiaron cinco ratones
para realizar el estudio de la expresion de las semaforinas y sus receptores: dia 0, basal; dia 7, fase
de induccidn; dia 16, fase inflamatoria; y dia 29, fase cronica de la EAE.

El estudio histopatoldgico reveld6 que en el momento basal no habia signos de

inflamacion ni desmielinizacion en el encéfalo o en la médula espinal de los
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animales. Durante la fase de induccidon, los ratones mostraron una infiltracion
inflamatoria discreta compuesta por linfocitos y células polimorfonucleares en el
espacio subaracnoideo del encéfalo asi como en la médula espinal. En la fase
inflamatoria, observamos abundantes células infiltrantes compuestas por linfocitos
y macroéfagos, y también regiones con un grado de desmielinizacibn moderado en
la sustancia blanca de la médula espinal. Finalmente, en la fase crbnica se
observaron caracteristicas similares a la fase inflamatoria siendo el grado de
desmielinizacibn mas severo ademéas de detectarse camaras de digestion que
consistian en fragmentos globulares que representan las vainas de mielina en

degeneracion (Figura 20).

Basal Induccién Inflamatoria Crénica

HE

KB

Figura 20. Histopatologia de la médula espinal de ratones con EAE en los diferentes momentos de
estudio. El grado de infiltracion celular se observd mediante la tincibon de HE mientras que la
desmielinizacion se detectd con la tincion de KB. Las flechas indican en cada caso areas de
infiltracion celular y desmielinizacion.

2. Perfil de expresion de la sema3A, la sema7A y de sus receptores
en el SNC durante la EAE

2.1. Lasema3A, la sema7Ay sus receptores se expresan en diferentes
tipos celulares del SNC

Mediante inmunotinciones dobles con fluorescencia, evaluamos la expresion de la
sema3A, la Np—1, la sema7A, la al-integrina y la B1-integrina en diferentes tipos

celulares del SNC y células inflamatorias infiltrantes en la médula espinal, en la fase
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inflamatoria de la EAE (dia 16 p.i.). No conseguimos las condiciones adecuadas
para la colocalizacion de la expresion del receptor de la sema3A, la PLXN-A1, ni
para el receptor de la sema7A, la PLXN-C1 con los marcadores de las diferentes

poblaciones celulares estudiadas.

Se detect6 la expresion de la sema3A y la Np—1 en algunas neuronas. Ademas la
sema3A también se observd en los astrocitos reactivos. En el area de la lesion,
ambas proteinas se localizaron en la microglia/macrofagos, aunque solo la Np—1

se expresd en células T y B infiltrantes (Figura 21).

La sema7A, la al-integrina y la B1-integrina se observaron en las neuronas y en
los astrocitos reactivos, aunque solo la sema7A y la a1—integrina se detectaron en
los oligodendrocitos. En los infiltrados inflamatorios, la sema7A y sus receptores
se expresaron en los linfocitos T y B. La B1-integrina también se observd en la

microglia/macrofagos (Figura 22).

2.2. Cambios en la expresion de la sema3A, la sema7Ay de sus
receptores durante la evolucion clinica de la EAE

El analisis cuantitativo de la expresidon de la sema3A, la sema7A y el de sus
receptores la realizamos en la médula espinal de los animales en las diferentes
fases de la enfermedad ya descritas (Figura 23). Estudiamos el infiltrado

inflamatorio y la sustancia blanca perilesional (Figura 9).

2.2.1. Sema3Ay sus receptores

En el estado basal, en animales sin inmunizar, detectamos expresion de la sema3A
en las neuronas y en algunas células gliales; la Np—1 se observd discretamente en
algunas neuronas y la PLXN—A1 se observd principalmente en células endoteliales

y en algunas células gliales de la sustancia blanca (Figura 21,23).

En la sustancia blanca perilesional, la expresion de la sema3A incrementd en la
fase de induccion (p=0,0012), mientras que en la fase inflamatoria, estaba
aumentada la expresion tanto de la sema3A como la de sus receptores (sema3A:
©0=0,0002; Np-1: p<0,0001; PLXN-A1: p=0,0021). En la fase cronica, solo los
receptores de la sema3A se mantuvieron elevados al compararlo con los niveles

basales (Np—1: p=0,0007; PLXN-A1: p=0,0003) (Figura 24ab).
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Sema3A Neuropilina-1

NeuN

Olig2

GFAP

LEA

CD3

B220

Figura 21. Expresion de la sema3A y la Np—1 en diferentes poblaciones celulares de la médula espinal
durante la fase inflamatoria de la EAE. La sema3A y la Np—1 se marcaron en verde excepto para la
colocalizacion con la microglia, en donde el marcaje fue en rojo. Neuronas (NeuN), oligodendrocitos
(Olig2), astrocitos (GFAP), microglia/macréfagos (LEA), células T (CD3), células B (B220).
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Sema7A al-integrina B1l-integrina

NeuN

Olig2

GFAP

LEA

CD3

B220

Figura 22. Expresion de la sema7A y sus receptores en diferentes poblaciones celulares de la médula
espinal durante la fase inflamatoria de la EAE. La sema7A, la al-integrina y la B1-integrina se
visualizaron en verde excepto para la co—localizacion con la microglia, donde el marcaje fue en rojo.
Neuronas (NeuN), oligodendrocitos (Olig2), astrocitos (GFAP), microglia/macrofagos (LEA), células
T (CD3), células B (B220).
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En el infiltrado inflamatorio los niveles de expresion los comparamos con los valores
obtenidos durante la fase de induccién, ya que a tiempo basal no habia lesion. La
expresion de la Np—1 aument6 durante la fase inflamatoria (p=0,0363), mientras
qgue en la fase cronica disminuyd (p=0,0153). La expresion de la sema3A y de la
PLXN-A1 aumento significativamente durante la fase cronica de la EAE (sema3A:

0=0,0010; PLXN-A1: p=0,0374) (Figura 24a,c).

2.2.2. Sema7Ay sus receptores

En estado basal, la sema7A y la al-integrina se detectaron en las neuronas y en
un gran numero de células gliales, mientras que la B1-integrina se expresd en
algunas neuronas y ambas integrinas se observaron también por todo el neurdpilo

(Figura 22,23).

En la sustancia blanca perilesional, durante la fase de induccion la expresion de la
al-integrina estuvo aumentada (p=0,0003), mientras que durante la fase
inflamatoria, aumento la expresion tanto de la sema7A (p<0,0001) como de la a1—
integrina (p<0,0001). En la fase cronica, la expresion de ambas integrinas estaba

incrementada (a1-integrina: p<0,0001; B1-integrina: p=0,0199) (Figura 24a,b).

En el infiltrado inflamatorio, la sema7A y sus receptores mostraron un aumento de
su expresion durante la fase inflamatoria (sema7A: p=0,0016; al-integrina:
0=0,0097; B1-integrina: p<0,0001), que se mantuvo durante la fase cronica
excepto en el caso de la al-integrina (sema7A: p=0,0487; B1-integrina: p<0,0001)
(Figura 24a,c).
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Basal EAE Control

Sema3A

Neuropilina-1

Plexina-Al

SemaZ7A

al-integrina

B1-integrina

Figura 23. Ejemplo representativo del inmunomarcaje para la sema3A, la sema7A y sus receptores en
la médula espinal de ratones en el momento basal (Basal) y en la fase cronica de la EAE (EAE). Se
realiz6 un control negativo (Control) de la tincion que se proces6d de igual manera pero en ausencia
del anticuerpo primario gue no presentd ningun tipo de marcaje especifico. Panel realizado a 20X.
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Figura 24. Inmunohistoquimica para la sema3A y la sema7A en la médula espinal de ratones con EAE
en los diferentes momentos de estudio. Panel realizado a 5X (a). Las flechas indican las areas con
infiltracion de células inflamatorias. Porcentaje de células positivas que expresan la sema3A, la
sema7A y sus receptores en la sustancia blanca perilesional (n=5/fase) (b) y en el infiltrado
inflamatorio (n=5/fase) (c) en las diferentes fases de la EAE. Las barras de error representan la SD.
El andlisis estadistico se realizb comparando los valores obtenidos en cada fase con los niveles de
expresion basal en la sustancia blanca perilesional y respecto los valores de la fase de induccién en
el infiltrado inflamatorio.* p<0,05; #p<0,005; #p<0,0005.
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3. Lasema3Ay la sema7A muestran distintos patrones de
expresion después de la induccion de la EAE en las diferentes
subpoblaciones celulares del sistema inmune

Tras caracterizar la expresion de la sema3A, la sema7A y sus receptores en células
del SNC de ratones con EAE, estudiamos los cambios de expresion en diferentes

poblaciones celulares del sistema inmune relevantes en la patogenia d la EAE/EM.

3.1. Expresion de la sema3A y sus receptores en el desarrollo de 1a EAE
en las células del sistema inmune

La expresion de la sema3A y la PLXN-A1 se analiz6 mediante western blot y la

expresion de la Np—1 por citometria de flujo.

El anticuerpo anti-sema3A detect6 tres bandas especificas (125, 95y 65 kDa) en
esplenocitos estimulados con PMA e ionomicina que se correspondian con la pre—
sema3A, la isoforma activa y la isoforma con menor actividad respectivamente. La
especificidad de la deteccibn se confirm6d mediante la pre—incubacion del
anticuerpo anti—sema3A con el péptido inmunogénico utilizado para su generacion.
La expresion de la forma activa de la sema3A (95 kDa) asi como de su isoforma
de menor actividad (65 kDa) mostraron una reduccion de su expresion durante la
fase de induccion de la enfermedad (sema3A 95 kDa: p=0,0033; sema3A 65 kDa:
0=0,0003) que se mantuvo en la fase cronica (sema3A 95 kDa: p=0,0118; sema3A
65 kDa: p=0,0004) (Figura 25a). De modo similar, la expresion de la PLXN-A1
también disminuyd durante la fase de induccion y en la fase cronica de la EAE

(induccion: p=0,0442; cronica: p=0,0090) (Figura 25b).

La expresion de la Np—1 en esplenocitos activados la detectamos mediante
citometria de flujo, lo que permitid estudiar su expresion en diferentes poblaciones
de células inmunes. Observamos una reduccion significativa del porcentaje de
células que expresaban la Np—1 en las poblaciones de células T CD4+ (induccion:
0<0,0001; inflamatoria: p=0,0002; cronica: p=0,0009), células T CD8+ (induccion:
©0=0,0119; inflamatoria: p=0,0090; cronica: p<0,0001), células mieloides
(induccion: p<0,0001; inflamatoria: p<0,0001; croénica: p<0,0001) y células
dendriticas (induccion: p=0,0105; inflamatoria: p=0,0019; cronica: p=0,0320)

durante todas las fases de la enfermedad respecto los niveles basales. El
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porcentaje de linfocitos B2 que expresaron la Np—1 se redujo a partir de la induccién
de la EAE aunque solo resultd estadisticamente significativo durante la fase

inflamatoria (p=0,0170) (Figura 25c).
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Figura 25. Expresion de la sema3A y de sus receptores en esplenocitos activados con PMA e
ionomicina. Ratio normalizado respecto a la expresion de la actina de la expresion de la sema3A (a)
y de la PLXN-A1 (b) mediante western blot (n=4-5/fase). Porcentaje de células positivas para la Np—
1 en diferentes poblaciones de células inmunes durante la EAE (n=5/fase) (c). Las barras de error
representan la SD. El analisis estadistico se realiz6 comparando los valores obtenidos en cada fase
con los niveles de expresion en el momento basal. *p<0,05; #p<0,005; #*p<0,0005. TCD4: Células T
CD4+; TCD8: células T CD8; B1: células B T-independientes; B2: células B T—-dependientes; DC:
células dendriticas.
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3.2. Patron de expresion de la sema7A 'y de sus receptores

La expresion de la sema7A y la B1-integrina la estudiamos mediante citometria de
flujo. Sin embargo, no conseguimos establecer las condiciones adecuadas para la
deteccion de la al-integrina y la PLXN-C1 por citometria de flujo ni por western
blot. En los linfocitos T, tanto en las células T CD4+ como en las TC8+, el
porcentaje de células positivas para la sema7A aumentd durante la fase
inflamatoria de la enfermedad (TCD4+: p=0,0068; TCD8+: p=0,0007). En ambas
poblaciones de linfocitos T se observd una disminucidon estadisticamente
significativa durante la fase cronica de la EAE (TCD4+: p=0,0083; TCD8+:
p<0,0001). En los linfocitos B, tanto en la poblacion de células T-independientes
(B1) como en las células T-dependientes (B2), la expresion de la sema7A aumentd
tras la inmunizacion de los animales y se mantuvo elevada durante el curso clinico
de la EAE (induccion, B1: p=0,0382; B2 p=0,0321; inflamatoria, B1: p=0,0013; B2:
p=0,0007; cronica, B1: p=0,0013; B2: p=0,0017). Tanto en las células mieloides
como en las DC se observd un mismo patrdon en el porcentaje de células positivas
para la sema7A, que aumentd significativamente durante la fase de induccion
(p=0,0001, en ambas poblaciones) pero que disminuy6 considerablemente durante
la fase inflamatoria (células mieloides: p=0,0079; DC: n.s.) y en la fase cronica

(células mieloides: p<0,0001; DC: p=0,0014) (Figura 26,27a).

La expresion de la B1-integrina fue muy similar a la observada para la sema7A en
los linfocitos B1 (T-independientes), mostrando un incremento del porcentaje de
células positivas durante la fase de induccion que se mantuvo durante el curso
clinico de la EAE (induccion: p=0,0003; inflamatoria: p=0,0013; cronica:
©0=0,0006). A pesar de que el porcentaje de linfocitos B2 (T-dependientes) que
expresan B1-integrina era bajo comparado con el observado en las otras
poblaciones de células inmunes estudiadas, se pudo observar un aumento del
porcentaje de células B2 positivas durante la fase de induccion (p<0,0001) y en la
fase cronica (p=0,0466) de la EAE. En las DC, el porcentaje de células positivas
para la B1-integrina también aumento durante la fase de induccion (0p<0,0001) vy la
fase inflamatoria (p=0,0001) de la EAE, volviendo a los niveles basales en la fase
cronica. En los linfocitos T CD4+, el porcentaje de células positivas disminuy0 tras

la inmunizacion de los animales (induccion: p=0,0008; inflamatoria: p=0,0106); sin
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embargo, aumento significativamente en la fase cronica de la EAE (p=0,0386). En
los linfocitos T CD8+ solo se evidencidé un aumento del porcentaje de células que
expresaban la Bl-integrina durante la fase inflamatoria de la enfermedad

(p=0,0052) (Figura 27b).
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Figura 26. Histogramas de un analisis representativo del estudio por citometria de flujo de la sema7A
en diferentes subpoblaciones celulares durante el curso clinico de la EAE. La linea roja corresponde
al marcaje para la sema7A y el area negra a su isotipo control. Se representan los valores obtenidos
para un animal. TCD4: Células T CD4+; TCD8: células T CD8+; B1: células B T-independientes; B2:
células B T—dependientes, DC: células dendriticas.
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Figura 27. Porcentaje de células positivas para la sema7A (a) y la B1-integrina (b) en diferentes
poblaciones de células inmunes durante el curso clinico de la EAE (n=5/fase). Las barras de error
representan la SD. El analisis estadistico se realizd comparando los valores obtenidos en cada fase
con los niveles de expresion en el momento basal. *p<0,05; 2p<0,005; *p<0,0005. TCD4: células T
CD4+; TCDS8: células T CD8+; B1: células B T—independientes; B2: células B T—-dependientes; DC:
células dendriticas.

3.3. Expresion génica de la sema3Ayla sema7A durante la EAE

Para caracterizar el perfil de la expresion génica de la sema3A y de la sema7A
durante la EAE, estimulamos los esplenocitos de los ratones con PMA e ionomicina
y cuantificamos los niveles de ARNm mediante gPCR. Detectamos niveles muy
bajos de la expresion génica de la sema3A en todas las fases de estudio. Sin
embargo, la expresion génica de la sema7A aumentd méas de 20 veces a partir de
la fase de induccion de la EAE y se mantuvo elevada durante todo el curso clinico
de la enfermedad (induccion: p<0,0001; inflamatoria: p<0,0001; cronica:

©0<0,0001) (Figura 28).
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Figura 28. Niveles de expresion relativa de ARNm para la sema3A y la sema7A en esplenocitos
estimulados con PMA e ionomicina en las diferentes fases de la EAE (n=3-5/fase). Las barras de
error representan la SD. El analisis estadistico se realizd comparando los valores obtenidos en cada
fase con los niveles de expresion en el momento basal. *p<0,0005.
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1. Establecimiento de la colonia de ratones sema7AKO

La colonia de ratones sema7AKO y ratones WT se establecid en el estabulario de
nuestro centro a partir de animales cedidos por el Dr. A. Kolodkin (Pasterkamp et
al., 2003), del departamento de Neurociencias de la The Johns Hopkins University

School of Medicine en Baltimore, USA.

1.1. Animales fundadores y genotipado

Tras establecer la colonia de ratones sema7AKO y WT en las instalaciones SPF de
nuestro estabulario, llevamos a cabo un control genético rutinario como control de
calidad del mantenimiento de la colonia y ademas analizamos el genotipo de todos
los animales incluidos en esta tesis doctoral (Figura 29).

PM KO WT HET ) , , o
' Figura 29. Genotipado de un animal deficiente

en la expresion de la sema7A (KO), un animal

- . - 513 bp control (WT) y un animal heterocigoto (HET).
-

Las bandas corresponden a 513 bp para el

alelo del gen mutado y de 358 bp para el gen
B e 358 bp natural.

A partir del protocolo de genotipado que nos facilitd el Dr. A. Kolodkin, optimizamos
las condiciones de amplificacion por PCR calculando la temperatura de fusion de
los cebadores y aumentando la temperatura de hibridacidon consiguiendo eliminar

bandas inespecificas que podian confundir el resultado del genotipado.

2. Curso clinico de la EAE en ratones sema7AKO

2.1. Los ratones sema7AKO no muestran diferencias en el curso clinico
de la EAE respecto a los ratones control con el protocolo estandar
establecido en nuestro laboratorio

Con el objetivo de estudiar la funcion de la sema7A en el desarrollo y en el curso
clinico de la EAE, inmunizamos ratones sema7AKO (n=18) y WT (n=21) con las
condiciones establecidas actualmente en nuestro laboratorio (Dosis Lab): 50 yg de
péptido MOGas-s5, 300 pg de McT y dos dosis de 150 ng de Tp por ratobn. Ambos

grupos presentaron un curso clinico cronico practicamente idéntico (Figura 30),
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con una incidencia del 100% vy sin presentar diferencias significativas en la tasa de
mortalidad, el dia de inicio, la puntuacion acumulada o la puntuacibn maxima
(Tabla 8). Uno de los animales WT se excluy6 del experimento debido a que sufrid
un sindrome urémico por distonia vesical generado por la paralisis posterior que
desarrolld6 y gue podia desembocar en muerte por una complicacion infecciosa,
por lo que el animal fue eutanasiado para evitar el sufrimiento del animal. Este raton
fue incidente y desarrolld6 un curso clinico crénico como el resto de los ratones
aungue como no cumplio el periodo de seguimiento del estudio (eutanasiado a dia

21 p.i.) no se incluyd en el analisis estadistico de los resultados.
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Figura 30. Seguimiento clinico de los ratones sema7AKO (KO) y WT inmunizados con la Dosis Lab.
Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM).

2.2. Relevancia de la dosis de péptido encefalitogénico y de adyuvante
en el curso clinico

Inmunizamos ratones con 1, 10, 50 y 100 ug de péptido MOGss-55, 100 ug de McT
y dos dosis de 100 ng de Tp por raton. Al inmunizar con dosis muy bajas de péptido
encefalitogénico (1 pg), los animales no presentaron ningln signo clinico de la
enfermedad (sema7AKO n=6; WT n=7), mientras que con 10 ug (sema7AKO n=19;
WT n=20) la incidencia aument6 hasta el 79% en los ratones sema7AKO y al 100%
en los ratones WT (p=0,047) (Figura 31, Tabla 8), observandose, ademas, que en
algunos ratones incidentes el grado de gravedad de la EAE era equiparable a los
ratones inmunizados con la Dosis Lab, es decir, que podian alcanzar puntuaciones
clinicas de 4 6 4,5. Los ratones inmunizados con las dosis de 50 yg de MOGas-ss,
100 pg de McT y 100 ng de Tp (sema7AKO n=13; WT n=12) presentaron una

incidencia del 100% con diferencias significativas entre ambos genotipos en la
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puntuacion clinica acumulada (p=0,029) siendo inferior en los ratones sema7AKO.
No se observaron diferencias significativas en la tasa de mortalidad ni en el resto
de variables clinicas analizadas (Figura 31, Tabla 8). Los ratones sema7AKO (n=11)
y WT (n=11) inmunizados con 100 ug de péptido encefalitogénico presentaron un
curso clinico muy similar (Figura 31), sin encontrar diferencias estadisticamente
significativas en ninguna de las variables clinicas estudiadas (Tabla 8). Tres
animales sema7AKO inmunizados con la dosis de 100 pyg se tuvieron que excluir
del experimento y del analisis al ser eutanasiados antes de finalizar el periodo de
seguimiento tras sufrir un sindrome urémico por distonia vesical originado por la
paralisis trasera que podia conllevar a una infeccion generalizada (eutanasiados a
dia 27 y 32 p.i.), sin que se observaran diferencias en el curso clinico ni en la

gravedad de la EAE de estos animales respecto al resto del grupo.
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Figura 31. Seguimiento clinico de los ratones sema7AKO (KO) y WT inmunizados con diferentes dosis
de péptido MOGass-s5: 1 ug (a), 10 ug (b), 50 g (c) y 100 ug (d) con 100 ug de McT y 100 ng de Tp.
Las barras de error representan la SEM.
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Tabla 8. Variables clinicas de los ratones sema7AKO (KO) y WT inmunizados con diferentes dosis de
antigeno y de adyuvantes.

Dosis Grupo % % Dia de Puntuacion Puntuacion
(N) Incidencia  Mortalidad  inicio (SD)  acumulada (SD) maxima (SD)
100
KO (18) 22 (4/18) 7,89 (1,78) 115,89 (20,42) 4,69 (0,75)
(18/18)
Dosis
Lab wr o) 99 29 (6/21) 8,50 (1,99) 117.80 (25.05)  4.88 (0.78)
a (20/20) YA ’ ’ 00 15
0 ns ns ns ns ns
KO (6) 0 0 0 0 0
1 ug WT (7) 0 0 0 0 0
0 ns ns ns ns ns
KO (19) 79 (15/19) 26 (5/19) 8,33 (1,99) 81,89 (53,68) 3,61 (2,15)
10 WT (20) 100 10 (2/20) 9,40 (2,09) 89,85 (23,15) 4,30 (0,62)
ug (20/20) , , , , . ,
0 0,047 ns ns ns ns
100 10,00
KO (13 8 (1/13 ’ 82,00 (26,30 4,19 (0,56
(13) (13/13) (1/13) (3.81) ( ) ( )
100
018\t o) 17 (2/12) 8,50 (1,20) 102,88 (25.0) 4,50 (0,74)
(12/12)
0 ns ns ns 0,029 ns
KO (8) 100 (8/8) 13 (1/8) 6,75 (1,75) 106,31 (29,46) 4,44 (0,68)
100
100 ug WT (11) (11/11) 0 7,73 (1,79) 99,36 (13,76) 4,18 (0,46)
D ns ns ns ns ns

ns: no significativo.

2.2.1. El curso clinico en ratones sema7AKO depende de la dosis de
péptido encefalitogénico empleada

Los animales que llegan a una puntuacidon clinica igual o superior a 4, presentan
movilidad reducida al tener afectados los miembros traseros y delanteros. Esta
puntuacion determina un estadio muy avanzado de la enfermedad con alto grado
de afectacion neuroldgica. Por este motivo, estudiamos el tiempo que tardaban en

llegar a esta situacion los animales sema7AKO y los WT en funcion del protocolo
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de inmunizacion. En el caso de los ratones deficientes en la sema7A, observamos
que a medida que aumentaba la cantidad de péptido inmunogénico utilizado para
inmunizar a los animales, también aumentaba la proporcion y rapidez con la que
los ratones alcanzaban una puntuacion clinica de 4 (Log Rank for trenad=0,006), de
este modo, el 68,4% de animales sema7AKO inmunizados con la dosis de 10 ug
presentaron una EAE con una puntuacion clinica de 4 mientras que el 100% de los
animales inmunizados con 50 y 100 ug llegaron a esta puntuacién, observando una
evolucion de la enfermedad mas rapida en la dosis de 100 yg ya que la totalidad
de los animales sema7AKO alcanzaron la puntuaciéon de 4 en menos de 15 dias
(Log—Rank for trena=0,006) (Figura 32a). Sin embargo, al estudiar los animales
WT, 41 de 43 ratones presentaron un patron idéntico en el que durante los primeros
13 dias tras la inmunizacion, llegaron a una EAE de puntuacion 4 o superior (Figura

32b).
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Figura 32. Curvas de supervivencia (Kaplan—Meier) que evaltan el tiempo que tardan los animales en
llegar a una puntuacion clinica igual o superior a 4 dependiendo de la dosis de antigeno utilizada en

la inmunizacion en ratones sema7AKO (KO) (a) y ratones WT (b).

2.2.2. El curso clinico de los ratones sema7AKO se ve influenciado por
la cantidad de adyuvante utilizado en la inmunizacion

Los protocolos de inmunizacion establecidos nos permitieron estudiar coOmo la
dosis de adyuvantes influia en el desarrollo y curso clinico de la EAE. Se
compararon los protocolos de inmunizacion de la Dosis Lab y de la dosis 50 ug en
ratones sema7AKO y ratones WT. Observamos que al utilizar dosis méas altas de
adyuvantes los ratones sema7AKO presentaban de manera significativa un debut

mas temprano de la enfermedad (p=0,046) y un mayor grado de discapacidad
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(puntuacion acumulada: p<0,001; puntuacibn maxima: p=0,005) (Tabla 10).
Ademéas, en los ratones sema7AKO también observamos que los animales
inmunizados con mayor cantidad de adyuvantes alcanzaban la puntuacion clinica
igual o superior a 4 mas rapidamente que los ratones inmunizados con la dosis 50
1o (Log Rank=0,004) (Figura 33c). Los ratones WT, por el contrario, no mostraron
diferencias significativas entre ambas condiciones de inmunizacion, sin
experimentar cambios debido a las diferencias en la dosis de adyuvantes (Figura

33d, Tabla 10).
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Figura 33. Seguimiento clinico de ratones sema7AKO (a) y WT (b) comparando la Dosis Lab con la
dosis de 50 pg de MOGss-s5. Las barras de error representan la SEM.Curvas de supervivencia (Kaplan-—
Meier) que evaltan el tiempo que tardan los animales en llegar a una puntuacion clinica igual o superior
a 4 dependiendo de la cantidad de adyuvante utilizada en la inmunizacion en ratones sema7AKO (KO)

(c) y WT (d).
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Tabla 10. Variables clinicas de la EAE en ratones sema7AKO (KO) y WT inmunizados con la misma
dosis de péptido pero diferente de adyuvantes.

Genotipo Grupo (N) . % . Dia de inicio Puntuacién Pur?tuacién
Incidencia (SD) acumulada (SD) Maxima (SD)
Dosis Lab (18) 100 (18/18) 7,89 (1,78) 115,89 (20,42) 4,69 (0,75)
KO 50 ug (13) 100 (13/13) 10,00 (3,81) 82,00 (26,30) 4,19 (0,56)
Ve, ns 0,046 0<0,001 0,005
Dosis Lab (20) 100 (20/20) 8,50 (1,99) 117,80 (25,05) 4,88 (0,78)
WT 50 ug (12) 100 (12/12) 8,50 (1,20) 102,88 (25,0) 4,50 (0,74)

o)

ns

ns

ns

ns

ns: no significativo.

2.2.3. Dosis necesaria para inducir la EAE en animales sema7AKO

Tal y como se ha descrito en el apartado 2.1., se observd que la incidencia en los
animales sema7AKO inmunizados con la dosis de 10 ug fue del 79% mientras que
en los ratones WT era del 100% (p=0,047). Teniendo en cuenta que no se
observaron signos clinicos en ninguno de los genotipos al inmunizar con la dosis 1
ug, es evidente que la cantidad de antigeno encefalitogénico es importante en el

desarrollo de la sintomatologia clinica e histopatoldgica de la enfermedad.

Esta ampliamente descrito que la aparicion de los signos clinicos de EAE viene
precedida por una pérdida de peso en los animales que se mantiene en el tiempo
hasta la recuperacion o estabilizacidon de la enfermedad. Al estudiar la variacion del
peso de los animales durante el seguimiento clinico, observamos que los animales
sema7AKO inmunizados con 1 pg sin afectacion neuroldogica sufrieron un
incremento de su peso corporal superior al que experimentaron los ratones WT
(p=0,015). Cuando los animales se inmunizaron con la dosis de 10 ug, se observo
que los ratones sema7AKO mostraron una minima pérdida de peso tras el inicio de
la enfermedad el cual recuperaron rapidamente, de forma contraria a lo que se
observd en los ratones WT que sufrieron un descenso significativo de peso desde
el momento de la inmunizacion (p=0,013). Sin embargo, en el resto de dosis
empleadas donde la incidencia fue del 100% tanto en los ratones sema7AKO como

en los ratones WT, se observd una pérdida de peso generalizada para todos los
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animales, independientemente de su genotipo, que paulatinamente consiguieron

recuperar con la estabilizacion de los signos clinicos (Figura 34).

Figura 34. Seguimiento del cambio
porcentual del peso corporal que
experimentan los ratones con EAE
inmunizados con la Dosis Lab (a), 1
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3.  Histopatologia

El estudio histopatoldégico de los ratones sema7AKO y WT a final del experimento
(dia 34 p.i.) se realizd en los animales inmunizados con la Dosis Lab, la dosis 10
Hg y la dosis de 50 ug de MOGss-s5. Mediante la tincion de HE, observamos la
presencia de infiltracion inflamatoria extensa compuesta por linfocitos vy
macrofagos en la sustancia blanca de la médula espinal y en el espacio
subaracnoideo del encéfalo. La desmielinizacion se detectd mediante la tincidon de

KB observandose principalmente en la sustancia blanca de la médula espinal.

En la linea de lo observado en referencia a la puntuaciéon clinica acumulada, no se
detectaron diferencias entre ratones sema7AKO y WT inmunizados con la Dosis Lab
o con la dosis 10 pg (Figura 35a,b,d,e), mientras que los ratones sema7AKO
inmunizados con la dosis 50 yg presentaron menor grado de infiltracion de células

inflamatorias y de desmielinizacion (HE, p=0,015; KB, p=0,002) (Figura 35c,f).

4.  Respuesta inmune en animales sema7AKO

4.2. Larespuesta proliferativa en ratones sema7AKO es menor que en
los ratones WT

Para comparar la capacidad de proliferacion de los esplenocitos de los ratones
sema7AKO y de los ratones WT, se eutanasiaron entre cuatro y seis ratones a dia
12 p.i. para cada genotipo y condicibn de inmunizaciobn. Los esplenocitos se
cultivaron en presencia del antigeno encefalitogénico (MOGss-s5), en presencia del

estimulo policlonal (PHA) o en medio de cultivo como control basal de proliferacion.

De forma general, los esplenocitos de los ratones sema7AKO proliferaron menos
que los esplenocitos de los ratones WT en presencia del antigeno MOGas-ss,
independientemente de la dosis empleada en la inmunizacion de los animales,
siendo esta diferencia estadisticamente significativa para la dosis 50 ug (©o=0,017)
(Figura 36a). La respuesta policlonal frente a PHA también revel6 una menor
proliferacion celular de los esplenocitos de los ratones sema7AKO respecto a los
ratones WT, también resultando significativa en la dosis 50 ug (p=0,022) y
mostrando una tendencia a la significacion estadistica en la dosis de 100 pg
(0=0,058) (Figura 36b). La respuesta proliferativa frente a PHA en ratones

sema7AKO y WT inmunizados con la Dosis Lab fueron practicamente idénticas.
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Figura 36. Proliferacion de los esplenocitos de ratones sema7AKO y WT a dia 12 p.i. frente al
antigeno encefalitogénico MOGss-s5 (a) y frente al estimulo policlonal PHA (b) (n=4-6). Las barras
de error representan la SD. cpm: cuentas por minuto.

4.2. Los ratones sema7AKO producen menor cantidad de citocinas
pro-inflamatorias que los ratones WT

A partir del sobrenadante de los cultivos de los esplenocitos activados frente a
MOGss-s5 a dia 12 p.i., se cuantificaron las citocinas secretadas al medio mediante
citometria de flujo. Se analizaron citocinas de los patrones celulares Th1, Th2 vy

Th17: IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17A.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las
citocinas analizadas excepto en la citocina anti—inflamatoria IL-4 en la dosis de 10
ug, en la que se observd un aumento significativo (p=0,020) en los animales
sema7AKO respecto a los ratones WT. Aun sin que las diferencias fueran
estadisticamente significativas, cabe destacar que en todos los protocolos de
inmunizacion se observd que los niveles de las citocinas pro—inflamatorias IFN—y y
TNF-a en los sobrenadantes de los ratones sema7AKO eran inferiores que los

niveles obtenidos en los ratones WT (Figura 37a,b).
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1. Lasema3A como factor inhibidor de la regeneracion del SNC y
de la activacion de la respuesta inmune en la EM/EAE

Hemos observado que la expresion de la sema3A y la Np—1 en los astrocitos
reactivos y en la microglia/macréfagos predominaba en lesiones de EM respecto a
otras enfermedades que cursan con desmielinizacion (Al y LMP), lo que nos sugiere
que la via de sefalizacion de la sema3A tendria una funcidn mas relevante en los
procesos desmielinizantes que ocurren en el SNC de pacientes con EM. Hemos
evidenciado que en las lesiones de EM la sema3A la expresaban las neuronas, los
astrocitos reactivos y la microglia/macrofagos y que su receptor, la Np—-1, se
expresaba en la microglia/macrofagos. Ademas, hemos descrito que la expresion
de la sema3A y la Np—1 aumentaba con el grado de la actividad inflamatoria de la
lesion de EM. Recientemente, y en la misma linea, se ha reportado que la expresion
de la sema3A estd aumentada en neuronas de la sustancia gris, en los astrocitos
y en la microglia que rodea o reside en lesiones inflamatorias activas de EM asi
como en un modelo animal de desmielinizacion inducido por lisolecitina (Boyd et
al., 2013; Williams et al., 2007). Al igual que en nuestro estudio, también se ha
descrito una correlacion entre la actividad inflamatoria de la lesion y la expresion
de la sema3A (Boyd et al., 2013). Sin embargo, mientras que otros autores han
observado expresion de la sema3A en células del linaje oligodendroglial y de la Np—
1 enlas OPC en modelos experimentales de desmielinizacion inducida por toxicidad
(Boyd et al., 2013; Syed et al., 2011; Williams et al., 2007) y de la Np—-1 en las
OPC de lesiones de pacientes con EM (Boyd et al., 2013), nosotros no hemos

podido detectar su expresion en los oligodendrocitos.

Posteriormente, estudiamos la expresion de la sem3A y de sus receptores en la
EAE, tanto en el SNC como en el sistema inmune en diferentes momentos del curso
clinico de la enfermedad. Para ello indujimos la EAE en ratones C57BL/6 que
desarrollaron un curso clinico crénico no remitente el cual nos permitié estudiar, la
fase de induccion de la respuesta inmune, la fase inflamatoria y la fase cronica
cuando los procesos inflamatorios han disminuido y la lesion en el SNC se hace

permanente.
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De forma similar a lo observado en las lesiones de pacientes con EM, hallamos que
la expresion de la sema3A y de sus receptores, la Np—1 y la PLXN-A1, estaba
aumentada en la sustancia blanca perilesional en el SNC. Los hallazgos observados
tanto en lesiones de pacientes con EM como en el SNC de ratones con EAE, nos
hacen hipotetizar que la via de seflalizacidon de la sema3A podria estar implicada
en el fallo de los procesos neurorregenerativos limitando la capacidad de
regeneracion axonal y la remielinizacion. Se han publicado una serie de estudios
que demuestran la funcion inhibidora que media la sema3A sobre los axones
neuronales (Kaneko et al., 2006; Montolio et al., 2009; De Winter et al., 2002) y
sobre las OPC en el SNC (Boyd et a/., 2013; Piaton et al., 2011; Syed et al., 2011).
En modelos de dafio axonal por secciobn medular, la sema3A que expresan los
fibroblastos penetra en la lesiobn e impide que las fibras nerviosas atraviesen la
cicatriz glial (De Winter et al., 2002). Ademas se ha demostrado que la inhibicion
de la sema3A aumenta la regeneracibn axonal y la remielinizaciébn y, ademas
disminuye la apoptosis celular (Kaneko et a/., 2006; Montolio et a/., 2009). Por otro
lado, la expresion de la sema3A y de su receptor, la Np—1, esta relacionada con
un descenso en el reclutamiento de OPC hacia las areas lesionadas del SNC (Piaton
et al., 2011). En este sentido se ha descrito que en un modelo experimental de
desmielinizacion inducido por lisolecitina, el reclutamiento de las OPC a la zona de
desmielinizacion era insuficiente cuando se administraba sema3A recombinante
(Boyd et a/., 2013). Ademas, la presencia de la sema3A tiene un efecto inhibidor
en la remielinizacion al provocar un blogueo reversible en la diferenciacion de las
OPC (Syed et al., 2011). El aumento en la expresion de la sema3A en la sustancia
blanca perilesional tanto en lesiones de EM como en la EAE nos estaria indicando
que la sema3A podria estar directamente relacionada con los procesos que inhiben
la regeneracion axonal, el reclutamiento y la diferenciacion de oligodendrocitos.
Por otro lado, en nuestros estudios no fuimos capaces de detectar los receptores
de la sema3A en los oligodendrocitos en las lesiones de pacientes con EM ni en
las de ratones con EAE y pensamos que podria deberse a problemas con la fijacion
o preparacion de los tejidos ya que nuestro grupo ha puesto apunto la
inmunotincion tanto de la sema3A como de la Np—1 en cultivos primarios de células

oligodendrogliales de raton (datos no mostrados).
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Por otro lado, se ha descrito que en un contexto de estrés neuronal, el aumento de
la expresion de la sema3A en neuronas podria mediar la muerte por apoptosis de
la microglia a través de la interaccion con sus receptores, la Np—1 y la PLXN-A1
(Majed et al., 2006) de modo que la presencia de la sema3A podria tener una
funcion neuroprotectora. En las lesiones de EM hemos observado que tanto la
expresibn de la sema3A en las neuronas, como de la Np-1 en la
microglia/macrofagos estuvo aumentada en las lesiones crénicas activas y se
redujo en las lesiones cronicas inactivas. Es probable que en las lesiones de EM
con alta actividad inflamatoria las neuronas secreten sema3A y que ésta tenga un
papel neuroprotector induciendo la apoptosis de la microglia reactiva, mientras que
en lesiones cronicas inactivas, donde desaparece el componente inflamatorio,
gueda reducida su expresion. De esta manera, la sema3A podria estar implicada
tanto en procesos de neurodegeneracibn como de neuroproteccion, por lo que es
dificil atribuirle una funcion concreta en la EM y en la EAE. Por otro lado, los datos
descritos en la literatura, sugieren que el papel de la sema3A en la inhibicion de la
regeneracion del SNC seria mas relevante que la funcion neuroprotectora que pueda

tener (Eixarch, Gutiérrez—Franco, et al., 2013).

La sema3A esta involucrada en la modulacion de la respuesta inmune (Catalano et
al., 2006; Lepelletier et a/., 2006), por lo que la alteracion en la expresion de esta
semaforina podria ser particularmente relevante en enfermedades autoinmunes. En
este sentido, se ha descrito que pacientes con AR presentan niveles disminuidos
de la sema3A en el liquido sinovial (Takagawa et a/., 2013) y que ademas tienen
un déficit en la expresion de la sema3A en las células T activadas (Catalano, 2010).
En el modelo animal de la AR, la sobre—expresion de la sema3A mejord los signos
clinicos y redujo la inflamacion articular (Catalano, 2010). Por otro lado, en el
modelo de EAE se ha descrito que los animales que carecen de la Np—1 en células
T CD4+ presentan un curso clinico mas agresivo mientras que los ratones que
sobre—expresan la Np—1 en células T exhiben una gran resistencia a desarrollar la

enfermedad (Solomon et al., 2011).

A pesar de no detectar la expresion de Np—1 en los linfocitos T en las lesiones de

EM, si la detectamos en el modelo de EAE en las células T y B del infiltrado
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inflamatorio en el SNC y en las células inmunes periféricas. Esta descrito que la
sema3A modula la activacion de los linfocitos T impidiendo la perpetuacion de la
respuesta inmune (Catalano et a/., 2006; Lepelletier et al., 2006). Nuestros
resultados en el curso clinico de la EAE muestran en los esplenocitos un descenso
en los niveles de expresion de la sema3A y de sus receptores, la Np—1 y la PLXN-
A1 una vez inducida la enfermedad. Sin embargo, observamos un aumento en la
expresion de la sema3A y la Np—1 tras el desarrollo de la EAE en las células
inflamatorias que infiltran el SNC. El descenso en los niveles de expresidon en
periferia favoreceria la cronificacién de la activacion del sistema inmune mientras
que el aumento en las células inmunes infiltradas en el SNC podria ser indicativo
de un intento de inhibir la respuesta inmune de manera local. Por otro lado,
recientemente la Np—1 se ha propuesto como un marcador que distingue la
poblacion de células nTreg de otras clases de células Treg (Yadav et al., 2012),
por lo que tal vez el aumento de células inmunes positivas para la Np—1 detectadas
en el SNC de ratones con EAE, podria indicar un aumento de las células nTreg que
infiltran el tejido tratando de modular la respuesta inmune y mantener asi la
tolerancia frente a antigenos propios. Ademas, también se ha descrito que la
expresion de la Np—1 se ve incrementada durante la diferenciacion de los monocitos
a macrofagos de fenotipo anti-inflamatorio M2 (Ji et a/., 2009), por lo que la
microglia/macrofagos del infiltrado que expresan la Np-1 también podrian
participar en la limitacion de los procesos pro—inflamatorios de la respuesta inmune

en las lesiones en el SNC en la EAE.

La sema3A se secreta como un homodimero de 95 kDa que puede fragmentarse y
dar lugar a una isoforma de 65 kDa, que posee una menor actividad bioldgica que
la isoforma de 95 kDa, la cual puede funcionar como antagonista parcial de la
proteina completa y asi inhibir la actividad que media la via de sefalizacion
sema3A/Np-1/PLXN-A1 (Adams et al., 1997; Klostermann et al., 1998; Lepelletier
et al., 2006). Nuestros datos muestran que la expresion de la isoforma de 95 kDa
fue menos abundante que la de 65 kDa en el sistema inmune en todas las fases
estudiadas de la enfermedad, aunque la reduccion de la expresion se observd en
ambas isoformas por igual. Sin embargo, recientemente se ha descrito que la

isoforma de 65 kDa tiene la misma actividad que la proteina completa de 95 kDa
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en el crecimiento de neuritas de neuronas secretoras de hormonas (Giacobini et
al., 2014), de modo que la actividad biolbgica de la isoforma de 65 kDa podria
depender del contexto en el que se encuentre y en el caso de la limitacion de la
respuesta inmune mediada por células T podria ser igual de efectiva que la sema3A
de 95 kDa tratandose de una hipotesis por confirmar. Aungue la expresion proteica
de la sema3A (95 kDa y 65 kDa) se redujo hasta en un 80% después de la induccion
de la EAE, no se detectaron diferencias significativas en la expresion génica durante
el progreso de la enfermedad. Esto podria deberse a que la expresion de la sema3A
ocurre de forma tan escasa en las células inmunes que la técnica de cuantificacion
por gPCR podria no ser capaz de detectar de manera precisa un descenso en su
expresion génica. En este sentido, existe gran controversia sobre la utilidad de la
técnica de gPCR para la validacion de la expresion de genes que tienen una
expresion minima y que se detectan a partir del ciclo 30 (Nolan et a/., 2006), como
es el caso de la sema3A. Sin embargo, también hay estudios que describen que
los niveles de expresion proteica pueden no correlacionarse con la expresion génica
(Vogel and Marcotte, 2012) debido a diversos mecanismos que afectan la
estabilidad del ARN y que podrian estar ocurriendo durante la expresion génica de

la sema3A.

Para determinar la funcion de la sema3A como diana terapéutica en la patogenia
de la EM se podria estudiar el papel que desempefia en el modelo animal de la
EAE. Sin embargo, la ausencia del gen sema3A en ratones de la cepa C57BL/6
provoca multiples defectos en el desarrollo de las inervaciones neuronales y una
notable disminucion en la formacion de huesos que conlleva a que estos ratones
posean la mitad de la masa corporal correspondiente a un animal WT (Taniguchi
et al., 1997). Aunque los ratones deficientes en la sema3A pueden llegar a vivir lo
suficiente para reproducirse y tener descendencia, la mayoria mueren al cabo de
los pocos dias debido a su deficiencia en el crecimiento. De hecho, la delecion del
gen semad3A en ratones con un background 129 o CD1 resulta letal al morirse los
ratones al poco de nacer (Behar et a/., 1996; Taniguchi et al., 1997). Para evitar
los problemas de viabilidad de los ratones deficientes para sema3A, se han
generado ratones KO condicionales y KO condicionales especificos de tejidos en

un background genético CD1 (Boyd et al., 2013; Fukuda et a/., 2013; Imai et al.,
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2009). Aunque esta via seria idbnea para nuestros estudios no hemos podido

acceder a estos animales.

Otras formas de estudiar la funcidon de la sema3A en el curso clinico de la EAE
seria disminuyendo su expresion mediante la administraciobn de ARNs de
interferencia (Catalano et a/., 2006). En un estudio piloto en el que administramos
por via intravenosa a razén de 2 mg/Kg de una mezcla de cuatro ARNs de
interferencia especificos para la sema3A a dia 7y 14 p.i., no observamos efectos
en el desarrollo de la EAE respecto al grupo control, aunque tampoco se pudo
confirmar el descenso de la expresion génica de la sema3A. Debido al alto coste
que supone administrar ARNs de interferencia /n vivo y tras los resultados
preliminares, se decidid buscar vias alternativas. Entre ellas, nos planteamos el
blogueo de la via de sefializacion de la sema3A utilizando anticuerpos anti—-sema3A
o anti-Np—1, o mediante la administracion de inhibidores especificos (Kaneko et
al., 2006; Montolio et al., 2009). En el caso contrario, para observar sus posibles
efectos en la activacion de la via de sefalizacion, pensamos en suministrar la
sema3A de forma exdgena, mediante la administracibn de un plasmido que
codifica para la sema3A como se habia publicado previamente (Catalano, 2010) o
mediante la administracion directa de la proteina sema3A recombinante (Boyd et
al.,, 2013). Sin embargo, la dificultad para encontrar buenas herramientas
disponibles para el estudio de la sema3A y las limitaciones econbmicas no nos
permitieron realizar ninguno de estos abordajes experimentales para estudiar la

implicacion de la sema3A en el modelo de EAE /in vivo.

2. Lasema7A como posible diana terapéutica para el tratamiento
del componente inflamatorio y neurodegenerativo de la
EM/EAE

La sema7A esta presente en el encéfalo y la médula espinal de ratones adultos (Xu
et al., 1998), sefaliza a través de integrinas (Pasterkamp et a/., 2003; Suzuki et
al., 2007) y también se ha observado que estad aumentada en modelos de lesion
medular en rata (Kopp et al., 2010). Aunque es una proteina anclada a la
membrana, se sabe que existe una forma soluble de la sema7A (Kopp et al., 2010;
Ohsawa et al., 2009; Pasterkamp et a/., 2003). En la actualidad, se conoce poco

sobre la funcién de la sema7A en el contexto de enfermedades autoinmunes,
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limitandose a la deteccion de auto—anticuerpos que reconocen el precursor de la
sema7A en el liquido sinovial de pacientes con AR (Kim et al/., 2006), a los
resultados obtenidos por nuestro grupo en el que se describié una disminucion de
los niveles de la sema7A soluble en el LCR de pacientes con un sindrome clinico
aislado que convirtieron a EM respecto a los que no convirtieron (Comabella et al.,
2010) y a otros dos estudios realizados en el modelo de EAE (Czopik et al., 2006;
Suzuki et al., 2007).

En esta tesis doctoral se ha descrito por primera vez la expresion de la sema7A y
de su receptor, la al1B1-integrina, en lesiones de pacientes con EM. Observamos
gue se expresa principalmente en astrocitos reactivos aunque la sema7A y la al-
integrina también se detectaron en los oligodendrocitos y, de manera ocasional,
en las neuronas. En la microglia/macréfagos solo se detectd la expresion de la B1-—
integrina. Al comparar las lesiones de EM con otras lesiones de enfermedades que
cursan con desmielinizacion (Al'y LMP) y con tejido de pacientes sin afectacion
neuroldégica pudimos observar que la expresibn de estas proteinas estaba
aumentada en la EM respecto a las otras muestras estudiadas. De igual forma que
para la sema3A, la expresibn de la sema7A y sus receptores en los astrocitos
reactivos se asociaba con el grado de la actividad inflamatoria de la lesion.
Coincidiendo con la caracterizacion en lesiones de EM, en el modelo de EAE
observamos expresion de la sema7A, de la al—y la B1-integrina en las neuronas
y los astrocitos reactivos, la expresion de la sema7A y la al-integrina en

oligodendrocitos y la expresion de la B1—integrina en la microglia/macrofagos.

Se sabe que en un modelo animal de dafio medular por seccion la sema7A se
expresa en las neuronas y en los astrocitos reactivos alrededor de la cicatriz glial
inmediatamente después de inducir la lesidbn. Este patron de expresidon encaja con
el curso temporal de la remodelacion del tejido o que sugiere la participacion de la
sema7A en la formacion y la maduracion de la cicatriz glial (Kopp et al., 2010). En
este contexto, nuestros resultados muestran que la expresion de la sema7A y de
sus receptores estaba aumentada en astrocitos reactivos de las lesiones de alta
actividad inflamatoria en pacientes con EM respecto a las muestras control sin

afectacion neuroldogica y respecto las lesiones de EM con menor actividad
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inflamatoria y en la sustancia blanca perilesional durante la fase inflamatoria de la
EAE. Se observd un descenso de la expresion de la sema7A en los oligodendrocitos
de las lesiones cronicas activas respecto a las muestras de pacientes sin afectacion
neuroldgica. Paralelamente, en el modelo de EAE observamos un descenso de la
expresion de la sema7A en la fase cronica de la enfermedad respecto a fases con
mayor actividad inflamatoria. Estos datos corroborarian la participacion de la
sema’A en la formacion de la cicatriz glial en lesiones de EM y de EAE, y por los
cambios de expresion observados en los oligodendrocitos, podria tener un papel

importante en la remielinizacion.

La sema7A también estd implicada en la modulacidon de la respuesta inmune
(Holmes et al., 2002; Morote—Garcia et al., 2012; Suzuki et al., 2007), por ello
quisimos determinar su expresion en las células inmunes infiltradas en lesiones de
pacientes con EM asi como en el modelo animal, y buscar una asociacion entre el
perfil de expresion y la progresion de la enfermedad. No observamos colocalizacion
del marcador CD3 (células T) con la expresion de la sema7A ni con sus receptores
en las lesiones de pacientes con EM. Sin embargo, en el SNC de los ratones con
EAE, se detectO la expresion de la sema7A y de sus receptores en las células T y
B infiltrantes. En las células inmunes periféricas también se detectd la expresion
de estas proteinas en los linfocitos T y B, en las células mieloides y en las DC. Es
probable que en el caso de las muestras de pacientes la fijacion prolongada del

tejido deteriorase algunos epitopos de forma que imposibilitara su colocalizacion.

La sema7A induce la migracion y produccion de citocinas pro—inflamatorias en los
macrofagos, por lo que el aumento de la B1—integrina que hemos observado en la
microglia/macrofagos tanto en lesiones de pacientes con EM como en el modelo
animal podria indicar que la sema7A expresada por los astrocitos reclutaria a la
microglia/macrofagos en la lesion y/o induciendo la expresion de citocinas pro-—
inflamatorias, 1o que favoreceria la respuesta inmune. A nivel de sistema inmune
periférico, los resultados obtenidos en el modelo de EAE nos sugieren que la via
de sefalizacion de la sema7A a través de las integrinas tendria una funcion
relevante en la fase inicial y en el mantenimiento de la respuesta inmune, ya gue

hemos observado un aumento de su expresion en esplenocitos tras la induccion de
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la enfermedad en los animales, tanto a nivel proteico como de expresidbn génica.
La sema7A y sus receptores también se encontraron aumentados en las células
inflamatorias que infiltraban el SNC. Sin embargo, en estudios previos se sugiere
que la sema7A no intervendria en la activacion de las células T ni en el reclutamiento
de éstas a la zona lesionada, sino que actuaria durante la fase efectora induciendo
la produccion de IL-6 por parte de los macrofagos activados en el sitio de
inflamacion (Suzuki et al., 2007). Otro estudio propone que, bajo condiciones de
hipoxia, la interaccion entre la sema7A producida por células endoteliales y la
PLXN-C1 en neutrofilos facilitaria la migracion trans—endotelial de éstos, lo que
provocaria la acumulacion de células polimorfonucleares en el sitio de inflamacion
y, por tanto, favoreceria la respuesta inmune pro—inflamatoria (Morote—Garcia et
al., 2012). En esta tesis doctoral no se evaluaron los cambios de expresion de la
PLXN-C1, ya que a pesar de realizar numerosas pruebas no conseguimos
establecer las condiciones adecuadas para analizar su expresibn por
inmunohistoquimica, citometria de flujo o western blot por lo que no pudimos
determinar la relevancia de este receptor en la respuesta pro—inflamatoria mediada

por la sema7A en la EAE.

El aumento en la expresion de la sema7A en las lesiones de EM y en la EAE podrian
parecer contradictorios al hecho de que los pacientes con un sindrome clinico
aislado que convirtieron a EM clinicamente definida presentaron una disminucion
en los niveles de la sema7A en el LCR respecto a los que no convirtieron (Comabella
et al., 2010). Proponemos que los pacientes que convierten a EM tendrian mas
cantidad de la sema7A anclada a la membrana por su dominio GPI que sema7A
soluble, lo que favoreceria los procesos inflamatorios mediados por el contacto
entre células T autorreactivas y macrofagos del SNC (Suzuki et al., 2007). Las
formas solubles de ciertas proteinas o receptores de membrana en muchas
ocasiones compiten por la union con su ligando ejerciendo como antagonista de
su forma anclada a la membrana (Jones and Rose—John, 2002; Mohler et al.,
1993). Por tanto, el descenso de la forma soluble de la sema7A en LCR de los
pacientes que convierten a EM podria favorecer la interaccion entre la sema7A de
las células T autorreactivas con su receptor en los macréfagos y promover asi la

induccion de la produccidon de citocinas pro—inflamatorias.
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Por otro lado, la expresion de las integrinas al y B1 aumentd en las células
inflamatorias infiltradas en el SNC de ratones con EAE segln avanzaba la
enfermedad. En el sistema inmune periférico, los niveles de la B1-integrina también
aumentaron en las poblaciones de células inmunes estudiadas tras la inmunizacion
de los animales. Ya que las integrinas son moléculas de adhesion celular y estan
involucradas en los procesos migratorios (Hemler, 1990), pensamos que la
expresion aumentada de éstas podria estar relacionada con la entrada de las
células inmunes al SNC. Por otro lado, la a1B1-integrina parece estar implicada en
el anclaje de los macrofagos a la matriz extracelular inhibiendo su migraciéon e
impidiendo su salida de las areas inflamadas. Ademas, se piensa que mediante la
interaccion de la a1B1—integrina de los macr6fagos con la sema7A de los linfocitos
T, éstos quedarian retenidos en las zonas de inflamacion (Becker et al., 2013), sin
embargo nosotros no hemos observado que la expresion de la Bl1—integrina se
modifigue en las células mieloides periféricas durante el curso de la EAE. Por ello
podriamos pensar gue en el SNC tampoco existirian cambios en la expresion de la
B1-integrina en las APC, por lo que esta via de activaciobn de la respuesta

inflamatoria no seria relevante en nuestras condiciones experimentales.

Para estudiar el papel de la sema7A en la patogenia de la EAE se indujo la
enfermedad en animales deficientes en la sema7A. Previamente, se habian
publicado resultados controvertidos sobre el efecto de la deficiencia de la sema7A
en el desarrollo de la EAE. Mientras que en uno de los trabajos se observd un
empeoramiento de la enfermedad en los ratones sema7AKO respecto a los ratones
WT debido a una elevada tasa de mortalidad de los animales deficientes en sema7A
con EAE (Czopik et al., 2006), en el otro se describia un curso clinico mas leve en
los ratones sema7AKO respecto a los controles aunque no observaron diferencias
en la proliferacion celular o en la produccion de citocinas pro—inflamatorias entre
ambos genotipos (Suzuki et al., 2007). En el estudio de Czopik y colaboradores
(Czopik et al., 2006) a pesar de la elevada tasa de mortalidad presente en el grupo
de los animales sema7AKO, los animales supervivientes mostraron una
recuperacion casi completa, presentando un curso clinico remitente que diferia del
curso crénico no remitente descrito tanto en el estudio de Suzuki y colaboradores

(Suzuki et al., 2007) como en el nuestro. Sin embargo, se ha reportado que la
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induccion de la EAE con dosis bajas de péptido encefalitogénico en ratones de la
cepa C57BL/6 podria conllevar un curso clinico remitente monofasico, o con brotes

(Berard et al., 2010).

En nuestro estudio, en primer lugar se inmunizaron ratones sema7AKO y WT
utilizando las condiciones establecidas en nuestro laboratorio para el modelo de
EAE en ratones con un background genético C57BL/6 inmunizados con MOGass-ss.
Con estas condiciones observamos que los animales sema7AKO y WT presentaban
un curso clinico cronico no remitente, caracteristico del background genético vy el
antigeno utilizado, y que era muy similar entre ambos genotipos en cuanto a la
incidencia, el dia de inicio, la puntuacion clinica acumulada, la puntuaciéon clinica
maxima y el porcentaje de mortalidad, a diferencia de lo reportado en estudios
anteriores (Czopik et al., 2006; Suzuki et al., 2007). En estos trabajos previos los
protocolos de inmunizacioén diferian del nuestro en las dosis de antigeno
encefalitogénico y en la dosis de adyuvante utilizada, por lo que consideramos
relevante investigar si nuestros resultados podrian estar influenciados por estos
cambios. De este modo, testamos diferentes cantidades de péptido
encefalitogénico (1 pg, 10 ug, 50 ug y 100 ug) y empleamos menor cantidad de
McT (100 pg) y de Tp (100 ng). Mientras que con la dosis de 1 ug los ratones no
manifestaron ningdn signo de afectacion clinica ni histopatoldgica tal y como ya
habian descrito Suzuki y colaboradores (Suzuki et al., 2007), en el resto de dosis
los signos clinicos siguieron un curso cronico no remitente, tal como habiamos
observado en los animales inmunizados con la Dosis Lab y como habiamos
reportado previamente en ratones con un background genético C57BL/6
inmunizados con MOGss-ss (Eixarch et al., 2009; Eixarch, Mansilla, et a/., 2013;
Fissolo et al,, 2012). En ninguno de los casos se obtuvieron diferencias
significativas en las variables clinicas e histopatoldgicas estudiadas, excepto
cuando se utilizd la dosis de 50 ug de MOGas-s5, en la gue la puntuacion acumulada
fue significativamente menor en el grupo de ratones sema7AKO comparado con
los WT, sugiriendo que la sema7A podria estar interfiriendo de algin modo en el

desarrollo de la EAE.
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Por otro lado, Czopik y colaboradores habian descrito un 60% de mortalidad en los
ratones sema7AKO respecto al 0% observado en los ratones WT. Cuando excluian
los animales que habian fallecido a causa de la EAE, la gravedad de la enfermedad
no diferia entre los ratones sema7AKO vy los ratones WT (Czopik et al., 2006). Sin
embargo, en nuestro estudio, en ninguno de los protocolos de inmunizacion
utilizados observamos diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje

de mortalidad entre ambos genotipos.

Los ratones sema7AKO inmunizados con la dosis de 10 pg presentaron una menor
incidencia (79% respecto al 100% en los ratones WT) y una minima pérdida de
peso asociada a un curso clinico menos agresivo (Moreno et al., 2012), lo que
podria indicar que es necesario elevar la dosis de péptido encefalitogénico MOGss-
55 para conseguir un mejor establecimiento de los signos clinicos de la EAE en

ausencia de la sema7A.

Los resultados anteriores indicarian que los ratones deficientes en la sema7A
parecen mas sensibles a los cambios en los protocolos de inmunizacion, por lo
que quisimos estudiar en mayor profundidad este aspecto. Con este fin,
estudiamos el tiempo necesario para que los animales alcanzaran un alto grado de
afectacion neuroldgica correspondiente a una puntuacion clinica igual o superior a
4,y observamos gque existia un efecto dosis dependiente en los ratones sema7AKO
en comparacion con los ratones WT. Para estudiar el efecto de la dosis de
adyuvantes en la induccion de la EAE comparamos los grupos de animales
inmunizados con la Dosis Lab y con la dosis de 50 ug, en las que solo diferia la
cantidad de adyuvantes (McT y Tp). Del mismo modo que para la dosis de
antigeno, y a diferencia del grupo control, los ratones sema7AKO inmunizados con
mayor cantidad de adyuvante alcanzaron mas rapidamente y de manera
significativa una puntuacion clinica igual o superior a 4. Estos resultados sugieren
que cambios en las condiciones de inmunizacion, como la cantidad de antigeno o
de adyuvante, son suficientes para influir en el curso clinico de la EAE en ratones
sema7AKO, lo que indica que la sema7A tendria un papel en el desarrollo de la
respuesta inmune en la EAE, aunque no seria una molécula imprescindible, ya que

el efecto en el curso clinico de la enfermedad desaparecid al aumentar la dosis de
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inmunizacion. Estos datos sugieren que existen otras vias compensatorias y/o mas
relevantes que la mediada por la sema7A en la activacion de la respuesta inmune

durante el establecimiento de la enfermedad.

La histopatologia en médula espinal y en el encéfalo a dia 34 p.i. (final de
experimento) no mostrd cambios significativos en cuanto al grado de infiltracion
celular o desmielinizacion entre ratones sema7AKO y WT cuando se utilizd la Dosis
Lab o la dosis de 10 ug. Sin embargo, inmunizando con 50 pg del péptido MOG3s-
55 Y, acorde con los resultados obtenidos en la puntacion clinica acumulada, los
ratones sema7AKQO presentaron menor infiltracion celular y desmielinizaciéon que los
ratones WT. En los estudios previos en los gue se estudid la EAE en ratones
deficientes en sema7A, los resultados histopatoléogicos de la enfermedad se
realizaron entre dia 11 y 17 p.i. (Czopik et a/., 2006; Suzuki et al., 2007), cuando
el componente inflamatorio es mas relevante respecto al momento en el que
nosotros realizamos nuestro estudio (dia 34 p.i.) por lo que imposibilita la

comparacion de los resultados.

Ya que la sema7A favorece la migracion de monocitos/macréfagos (Holmes et a/.,
2002; Suzuki et al., 2007), nuestros resultados en el analisis histopatologico a final
de experimento indicarian que la ausencia de la sema7A durante el curso clinico de
la EAE dificultaria la migracion de los macrofagos hacia el SNC, lo que provocaria
una menor infiltracion del resto de células inmunes y por lo tanto menos
desmielinizacion del SNC en los ratones sema7AKO. Ademas, como ya se ha
mencionado, la sema7A también esta implicada en la formacion de la cicatriz glial
(Kopp et al., 2010) por lo que en ausencia de la proteina, cabe esperar que la
lesion en SNC tenga mas facilidad de regenerar al tener una cicatriz glial mas

inmadura.

Para estudiar de qué manera influye la sema7A en la respuesta inmune, se
realizaron ensayos de proliferaciobn celular y de produccion de citocinas.
Observamos que la respuesta proliferativa antigeno especifica (MOGgs-s5) Y
policlonal (PHA) estaba disminuida en los animales deficientes en la sema7A
respecto a los animales control, obteniendo valores significativos con la dosis de

50 pg, en la que se observd una menor puntuaciéon clinica acumulada. Cuando se
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estudio la produccion de citocinas, identificamos que los niveles de las citocinas
pro—inflamatorias IFN-y y TNF-a estaban disminuidos en ratones sema7AKO en
todos los protocolos de inmunizacion utilizados aunque en ninguno de ellos se
alcanzaron diferencias significativas, probablemente debido a la elevada
variabilidad intragrupo y al bajo nUmero de animales incluidos en la determinacion.
Estos resultados relacionaria la menor capacidad proliferativa de los ratones
sema7AKO con la produccion reducida de citocinas pro—inflamatorias. El aumento
de los niveles de IL—4 observado en los ratones sema7AKO inmunizados con la
dosis de 10 ug podria estar relacionado con el curso clinico mas leve que
desarrollaron estos animales. Todos estos resultados contrastan con los dos
estudios precedentes (Czopik et al., 2006; Suzuki et al., 2007). En el primero
observaron que los ratones sema7AKO presentaban mayor capacidad proliferativa
asi como niveles mas elevados de IFN-y en suero, lo que explicaria que en su
modelo de EAE, los animales deficientes en sema7A mostraran una EAE
exacerbada y obtuvieran una elevada tasa de mortalidad (Czopik et a/., 2006). Por
el contrario, Suzuki y colaboradores describieron que la respuesta proliferativa de
las células T sema7AKO era similar a la de las células de ratones control y que la
produccion de citocinas no estaba alterada detectando niveles de IFN-y, IL-2 e |IL—
17 similares entre ambos grupos (Suzuki et a/., 2007). Mientras que el estudio de
Czopik y colaboradores sugieren que la sema7A estaria involucrada en el control
de la activacion de las células T durante la respuesta inmune (Czopik et al., 2006),
Suzuki y colaboradores apoyan la idea de que la activacion de las células inmunes
se da por igual en ambos genotipos y es en la fase efectora, durante la produccion
de citocinas mediada por el contacto entre células T y macrofagos, donde la
sema7A tendria un papel relevante en el desarrollo de la inmunidad celular (Suzuki

et al., 2007).

Nuestros resultados nos hacen pensar que la sema7A no es una proteina esencial
para el desarrollo de la EAE. Sin embargo, hemos demostrado que esta implicada
en el inicio de la respuesta inmune al influir en la incidencia y en la progresidn de
la enfermedad segln el protocolo de inmunizacion utilizado. Ademas, hemos
observado que promueve la proliferacion de células T antigeno especifica y

policlonal y que favorece la produccion de citocinas pro—inflamatorias como IFN—y
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y TNF-a, probablemente mediante la interaccibn entre las células T y los
macrofagos durante la fase efectora (Holmes et a/., 2002; Suzuki et al., 2007). Sin
embargo, hay qgue tener en cuenta que, aungue los animales knockout son una
herramienta muy Util para el estudio de la funcidén de una determinada molécula en
la patogenia de las enfermedades, en algunos casos se producen mecanismos
compensatorios de las vias en estudio que pueden contrarrestar, al menos
parcialmente, la deficiencia de esta proteina (Bedner et al., 2012; Colucci et al.,

1999).

Teniendo en cuenta que los ratones sema7AKO de los tres estudios tienen el mismo
origen (Pasterkamp et al., 2003), se podria descartar la variabilidad genética del
background del ratdbn. Sin embargo, para establecer la colonia de animales
fundadores en nuestro centro, los ratones sema7AKO homocigotos que nos cedid
el Dr. A. Kolodkin se cruzaron entre ellos y se transfirieron los embriones a hembras
gestantes SPF. Los ratones sema7AKO SPF resultantes se trasladaron a nuestro
centro donde se cruzaron con ratones C57BL/6 WT SPF criados en el estabulario y
asi se obtuvo la F1 heterocigota que nos permitid establecer las colonias
sema7AKO y WT. Todo ello, junto con unas condiciones de estabulacion que
pueden diferir de las de los otros grupos, puede estar introduciendo cambios que
interaccionan con el alelo mutado (Hickman et a/., 2005; Pinto et a/., 2008) por lo
que, a pesar de tener un origen comun, no podemos asegurar gue los ratones sean
exactamente idénticos. En este sentido, ya se ha descrito que animales con el
mismo background genético, procedentes de granjas de suministramiento
comercial de animales distintas, presentan  caracteristicas  clinicas,
histopatologicas e inmunologicas diferentes tras inducir la EAE (delLuca et al.,
2010). Estos datos podrian justificar, al menos en parte, la discrepancia de

nuestros resultados con los descritos en la literatura.

3.  Implicaciones terapéuticas en la EM

Teniendo en cuenta los hallazgos aqui descritos junto con lo que estéa reportado en
la literatura, podemos pensar que en el SNC las vias de sefializaciobn que median
la sema3Ay la sema7A poseen una funcion importante en la formacion y resolucion

de las lesiones de EM contribuyendo a la maduracion de la cicatriz glial, al
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establecimiento de un ambiente menos permisivo para la regeneracion tisular y a
la remielinizacion, lo que influye en la capacidad para regenerar el tejido dafiado vy,

por tanto, en el curso de la enfermedad.

En cuanto a su implicacion en el sistema inmune y en la linea de lo que se ha
descrito hasta el momento, hemos observado que ambas proteinas estarian
implicadas en la patogenia de la EM y la EAE, tanto en la activaciobn como en la
fase efectora de la respuesta inmune, contribuyendo a los procesos inflamatorios
gue median, en Ultima instancia, el dafio tisular. Por ello pensamos inicialmente
que ambas moléculas podrian ser dianas terapéuticas en la EM. Sin embargo, vy
tras los resultados obtenidos, las aproximaciones terapéuticas deberian ser
especificas para cada una de las proteinas estudiadas, asi como del tejido o
células a las que iria dirigida. De este modo, y basandose en el aumento observado
en la expresion de la sema3A y de sus receptores en las células del SNC tanto en
las lesiones de EM como de EAE, una de las vias de actuacion seria inhibir o reducir
la presencia de la sema3A en las lesiones del SNC, ya que favoreceria la
regeneracion axonal y la remielinizacion permitiendo el reclutamiento de las OPC.
Sin embargo, la inhibicibn de la via de sefializacion de la sema3A seria perjudicial
si se hiciera de forma sistémica, ya que en el SNC la ausencia de la sema3A
perpetuaria el contacto entre las células efectoras y las APC en la zona de
inflamaciéon mientras que a nivel de sistema inmune periférico la opcibn mas
beneficiosa seria el aumento de la expresion de la sema3A ya que limitaria la
activacion de las células T y, por tanto, la activacion de la respuesta inmune. Por
todo lo expuesto, la via de sefalizacion de la sema3A no seria buena diana
terapéutica al no poder tratar de manera simultanea el componente

neurodegenerativo y el inflamatorio.

En el caso de la sema7A como diana terapéutica, la via de actuacion seria mas
sencilla, ya que tanto en sistema inmune como en SNC se plantearia la reduccion
de los niveles de la sema7A para asi reducir por un lado la formacion de la cicatriz
glial favoreciendo la regeneracion del SNC vy por el otro modular la respuesta inmune
pro—inflamatoria mediada por el contacto celular entre linfocitos T y macréfagos

(Figura 38). Sin embargo, el tratamiento basado en la reduccion de la sema7A
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tendria gue combinarse con otros farmacos existentes que regulan la inflamacion

ya que nuestros resultados muestran que la sema7A no es una molécula esencial

en la respuesta inmune en la EAE.
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Figura 38. Funciones de la sema3A y la sema7A en la patogenia de la EM. La sema3A limitaria la
activacion de la respuesta inmune, mientras que la sema7A la favoreceria. En el SNC, ambas estarian
involucradas en la inhibicion de la regeneracion tisular. 1) Reclutamiento de monocitos/macréfagos
al SNC mediante la interaccion de la a1B1-integrinas de los monocitos/macrofagos con la sema7A
de los linfocitos T e inicio de la respuesta autoinmune mediante la activacion de otras células inmunes.
2) Finalizacion de la activacion de los linfocitos T mediada por la interaccion de la sema3A con sus
receptores Np—1/PLXN—-A1. 3) Inhibicion de la migraciéon y diferenciacion de las OPC hacia el area
lesionada a través de la via de sefializacion de la sema3A. 4) Inhibicion de la regeneracion axonal y
maduracion de la cicatriz glial mediada por la presencia de la sema3A y la sema7A. 5) Induccion de
apoptosis en la microglia mediante la interaccion de la sema3A secretada por neuronas dafiadas.
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En lesiones de pacientes con EM asi como en el SNC de ratones con EAE, la
sema3A se expresa en las neuronas, los astrocitos y en la
microglia/macrofagos, mientras que su receptor, la Np—1, se expresa en la
microglia/macrofagos y también en los linfocitos T y B infiltrantes en las lesiones

de EAE.

En las lesiones de pacientes con EM, la sema7A vy la al-integrina se expresan
principalmente en los astrocitos reactivos, mientras que la B1-integrina se
expresa en los astrocitos y en la microglia/macréfagos. En el modelo de EAE,
la sema7A, la al-integrina y la B1—-integrina estan presentes en las neuronas,
los astrocitos reactivos y los linfocitos T y B infiltrantes. Ademas, la sema7A y

la a1-integrina también se detectaron en los oligodendrocitos.

La expresion de la semadlA, la sema7A y de sus receptores no es exclusiva de
la EM, observandose también en lesiones desmielinizantes de otras patologias

del SNC como el Al y la LMP.

La expresion de la sema3A, la sema7A y sus receptores esta asociada con el
nivel de la actividad inflamatoria de las lesiones de EM y de ratones con EAE,

aumentando cuanto mayor es el grado de inflamacion de la lesion.

El aumento de la expresion de la sema3A, la sema7A y de sus receptores en
lesiones de EM respecto a otras lesiones desmielinizantes del SNC sugiere que
ambas vias de sefalizacibn podrian ser especialmente relevantes en la

patogenia de la EM.

El descenso de la expresion de la sema3A y de sus receptores en las células
inmunes periféricas durante el curso clinico de la EAE podria estar implicado en
la perpetuacion de la activacion de las células T durante la fase cronica de la

enfermedad.

El aumento de la expresion de la sema7A vy la B1—integrina en las células inmunes
periféricas tras la induccion de la EAE, facilitaria la formaciébn de un

microambiente pro—inflamatorio durante la induccién de la respuesta inmune.
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8.

10.

11.

La gravedad de la EAE en los ratones sema7AKO esta influenciada por la dosis

de antigeno y de adyuvantes utilizados en la induccion de la enfermedad.

La sema7A es relevante en la respuesta inmune en la EAE ya que influye en la
capacidad proliferativa de los esplenocitos, tanto antigeno especifica como

policlonal.

La actuacion farmacoldgica sobre la sema3A puede ser complicada debido a
sus funciones en la terminacion de la respuesta inmune y de la inhibicion del
reclutamiento y diferenciacion de las OPC en las lesiones desmielinizantes en el

SNC.

La inhibiciobn de la sema7A podria ser una diana terapéutica en la EM ya que
permitiria inhibir la respuesta autoinmune y favorecer la capacidad regenerativa

del SNC.
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Semaphorins have been classically defined as axonal
signalling cues involved in central nervous system
(CNS) development, but in adults these molecules are
expressed in distinct tissues and exert various functions
under several physiological and pathological contexts.
Semaphorins capable of modulating the immune system
are particularly relevant in autoimmune diseases, espe-
cially multiple sclerosis (MS), which is a demyelinating,
neurodegenerative disease. In this article, we compile
recent insights into the specific roles of semaphorin
(sema)3A and sema7A to clarify the details of their
possible participation in the inflammatory and neurode-
generative phases of MS.

Semaphorins and their receptors

Semaphorins were first described in the 1990s as axon
guidance molecules (see Glossary) that can act as bifunc-
tional signalling molecules to provide chemorepellent or
chemoattractant cues in the nervous system. Their role
during nervous system development has been widely stud-
ied, but semaphorins are also expressed after early neural
development and are involved in the subsequent establish-
ment of a fully functional adult central nervous system
(CNS) [1]. Many semaphorin subclasses are expressed in
adult tissues other than the nervous system, and these
proteins play important roles in various physiological and
pathological processes involving the immune system, or-
ganogenesis, and vascularisation (reviewed in [2]). Sema-
phorins may also play important roles in certain cancers,
acting to either suppress or promote tumours [3].

As many as 20 semaphorins have been described [4],
and these are divided into eight classes with each class
further divided into distinct subclasses designated by let-
ters. Classes 1 and 2 are expressed only in invertebrates;
classes 3, 4, 6, and 7 are found exclusively in vertebrates;
class 5 is expressed in both vertebrates and invertebrates;
and class V consists of viral semaphorins [5].

All semaphorins have an extracellular amino terminal
domain approximately 500 amino acids in length, referred
to as the sema domain. Depending on the subclass, sema-
phorins contain specific additional sequence motifs in the C
terminus, including immunoglobulin (Ig)-like and type-1

Corresponding author: Espejo, C. (carmen.espejo@vhir.org).
Keywords: semaphorin; neurodegeneration; neuroregeneration; immunomodulation;
multiple sclerosis; experimental autoimmune encephalomyelitis.

1471-4914/$ - see front matter © 2013 Elsevier Ltd. All rights reserved. http://dx.doi.org/10.1016/j.molmed.2013.01.003 Trends in Molecular Medicine, March 2013, Vol. 19, No. 3

thrombospondin domains. In addition, semaphorins
differ from one another with respect to membrane anchor-
age; type-1 transmembrane, glycosylphosphatidylinositol

Glossary

Adaptive immunity: this type of immunity is mediated by B or T cells and
involves the resolution or prevention of a pathogenic attack. Adaptive immune
responses are antigen specific and generate protective immunity by generating
memory B or T cells. As a consequence, stronger responses are mounted if the
cells of the adaptive immune system recognise the same pathogen on
subsequent occasions.

Autoimmune diseases: these diseases are caused by an abnormal and
pathological condition that is characterised by the presence of T and/or B
cells that specifically target self antigens, or antigens created from the body’s
own tissues.

Axon guidance molecules: these molecules guide axons in neural develop-
ment until they reach their final target. Axon guidance molecules can exert
attractive or repulsive effects. Some examples of axon guidance molecules are
semaphorins, ephrins, netrins, and slits.

Clinically isolated syndrome (CIS): this term is used to describe a first clinical
event compatible with MS, with at least a duration of 24 h. The clinical
manifestations are caused by inflammation or demyelination in one (mono-
focal) or more sites (multifocal) into the central nervous system. Although MS
experts use this term, there is not a uniform consensus definition yet.
Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE): is the predominant
animal model for MS given that it reproduces many of the clinical and
histopathological features of the human disease. EAE is induced by injecting
components of the myelin sheath, most commonly myelin proteins [myelin
basic protein (MBP), myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG), and
proteolipid protein (PLP)], into susceptible animals (including rodents and
primates) together with an adjuvant. EAE can also be induced by the passive
transfer of myelin antigen reactivated T cells.

Innate immunity: this type of immunity is driven by nonspecific cells of the
innate immune system (i.e., macrophages, neutrophils, basophils, eosinophils,
and DCs). The innate immune system is the body’s first line of defence and
does not generate protective immunity but rather triggers the activation of the
cells of the adaptive immune system.

Neurodegeneration: refers to the degeneration of either the neuron itself or the
axon. Neurodegeneration leads to the loss of neural function and eventually
the death of the neuron.

Oligodendrocyte precursor cells: highly proliferative and migratory bipolar
cells that differentiate into pro-oligodendrocytes and can sometimes differ-
entiate into neurons and astrocytes. Pro-oligodendrocytes further differentiate
into oligodendrocytes, expressing myelin proteins such as MBP, PLP, or
myelin-associated glycoprotein (MAG). The absence or reduction in the
number of oligodendrocytes progenitor cells leads to a deficiency in
differentiated oligodendrocytes that is associated with an inadequate myelina-
tion, and as a consequence impaired neuronal function can occur.
Thrombospondin type-1 domain: this functional domain was primarily
described in the thrombospondin protein, in which it is repeated three times,
although it is present in other families of proteins. Each thrombospondin type-
1 repeat (TSR) is a domain composed of three antiparallel strands that form a
positively charged region, which binds with high affinity to the negative
regions of its binding partner. The thrombospondin type-1 domain has been
involved in various biological events such as cell-cell interactions, the
inhibition of angiogenesis and apoptosis.
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(GPD-anchored, and secreted semaphorins have all been
identified. Semaphorins that belong to classes 1, 4, 5, and 6
are transmembrane proteins, whereas semaphorin
(sema)7A is a GPI-anchored molecule. Class 2 and 3 sema-
phorins are secreted molecules.

Plexins are the primary receptors for semaphorins, and
are subdivided into four groups (A-D). Plexins are not only
ligand-binding proteins but are also signalling receptors
for semaphorins, which bind directly to plexins, with the
exception of class 3 semaphorins, which bind to neuropilins
(Nps) and signal through plexins. Sema3E is the only

Box 1. Aetiology and immunopathogenesis of multiple
sclerosis

Although the complete aetiology of MS has yet to be elucidated, it
appears clear that the immune system plays a relevant role in the
initial phase of this condition. Major histocompatibility complex
type Il (MHC II) subtypes HLA-DR and DQ are risk factors for MS, and
many immune genes are differentially expressed in patients with
MS. CNS-related genes, such as Notch-4 and MBP, have also been
associated with MS [51,52]. In addition, environmental factors, such
as sunlight exposure, lifestyle, or infections have been suggested to
contribute to the initiation of MS. Owing to the involvement of the
immune system in the pathogenesis of the disease, infectious
agents are considered plausible candidates for MS initiation, which
is supported by the fact that mice expressing a transgenic TCR
specific for an MBP peptide only develop spontaneous EAE when
maintained in a non-pathogen-free environment [53]. Molecular
mimicry and/or bystander activation of immune reactive cells are
mechanisms proposed to explain how infectious agents may trigger
MS [51].

In 1933, Rivers induced a condition that was similar to MS by
injecting CNS homogenates in healthy primates. These observa-
tions lead to the hypothesis of an autoimmune origin of the disease
[54]. EAE is the animal model for MS. It is an induced model that
eventually leads to an inflammatory and demyelinating disease.
EAE models mimic some, but not all, aspects of the immune-
mediated damage in the CNS in MS. Like MS, EAE is a
heterogeneous disease influenced by genetic features of the
selected species as well as the selected autoantigen. Despite the
great benefits of EAE models for studying MS pathogenesis and
obtaining proof-of-concept for new therapeutic strategies, this
animal model has been criticised mainly for the large number of
potential treatments that improved clinical and histopathological
signs of EAE but failed to demonstrate clinical efficacy in MS
patients. In addition, although EAE is considered a CD4* T cell-
mediated disease, CD8" T cells are predominant in MS lesions, and
the lack of EAE models that mimic the primary progressive courses
of the human disease limits the understanding of that subtype [55].
The data that have been obtained from the EAE model as well as the
composition of the infiltrates present in the CNS of patients with MS
clearly indicate that CD4" T cells play a major role in the
pathogenesis of the disease. In fact, patients with MS present
myelin-specific CD4* T cells that most likely have a T helper 1 (Th1)
or Th17 phenotype, and which are crucial in disease initiation.
Nevertheless, other immune populations are involved. CD8* T cells
seem to play a major role in the injury of the CNS rather than in the
initiation of the immune response, and B lymphocytes and innate
immune system cells also contribute to MS pathogenesis [56].
Although the involvement of humoral responses in MS pathogen-
esis remains controversial, they appear to play a role in determining
the outcome of the disease. The majority of patients with MS (and
more than 95% of Caucasian patients) present IgG oligoclonal bands
in the CSF, and a high percentage of these patients also exhibit IgM
oligoclonal bands. Oligoclonal IgM antibodies against myelin lipids
in the CSF of patients with MS predict a more aggressive course of
the disease [57]. Nevertheless, the specific role of antibodies in MS/
EAE is still unclear.
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member of the sema3 subclass that functions without
binding to Nps. Plexin (PLXN)-C1 has been identified as
the sema7A receptor [6,7], but the principal signalling
function of this semaphorin in the nervous and immune
systems is mediated through integrins [8,9]. Semaphorins
use several other receptors, including proteoglycans, cell
adhesion molecules, T cell immunoglobulin domain and
mucin domain 2 (TIM-2), CD72, Ron, Met, off-track (OTK),
and vascular endothelial growth factor receptor (VEGFR)
[10,11]. The diversity of biological functions that are per-
formed by semaphorins in different tissues may in turn
rely on the diversity of the receptor complexes. For in-
stance, sema3A is known to signal through PLXN-A1, but
experimental evidence indicates that this molecule can
also signal through PLXN-A4 in different contexts.

Multiple sclerosis (MS) is a chronic inflammatory and
demyelinating disease of the CNS. It is considered an
autoimmune disease because patients with MS have reac-
tive T cells that recognise myelin antigens (Box 1). MS is
the second leading cause of disability in young adults
following trauma, which has a significant socioeconomic
impact. MS results in severe physical disability due to
neurodegeneration caused by immune system targeting
of myelin components. The inflammatory phase of the
disease has been widely studied, and, consequently, all
of the currently available treatments aim to modulate
pathogenic autoimmune responses. Nevertheless, little is
known regarding the biological molecules involved in the
neurodegenerative process (Box 2), and no therapies have
been developed to modulate the balance between degener-
ation and regeneration in neurons. The emerging data
regarding the role of various semaphorins in the regulation
of immune responses are promising for future MS thera-
pies because targeting these molecules could address both
the inflammatory and neurodegenerative processes that
characterise this chronic and disabling disease. In this
opinion article, we discuss how sema3A and sema7A are
relevant to both the immune response and the CNS in the
pathogenesis of MS, a condition in which the CNS and
immune system strongly interact.

Many semaphorins are expressed by a variety of im-
mune cells and have an identified function modulating the
immune responses. The first semaphorin to be identified
with an immunoregulatory role was sema4D, although
others have subsequently been described as having promi-
nent roles in regulating immune responses (reviewed in
[11,12]). Sema3A and sema7A are expressed in the im-
mune system but are less well-studied in the context of MS.
The existing data on their function in immunity and in the
adult CNS indicate a relevant role for sema3A and sema7A
in the pathogenesis of MS, and in our opinion make them
interesting candidates as new therapeutic targets for this
disease.

Sema3A and sema7A in the immune system

Sema3A was the first semaphorin to be identified in verte-
brates [13] and is the only secreted immune semaphorin in
this phylum. In vertebrates, sema3A primarily functions to
repel axons in the developing nervous system. It is secreted
as a 95-kDa homodimer that can be cleaved into a 65-kDa
monodimeric form that exhibits reduced repulsive activity



Box 2. The neuropathology of multiple sclerosis

The data that have been obtained from the animal model of MS
suggest that alterations in the CNS, in addition to the immune
system, are involved in MS development, progression, and the
failure of CNS repair. Astrocytes form glial scars that eventually
impede CNS repair, and these glial cells have been suggested to
play roles as APCs, which could initiate the inflammatory events that
occur in the CNS of MS patients [58]. The major histopathological
findings of MS include immune-mediated oligodendrocyte death,
reactive gliosis, and axon loss, amongst others.

The CNS has intrinsic regenerative capacities, including the
ability, albeit limited, to remyelinate. Although the failure of
remyelination in patients with MS is poorly understood, it has been
suggested that (i) oligodendrocyte precursor cells may be destroyed
or (ii) the pool of these precursor cells is exhausted or incapable of
differentiating into mature oligodendrocytes. In either of these
situations, the CNS would be unable to generate new myelinating
cells. Other factors that could contribute to remyelination failure are
the secretion of inhibitory molecules by reactive astrocytes from the
glial scar or the lack of axonal signalling [59]. Axon loss is the major
cause of disability in MS and is speculated to be one of the events
that contribute to disease progression. Axon transection occurs
early in MS, indicating that axonal damage does not only occur as a
consequence of the inflammatory process in the late stages of MS.
Most likely, the inflammatory mediators that are released by the
cells of the immune system into the CNS damage axons non-
specifically, rather than axons being specifically targeted. Alterna-
tively, the lack of trophic support from oligodendrocytes may
contribute substantially to the degeneration of chronic demyeli-
nated axons. The compensatory mechanisms that occur in the axon
to restore the conduction of the nerve impulse following demyelina-
tion ultimately lead to calcium-mediated axonal injury in MS [60].

[14,15]. A variety of mature and differentiating immune
cells express sema3A, which participates in (i) cell migra-
tion processes, (ii) modulation of immune responses, and
(iii) apoptosis induction in both leukaemic cells and
monocyte-derived macrophage colony-stimulating factor
(M-CSF)-differentiated macrophages [16—19]. The sema3A
produced by lymphatic endothelial cells plays a pivotal role
in the migration of dendritic cells (DCs) into the lymph
nodes due to its interaction with the PLXN-A1/Np-1 recep-
tor complex, which is expressed on the trailing end of
migrating DCs [20]. These findings indicate that the defec-
tive T cell priming observed in plxn-AI-deficient mice is
primarily due to the inability of DCs to properly migrate
into the lymph nodes.

Several studies have demonstrated the direct immuno-
modulatory potential of sema3A in various contexts. Tu-
mour cell-secreted sema3A may contribute to the T cell
dysfunction that is observed in the tumour microenviron-
ment, as well as to the capacity of these cells to produce
cytokines by inhibiting T cell activation [21]. Sema3A
homodimers are expressed by activated T cells and by
inflammatory cytokine-activated DCs. However, the in
vitro maturation of DCs via the CD40/CD40L pathway
results in the production of the monodimeric 65-kDa
sema3A isoform, which can antagonise the active
95-kDa homodimer [19]. Np-1, the functional receptor
for sema3A in T cells [19,21], is coexpressed by resting T
cells and DCs and participates in the formation of immune
synapses via homotypic interactions. Thus, Np-1 is critical
for initiating the primary immune response [22]. Sema3A
does not inhibit immune synapse formation by interfering
with this homotypic interaction but rather modulates T cell
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responses by blocking actin cytoskeleton reorganisation.
This inhibition impairs the redistribution of T cell recep-
tors (TCRs) in the DC/T cell contact zone and inhibits TCR-
mediated T cell activation signals [19], most likely via
PLXN-A4-mediated signalling [23]. However, the secretion
of sema3A by activated T cells during the immune response
is delayed, suggesting that sema3A/Np-1 interactions par-
ticipate in terminating the immune response, thus
restraining overactivation. In fact, sema3A expression
has also been observed in mesenchymal stem cells, provid-
ing a plausible explanation for their well-known immuno-
suppressive capabilities [24]. Regardless of the
suppressive function that sema3A exerts in adaptive im-
mune responses, this protein has also been reported to
promote innate immunity through interactions with
PLXN-A4 [25]. Table 1 summarises the roles of sema3A
and sema7A in both the CNS and the immune system.

Sema7A is a GPI-anchored membrane protein that has
a high degree of homology to viral semaphorins encoded by
the vaccinia virus and herpesvirus [6,26,27]; sema7A may
also exist as a cleaved soluble form [8,28]. In the immune
system, sema7A is preferentially expressed by activated
lymphocytes [29], but sema7A mRNA has also been
detected in monocytes [30]. Furthermore, sema7A in the
haematopoietic system is the antigen in erythrocytes that
defines the very common John Milton Hagen (JMH) human
blood group antigen [31]. The JMH antigen has been linked
to a benign autoimmune disorder, suggesting a possible
role for this protein in autoimmune diseases. Although
PLXN-C1 has been demonstrated to be a sema7A binding
partner [6,7], the effect of this class 7 semaphorin on the
immune system is mediated by its binding to a181-integrin
[9]. Sema7A plays a critical role in the effector phase of T
cell-mediated immune responses and acts as a chemoat-
tractant signal for monocytes and macrophages in vitro.
Sema7A also functions as an effector molecule, inducing
proinflammatory cytokine production and the release of
superoxide from monocytes, macrophages, and, to a lesser
extent, neutrophils [9,30]. Likewise, sema7A is expressed
by activated CD4™ T cells and accumulates at the contact
zone between T cells and macrophages, inducing both the
clustering of alBl-integrins and the formation of focal
adhesion complexes in monocytes and macrophages [9].
All of these findings indicate that sema7A is an important
component of the immune synapse that has a relevant role
in T cell-mediated immunity. In addition, endothelial
sema7A has a key role in the transmigration of immune
cells under hypoxic conditions, via PLXN-C1 signalling
[32].

Sema3A and sema7A in the adult CNS

In the adult nervous system, sema3A is expressed by
neurons of both the peripheral nervous system (PNS)
and the CNS. In certain contexts, the role of sema3A is
related to that of sema3F. In the context of injury, the PNS
and CNS experience differing levels of axonal regenera-
tion; only peripheral nerve axons can regenerate, whereas
injury to CNS axons leads to permanent impairment. In
the latter case, the establishment of a non-permissive
environment prevents nerve regeneration. In models of
spinal cord transection, the pattern of sema3A expression
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Table 1. The roles of sema3A and sema7A in both the CNS and immune system

Sema3A Interrupts the entry of regenerating [34,35]
axons into the glial scar
Inhibits OPC migration [37]
Induces apoptosis in microglia [38]
due to neuronal stress in an
inflammatory context

Sema7A Maturation of the glial scar [28]

Enhances DC migration into lymph nodes [20]
Induces apoptosis in M-CSF-derived macrophages [17]
Terminates the immune response [24]
Chemoattractant signal for monocytes and macrophages [9]
Induces the production and release of proinflammatory [9,30]
cytokines by monocytes and macrophages

Defines the John Milton Hagen human blood group [31]

Abbreviations: DC, dendritic cell; OPC, oligodendrocyte precursor cell; CSF, cerebral spinal fluid.

by neurons is altered upon axonal damage [33], and the
combination of sema3A release by the neural scar and the
expression of its receptor complex in the injured neurons
inhibits the ability of regenerating axons to enter the scar
tissue [34,35]. Furthermore, it has been observed that block-
ing the activity of sema3A promotes axon regeneration [36].
All of these findings support the suggestion that sema3A has
inhibitory and/or repulsive roles in the adult CNS.

Functions other than axon guidance have been attrib-
uted to sema3A, which as a soluble semaphorin also limits
the migration of oligodendrocyte precursor cells (OPCs)
into the adult CNS, in contrast to the role of sema3F, which
attracts OPCs [37]. Sema3A also exerts a neuroprotective
effect by inducing microglia apoptosis upon neuronal stress
via interactions with Np1/PLXN-A1l in an inflammatory
context [38], a function that is consistent with the proa-
poptotic effect of sema3A in human monocyte-derived
macrophages [18]. In addition, sema3A may be involved
in neurological disorders such as epilepsy [39] and Alzhei-
mer’s disease [40], as well as in patients with schizophre-
nia [41], suggesting a possible role for this molecule in the
development of various neurological diseases.

During development, sema7A principally acts as a che-
moattractant cue for axonal growth cones. In adults this
protein is expressed in different tissues, such as the nervous
system, lymphoid tissues, the testis, and the lung [29,42]. In
the CNS, sema7A binds to f1-integrins and signals through
mitogen-activated protein kinases (MAPKSs) [8,9]. Although
PLXN-Cl-sema7A interactions seem to be involved in neu-
ronal network formation, in the adult CNS both of these
proteins may function separately [43]. Sema7A is expressed
in different neuronal and glial cells in both the healthy and
regenerating CNS [8,27,28], and it is involved in the matu-
ration of the glial scar following spinal cord injury. Sema7A
is expressed in injured neurons immediately following the
induction of a lesion, and its expression is upregulated in
reactive astrocytes surrounding the glial scar. This temporal
expression pattern matches the time course of tissue remo-
delling [28]. The existing data regarding sema7A highlights
the need to study its roles in the adult nervous system in
greater depth.

Sema3A, sema7A, and their putative role in MS

It is known that a variety of semaphorins with a described
function in the immune system are important in the path-
ogenesis of MS (reviewed in [44]). Sema3A and sema7A
may be particularly relevant in the context of MS given
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that both of these molecules are involved in immune
regulation, neurodegeneration, and, possibly, neuroprotec-
tion. This latter process may be deregulated in MS, most
likely contributing to the disabilities observed in patients
with this condition.

Sema3A in MS

Sema3A may be a promising target for treating autoim-
mune diseases. In some autoimmune disorders the role of
sema3A seems very clear: CD4" T cells derived from
patients with rheumatoid arthritis (RA) lack sema3A ex-
pression, and the overexpression of sema3A partially pre-
vents and ameliorates the progression of collagen-induced
arthritis (CIA), the animal model of RA [45]. However, in
the pathogenesis of MS both the immune and the nervous
systems are involved. Sema3A seems to have a positive role
in the immune system because it terminates the immune
response. By contrast, it has a mainly detrimental effect in
the CNS because of its inhibitory capacity on OPC migra-
tion towards the site of lesion, or the repulsive activity that
impedes the outgrowth of injured neurons. This makes it
complicated to elucidate whether changes in sema3A ex-
pression would have a beneficial or a damaging effect on
MS outcome. In the context of the experimental autoim-
mune encephalomyelitis (EAE) model of M'S, mice deficient
in plxn-A4 show a worse clinical course of the disease, most
likely because of the hyperactivation of myelin oligoden-
drocyte glycoprotein (MOG)-specific T cells [23], and the
authors of this study propose that the sema3A/Np-1/
PLXN-A4 pathway is involved in EAE pathogenesis. These
data are in line with studies which demonstrate that mice
receiving CD4" T cells overexpressing Np-1 are highly
resistant to EAE development. In addition, the clinical
course of EAE worsens in CD4* T cell np1-deficient mice.
One of the mechanisms the authors suggest is the involve-
ment of sema3A/Np-1/PLXN-As in limiting the interaction
between the T cell and the APC in the immune response.
[46].

Sema3A may also participate in myelin repair processes
in MS. Sema3A and sema3F transcripts are upregulated in
grey matter neurons, astrocytes, and the microglial cells
that surround or reside in active inflammatory lesions,
both in patients with MS and in an experimental model of
demyelination [47]. Piaton and colleagues defined the
functional role of sema3A in remyelination in the adult
CNS, and showed that sema3A and sema3F have opposite
roles in regulating the recruitment of adult OPCs to CNS



lesions in a toxin-induced demyelination model [37]. The
expression levels of sema3F and its receptor Np-2 increase
following demyelination, driving the recruitment of OPCs
towards the lesion. Likewise, the overexpression of
sema3F correlates with enhanced early remyelination
and thus with accelerated myelin repair. By contrast,
the expression of sema3A and Np-1 is delayed and associ-
ated with a decrease in remyelinating precursor cell re-
cruitment, suggesting that sema3A may act as a stop
signal for OPC recruitment after a sufficient number of
remyelinating precursor cells have been attracted to the
lesion by sema3F [37]. Consistently, other studies have
identified an inhibitory role for sema3A in remyelinating
processes [48], showing a reversible block of OPC differen-
tiation in the presence of sema3A. Although some remye-
lination occurs in MS, these observations reinforce the idea
that deregulated expression of sema3A and sema3F in the
CNS may be important factors underlying impaired OPC
recruitment and/or differentiation in MS lesions, an effect
that would ultimately limit myelin repair.

Thus, when considering sema3A as a possible target for
MS treatment, the dual roles of this molecule must be
considered. A treatment focused on the upregulation of
sema3A expression may favour resolution of the inflam-
matory process and would promote the apoptotic effect on
activated microglia, which could have substantial benefi-
cial effects for MS patients. On the contrary, a downregu-
lation in sema3A expression or function would be desired
in the context of CNS repair. In addition, the inhibition of
sema3A specifically into the CNS would promote the mi-
gration of OPCs to the demyelinated areas, facilitating the
remyelination processes that in the end would restore
neuronal function in patients suffering from MS. In fact,
an intervention in terms of enhancing neuroregeneration
would probably give a therapeutic option to those patients
with progressive forms of the disease. When considering
sema3A as a therapeutic target, it is necessary to explore
new approaches specifically targeting the tissue or the cell
type of interest in which sema3A should be modulated.

Sema7A in MS

Sema7A has not been studied as widely in the context of
either autoimmune or neurological diseases. However, a
recent study reported diminished sema7A levels in the
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with clinically isolat-
ed syndrome (CIS) who subsequently converted to MS. The
fact that sema7A is found in the CSF of patients that finally
developed MS suggests that a cleaved form of the protein
has a biological significance that remains to be solved.
Patients converting to clinically definite MS would have
more GPI-anchored sema7A, thus promoting the proin-
flammatory events involving cell-cell contact between
autoreactive T cells and macrophages within the CNS.
All of these data suggest that sema7A may participate
in the pathogenesis and progression of MS [49]. This
statement is supported by two studies that investigated
the role of sema7A in EAE. Czopik and collaborators
demonstrated that sema7A is a negative regulator of T
cell-mediated responses [50]; sema7A-deficient T cells were
hyperactive upon stimulation both in vitro and in vivo. The
authors reported a more severe course of MOG-induced
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EAE and a greater mortality rate among sema7A-deficient
mice. By contrast, wild type (WT) littermates and surviv-
ing sema7A-deficient animals displayed similar clinical
scores. In addition, sema7A-deficient mice had a larger
number of lymphocytes infiltrating the CNS as well as
elevated levels of proinflammatory cytokines. These cyto-
kines and T cell hyperactivation are proposed to be respon-
sible for the high mortality rates observed for these mice.
Nevertheless, the authors could not describe a specific
function for sema7A in the CNS as either a pro-survival
or neuroprotective factor in the context of EAE.

By contrast, Suzuki and colleagues [9] described
sema7A as a critical molecule in the effector phase of
the T cell immune response. These authors demonstrated
that sema7A-deficient mice developed milder EAE with
fewer infiltrates in the CNS. After transferring sema7A-
defective T cells from MOG-immunised mice to WT litter-
mates, EAE development was less severe in the latter
group. Because of the conflicting results of these studies,
the involvement of sema7A in both the inflammatory and
neurodegenerative phases of EAE and MS must be studied
further.

Concluding remarks and future perspectives
Considerable progress has been made in the study of
sema3A and sema7A in the developing CNS, but it remains
necessary to further explore the biological activities of
these molecules, particularly their poorly understood roles
in the adult CNS under normal physiological conditions, as
well as autoimmune or neurodegenerative contexts.

Current MS therapies are designed to treat the inflam-
matory phase of the disease and, thus, are not applicable to
patients with progressive forms of MS, for which there are
currently no therapeutic options. Because demyelination
may be the most important cause of axonal damage, and
because axonal damage appears to play an important role
in MS pathogenesis, it is important to both investigate and
further develop strategies that enhance remyelination and
axonal protection. If these goals are met, neuroprotection
could be enhanced and neuroregeneration promoted. In
this sense, sema3A and sema7A are extremely attractive
therapeutic targets, given that both the inflammatory and
neurodegenerative processes could be modified with a
single intervention. However, it may be necessary to re-
strict the modification of sema3A function to favour OPC
recruitment by downregulating its expression or specifi-
cally blocking Np-1 in this cell type. The contradictory
findings of Czopik et al. [50] and Suzuki et al. [9] provide
evidence that sema7A likely participates in MS pathogen-
esis and may constitute a novel therapeutic target for
disease treatment. In addition, a diagnostic role for
sema7A as a biomarker could be considered, given that
diminished levels of this protein have been reported in the
CSF of patients who converted to clinically definite MS
[49].

In Figure 1, we propose a model that defines the distinct
roles of sema3A and sema7A in both the inflammatory and
neurodegenerative components of MS pathogenesis in the
CNS. We hypothesise that sema7A recruits monocytes and
macrophages to the CNS and may help initiate the auto-
immune response by challenging the activation of other
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Figure 1. A model of sema3A and sema7A involvement in multiple sclerosis (MS) pathogenesis. Genetic and environmental factors may promote the activation of
autoreactive T cells in the periphery, and these cells eventually migrate into the central nervous system (CNS). Once in the CNS, autoreactive T cells interact with activated
antigen-presenting cells (APCs), such as astrocytes, macrophages/microglia, and dendritic cells (DCs), thus enhancing the immune response against myelin antigens.
Sema7A that is expressed by activated CD4" T cells may be involved in initiating the immune response by attracting monocytes and macrophages. The interaction of
glycosylphosphatidylinositol (GPl)-anchored sema7A with a1B1-integrin on macrophages would promote the secretion of proinflammatory cytokines that may also
instigate the activation of other immune cells in the CNS, such as T or B cells (1). Additionally, the immune function of sema3A may be diminished in patients with MS,
leading to prolonged APC/T cell contact, thus favouring the overactivation of immune cells that are reactive to myelin antigens (2). With regard to neurodegenerative
damage, the impaired axons are surrounded by numerous immune and glial cells that mediate either injury or neuroprotective effects. Although the CNS has the potential
to repair lesions, neuroregeneration is limited by a negative molecular microenvironment. A putative imbalance between sema3A and sema3F may inhibit the migration of
OPCs to the site of MS lesions, thus restricting the remyelination process (3). Moreover, sema7A may favour the maturation of the glial scar, which would indirectly enhance
the secretion of sema3A and have a negative effect on axon outgrowth (4). Alternatively, sema3A may limit the neurodegenerative processes that occur in the CNS of
patients with MS given that, under inflammatory conditions, sema3A that is secreted by stressed neurons may induce apoptosis in activated microglia (5). Abbreviations:
sema, semaphorin; Np, neuropilin; PLXN-A, plexin-A; DC, dendritic cell; M$, macrophage; OPC, oligodendrocyte precursor cell.

immune cells. This effect would be mediated by the induc-
tion of proinflammatory cytokine secretion and, hence,
would drive the immune responses that result in demye-
lination. Conversely, reduced sema3A expression or func-
tion leads to persistent contact between effector T cells and
APCs, thus hyperactivating myelin-specific T cells. In the
context of neurodegeneration, an imbalance between
sema3A and sema3F expression levels may be partially
responsible for the impaired remyelination that is ob-
served in the MS-damaged CNS. The fact that sema7A
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may favour maturation of the glial scar could indicate its
indirect aid in creating a negative microenvironment for
axonal regeneration; that is, the glial scar cells may secrete
sema3A, which could act as a repulsive cue for regenerat-
ing axons. In addition, the soluble sema7A that is deposit-
ed in the extracellular matrix could recruit macrophages to
lesions, thus favouring additional inflammatory events. By
contrast, sema3A may be secreted by injured neurons and
induce apoptosis in activated microglia and macrophages,
thus promoting neuroprotection.



In summary, more studies on the diversity of the sig-
nalling pathways and receptors that are used by sema3A
and sema7A are required to (i) better understand their
roles in MS and (ii) develop novel therapeutic strategies
that not only treat the inflammatory phase of the disease
but also promote neuroregeneration and neuroprotection.
A comprehensive characterisation of the expression of
sema3A, sema7A, and their receptors should be performed
in the context of EAE, throughout the progression of the
disease, and in active and chronic lesions of MS patients.
This would help to elucidate the role of both signalling
pathways in the pathogenesis of MS and would therefore
give a clue to the cell types that should be targeted in
future therapeutic approaches. Moreover, functional in
vitro models may help to solve remaining questions about
the function of sema7A and sema3A. Determining the
roles of the cleaved and GPI-anchored forms under both
physiological and pathological conditions is essential for
understanding the biological role of sema7A, both in the
immune system and in the CNS. Understanding these
aspects of sema3A and sema7A biology, as well as MS
pathology, is a challenging, but significant, opportunity,
one that could lead to the development of an effective
combined immunomodulatory and neuroregenerative
therapy for patients with MS.
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