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RESUMEN

La induccién de la encefalomielitis autoinmune experimental (EAE) mediante la glicoproteina de la mielina del
oligodendrocito (MOG) en ratones C57BL/6 isogénicos y homocigéticos, se caracteriza por un patrén crénico pro-
gresivo. Este modelo remeda un amplio espectro de sintomas y signos clinicos tipicos de la esclerosis multiple (EM)
en humanos. Se describe el ajuste de las condiciones experimentales con respecto a las referidas en la literatura, y
se demuestra la generacién del modelo mediante evaluaciones clinicas, moleculares y ultraestructurales. La enfer-
medad se indujo por inmunizacion activa con el encefalitégeno constituido por el péptido MOG,, . emulsificado en
adyuvante incompleto de Freund, suplementado con Mycobacterium tuberculosis y dos administraciones adicionales
de toxina pertussis. Los animales inmunizados mostraron signos clinicos de EAE, cuya severidad aumenté en forma
progresiva y ascendente a partir del dia 8 después de la induccién, con un puntaje clinico méximo de 3.5, sin rever-
sion hasta el dia 28, en que finalizé el periodo de evaluacién. La disminucion del peso corporal estuvo asociada con
el inicio del deterioro clinico. Desde el punto de vista molecular, se identificé una regulacién positiva de citocinas
efectoras en el cerebro de los animales enfermos, principalmente de la IL-17. Se observaron dafos ultraestructurales
caracteristicos de la EM en la mielina y el axén. Esta metodologia permitié la generacién de un modelo animal con
elementos esenciales de la patogénesis de la EM y, por tanto, 0til para el estudio de mecanismos fisiopatolégicos,
la identificaciéon de nuevos blancos farmacolégicos y la evaluacién de biomoléculas con fines terapéuticos.
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ABSTRACT

Generation of a murine chronic progressive experimental autoimmune encephalomyelitis model for mo-
lecular pharmacology studies in multiple sclerosis. Experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), when
induced in syngenic C57BL/6 mice by using myelin oligodendrocyte glycoprotein (MOG), usually exhibits a chronic
progressive pattern. This model mimics many of the symptoms and clinical signs typical of multiple sclerosis (MS) in
humans. The present work describes specific adjustments to the experimental parameters described in the literature
that were necessary when implementing this model under our conditions, demonstrating the presence of EAE in
experimental animals by means of clinical evaluations, molecular assays and ultrastructural studies. The disorder was
induced by active immunization with peptide MOG,, ., emulsified in Freund’s Incomplete Adjuvant supplemented with
Mycobacterium tuberculosis, together with two additional administrations of Pertussis toxin. All immunized animals
exhibited the typical clinical signs of EAE, with a severity that increased progressively from day 8 post-induction to
the end of the evaluation, at day 28 post-induction. The maximum clinical score was 3.5, and the disorder was not
reversible. Body weight loss was associated with clinical deterioration at the initial stages of the experiment. From a
molecular perspective, it was shown that effector cytokines (mainly IL-17) were positively regulated in the brain of
diseased animals. The characteristic ultrastructural changes of MS were also detected; namely, demyelination and
axonal damage. The methodology described here enabled the implementation of an animal model that reproduces
fundamental aspects of the pathogenesis of MS and is, therefore, highly useful for the study of physiopathological
mechanisms, the identification of new pharmacological targets and the evaluation of specific biomolecules with
therapeutic purposes.

Keywords: experimental autoimmune encephalomyelitis, myelin oligodendrocyte glycoprotein, demyelination,
multiple sclerosis, C57BL/6

Introduccién

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad infla-  dez neuroldgica en adultos jovenes [1], especialmen-
matoria cronica desmielinizante y neurodegenerativa,  te en paises desarrollados del hemisferio norte. Las

1. Holmoy T, Vartdal F. The immunological

que afecta alrededor de 2.5 millones de personas en el terapias internacionalmente aprobadas para el perio- - -G ™ o & multiple sclerosis.
mundo, y constituye la causa mas frecuente de invali-  do intercrisis en la EM son interferon beta (IFN-B),  Scand J Immunol. 2007;66(4):374-82.
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Copaxone, Natalizumab y la recién aprobada terapia
oral Fingolimod (o Gilenya®) [2]. Estos farmacos son
altamente costosos (entre 20 y 60 mil délares anuales
por paciente) [3], y tienen un efecto terapéutico rela-
tivamente modesto, por lo que la busqueda de nue-
vos tratamientos es un area de investigacion de fuerte
competitividad.

No existe tratamiento curativo para la EM. Las te-
rapias aprobadas para esta enfermedad, asi como las
que estan en fase de estudios clinicos, provienen de
evidencias preclinicas obtenidas en la encefalomieli-
tis autoinmune experimental (EAE) [4]. La EAE es
una valiosa herramienta para investigar estrategias
terapéuticas novedosas, asi como su influencia en la
modulacion de circuitos inmunorregulatorios claves
en la patogénesis de la EM.

Desde el punto de vista molecular, la EAE es una
enfermedad mediada fundamentalmente por células T
CD4+ [5]. Durante mucho tiempo predominé la idea
de que se debia exclusivamente a las CD4+ Thl. Sin
embargo, actualmente se conoce que las células Th17,
secretoras de interleucina 17 (IL-17) e IL-22 [6], tie-
nen una funcién determinante en los procesos de in-
flamacion y otros eventos moleculares asociados con
la patogénesis de la EAE [7, 8]. La entrada de estas
células T autorreactivas en el sistema nervioso central,
acompafiadas de otros mediadores inflamatorios, esta
favorecida por el aumento de la permeabilidad vascu-
lar de la barrera hematoencefalica, que contribuye a la
desmielinizacion y a la pérdida axonal caracteristicas
de la EAE y la EM [5].

La EAE se genera experimentalmente en una espe-
cie animal susceptible, como resultado de la inmuni-
zacion con antigenos de la vaina de mielina. No todas
las especies animales son igualmente susceptibles a la
induccion de la EAE a partir de los diferentes encefa-
litdgenos, en particular de la glicoproteina de la mie-
lina del oligodendrocito (MOG), lo cual se atribuye
comunmente a la dotacion genética y a los polimorfis-
mos existentes en las secuencias alélicas del complejo
principal de histocompatibilidad de clase II y del re-
ceptor de células T [9]. Ademas, los factores ambien-
tales también ejercen una influencia fundamental en
el desarrollo de la EAE. En este sentido, se ha des-
crito la resistencia a la induccion de la enfermedad,
en dependencia de las instalaciones y las condiciones
de mantenimiento en que se encuentran los animales
[10]. Entre otras causas, puede deberse a la presencia
de parasitos intestinales, lo cual apoya la denominada
hipotesis de la higiene [11].

Sobre la base de estos antecedentes, en la presente
investigacion nos propusimos detallar las condicio-
nes experimentales que nos permitieron la genera-
cién de un modelo de EAE cronico progresivo en
ratones C57BL/6.” debido a que la obtencion del
mismo depende de ajustes adecuados y precisos de
las condiciones experimentales. En este articulo se
describen tales ajustes, imprescindibles y relevantes
para garantizar la reproducibilidad y la utilizacion del
modelo por otros investigadores de la tematica. La
demostracion de la generacion del modelo se realizo
mediante variables clinicas, moleculares y el anali-
sis ultraestructural. Este modelo es robusto y ofrece
un valor predictivo adecuado para nuevos farmacos
contra la EM.
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Materiales y métodos

Animales

Se emplearon 30 ratones hembras de la linea C57BL/6
(Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio, Cuba) de 5 a 6 semanas de edad, con un
peso corporal entre 16 y 18 g en el momento de la
inmunizacion. Luego de una semana de adaptacion
al laboratorio, se utilizaron para los experimentos. Se
mantuvieron en condiciones controladas con tempera-
tura de 19 + 2 °C, humedad relativa entre 55 y 65%, y
un ciclo de luz y oscuridad de 12 horas. Se les sumi-
nistré alimento concentrado estéril, a razoén de 5 g por
animal y agua a libre demanda.

Se distribuyeron aleatoriamente en tres grupos ex-
perimentales de 10 animales cada uno: grupo control
negativo (ratones que no recibieron inmunizacioén ni
tratamiento farmacolégico); grupo afectado con EAE
(animales inmunizados que recibieron diariamente so-
lucion tampon fosfato estéril por via subcutanea; s.c.);
grupo afectado con EAE mas hidrocortisona (anima-
les inmunizados y tratados diariamente con 1 mg/kg
de hidrocortisona por via s.c., disuelta en solucion
tampon fosfato estéril; PBS), desde el dia inicial y
hasta el dia 12 después de la induccion. El comité
institucional para el uso y cuidado de animales de la-
boratorio del Centro de Ingenieria Genética y Biotec-
nologia (CIGB, Cuba), aprobd el estudio de acuerdo
con los estandares internacionales [12].

Induccién de la encefalomielitis autoinmune
experimental

Se utiliz6 el método descrito por Pluchino y cols. [13]
con algunas modificaciones. Los ratones se inmuniza-
ron por via subcutanea en los flancos derecho e izquier-
do a nivel toracico en los dias 0 y 7, respectivamente,
con 200 pg del antigeno inductor, correspondiente a
la secuencia polipeptidica de la proteina MOG entre
los residuos 35 y 55 (MOG,;,: MEVGWYRSPFS-
RVVHLYRNGK) con una pureza superior al 98%
(CIGB, Cuba). El MOG,, , se emulsificé en 200 uL
de adyuvante incompleto de Freund (AIF; Sigma,
EE.UU.), suplementado con Mycobacterium tubercu-
losis (MT, cepa H37Ra; Difco, EE.UU.) a una con-
centracion final de 8 mg/mL. Ademads, los ratones
recibieron una solucion de toxina pertussis (TP; 200 ng
en 100 pL de PBS) por via endovenosa (vena de la
cola), inmediatamente después de la administracién
del encefalitogeno en el dia 0 y luego, en el dia 2.

Preparacién del encefalitégeno inductor de la
encefalomielitis autoinmune experimental

Adyuvante incompleto de Freund mds MT

El contenido de un ampula de MT (100 mg) se trans-
firié a un mortero pequeiio, en el que se redujeron los
agregados de la bacteria de forma paulatina (inicial-
mente de color amarillento), a un polvo fino de apa-
riencia blanquecina mediante el empleo de un pistilo.
Seguidamente, poco a poco y con agitacion, se agre-
garon 12.5 mL de AIF a la MT recién triturada, y la
mezcla se transfirié a un tubo de 50 mL, en agitacion
suave constante a 4 °C. Esta mezcla se puede con-
servar por un periodo maximo de 2 meses de manera
estable a una temperatura entre 2 y 8 °C hasta su uso.
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Péptido MOG,, ,,

El péptido MOG,, ,, se disolvi6 en solucién tampon
fosfato estéril pH 7.4, a una concentracion de 2 mg/mL
(200 pg/100 pL) y posteriormente se filtro (tamano
del poro 0.2 um; Corning, Alemania) en condiciones

estériles.
Emulsién MOG, .: AIF + MT
se afiadio lentamen-

La solucion del péptido MOG,

te en partes iguales en el AIF + MT (v/v) a temperatura
ambiente, y se mantuvo en agitacion mecanica a velo-
cidad media, durante 5 a 10 min. Esto garantiza la for-
macion adecuada de una emulsion de tipo agua/aceite
para lograr la inmunogenicidad de la preparacion.
Posteriormente, la mezcla se transfirio a jeringuillas
de cristal de 5 mL unidas por un puente metalico de
diametro 16 G, evitando la inclusién de burbujas de
aire durante el proceso. Después de aproximadamen-
te 5 a 8 ciclos de transferencia de la emulsion entre
ambas jeringuillas, el puente se sustituyd por otro de
diametro 18 G y se repiti6 el proceso hasta su mejor
consistencia. Para verificar la formacion apropiada
de la emulsion se dejo caer una gota en una placa de
Petri que contenia solucion tampoén fosfato. A conti-
nuacion, se envolvieron las jeringuillas en papel de
aluminio y se mantuvieron a 4 °C durante la noche. Es
recomendable preparar la emulsion aproximadamente
12 h antes de su uso, para garantizar que no ocurra su
ruptura (no se debe separar en fases).

Para la inmunizacion se cargaron jeringuillas plas-
ticas de 1 mL con la cantidad de emulsién requerida
por animal (200 pL), directamente de la jeringuilla de
cristal mediante del puente metalico.

Preparacién de la toxina pertussis

LaTP (aislada de Bordetella pertussis, Sigma, EE.UU.)
se prepard 24 horas antes de la inmunizacion. Se di-
solvieron 200 ng de TP en 100 pL de solucién tampoén
fosfato estéril pH 7.4, y se conservo a 4 °C hasta su
uso, para prevenir la muerte de los animales asociada
con el empleo de TP recién preparada. Se inyectaron
200 ng totales de TP en cada inyeccion.

Evaluacién del modelo

Monitoreo clinico de la encefalomielitis
autoinmune experimental

Diariamente se monitore6 la severidad clinica de la
enfermedad en los tres grupos experimentales, a la
misma hora, a doble ciegas, por un observador entre-
nado, a partir del dia 0 y hasta el dia 28 luego de la
induccion. La manipulacion del animal durante la eva-
luacion se realizo minimizando el estrés y la sobre-
excitacion por factores ambientales como el ruido, el
dolor y el calor. Se empleo la siguiente escala, confec-
cionada a partir de lo referido por otros autores para
este modelo [14, 15]: 0, No hay signos clinicos detec-
tables; 0.5, Postura encorvada o marcha irregular lige-
ra; 1, Pérdida ligera del tono de la cola o paraparesis
(debilidad) ligera de uno de los miembros posteriores;
1.5, Pérdida parcial del tono de la cola y paraparesis
(debilidad) ligera de ambos miembros posteriores; 2,
Paralisis completa de la cola; 2.5, Paralisis completa
de la cola con debilidad marcada de ambos miembros
posteriores y ligera caida del tren posterior; 3, Parali-
sis parcial (hemiparalisis) de los miembros posterio-
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res, el animal se arrastra; 3.5, Paralisis completa de
los miembros posteriores, sin movimiento residual de
las extremidades; 4, Paralisis completa de los miem-
bros posteriores con debilidad de los miembros an-
teriores; 4.5, Moribundo y 5, Muerto. Se calculd el
indice clinico promedio de cada grupo, a partir de las
puntuaciones individuales, y se determiné el indice
clinico maximo de cada animal durante el estudio.

Medicién del peso corporal

Diariamente se efectud la medicion del peso corporal
de los animales del grupo control negativo y del grupo
afectado con EAE, a la misma hora, a partir del dia 7 y
hasta el dia 28 después de la induccion, con el empleo
de una balanza analitica (Denver Instrument XP-3000,
EE.UU.). Para describir el comportamiento de esta va-
riable, se calcul6 la diferencia entre el peso diario de
cada animal respecto al peso que tenia el dia inicial del
estudio, y se expresé como la media de cada grupo.

Evaluacién de citocinas efectoras y reguladoras

A los 18 dias de la induccion de la enfermedad, se
realizaron determinaciones por reaccion en cadena
de la polimerasa en tiempo real cuantitativo (qQPCR)
en los grupos control negativo y el afectado con EAE
(2 animales de cada uno). Se evaluaron tres réplicas
por cada gen de citocina y el gen de expresion endo-
gena (B-actina). Se extrajo el ARNm a partir del tejido
cerebral, segin el método descrito por Lech y cols.
[16]. Se utilizoé un sistema de deteccion SYBR Green
Dye en el termociclador de reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real Light Cycler 480 (Roche,
Mannheim, Alemania). Todas las etapas técnicas se
realizaron de acuerdo con las Guias de informacion
minima para publicacién de experimentos de qPCR
(MIQE) [17]. Para la cuantificacion relativa, se utilizd
la siguiente formula [18]:

Valores relativos (unidades arbitrarias) = 2745
= 9 ((Cy gen blanco - C1 gen endégeno) - ACy)

donde:

CT representa el niimero fraccional de ciclos en el
que la cantidad de gen blanco amplificado alcanza el
umbral preestablecido; ACT representa la diferencia
entre los umbrales de ciclos para los genes blanco y de
referencia (véase para mas detalle [18]).

La amplificacion inespecifica se controlé mediante
la evaluacion de los genes de interés, con respecto al
gen de referencia (B-actina). Los oligonucledtidos ce-
badores especificos empleados a 300 nM (Metabion,
Martinsried, Alemania; tabla) se disefiaron mediante
un tamizaje de especificidad in silico empleando el
programa BLAST [19].

Estudio ultraestructural por microscopia
electrénica de transmisién

Al finalizar el periodo de estudio, se escogieron alea-
toriamente y se sacrificaron por dislocacion cervical
tres animales por cada grupo (del control negativo y
de los afectados con EAE), a los que se les realizo una
diseccion para tomar muestras de la médula espinal.
Las muestras se fijaron en solucion de glutaraldehido
o paraformaldehido (1 y 4%, respectivamente, Po-
lysciences, EE.UU.) durante 1 h a 4 °C, lavadas en
cacodilato de sodio 0.1 M pH 7.4 (BDH Chemicals,
Inglaterra), y fijadas luego en tetroxido de osmio al
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1% (Agar Scientific, EE.UU.), durante 1 hora a 4 °C.
Posteriormente se deshidrataron en etanol (BDH Che-
micals, Inglaterra) a concentraciones crecientes (30,
50, 70 y 100%), durante 10 min cada vez, a 4 °C.
Lainclusion se realizé segun lo descrito por Spurr [20].
Las secciones ultrafinas (de 40 a 50 nm) obtenidas
con un ultramicrétomo (NOVA, LKB, Alemania) se
colocaron sobre rejillas de niquel (Agar Scientific,
EE.UU.) de 400 orificios, tefiidas con una solucion sa-
turada de acetato de uranilo (Polysciences, EE.UU.) y
citrato de plomo (Agar Scientific, EE.UU.). Luego se
examinaron con un microscopio electronico de trans-
mision (JEOL/JEM 2000 EX, Japon). En este estudio
se analizaron 100 microfotografias.

Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Prism Inc., EE.UU.).
Los datos se expresaron como la media + error estan-
dar de la media (E.E.M.), excepto para la variacion del
peso corporal, el cual se describe como la media por
cada grupo. Para la comparacion estadistica entre los
grupos experimentales, se utilizd la prueba no para-
métrica U de Mann-Whitney. En todos los analisis se
empled un nivel de significaciéon menor de 0.05 y un
intervalo de confianza del 95%.

Resultados y discusion

La evaluacion de los signos clinicos es la variable
principal de respuesta en el desarrollo del modelo de
EAE, util para la identificacion de posibles candidatos
terapéuticos [21]. Por tal razon, es fundamental que
el investigador conozca en detalles como realizar la
exploracion clinica del animal segun la escala selec-
cionada. La debilidad en la zona distal de la cola y la
marcha irregular son las sefiales iniciales de la afecta-
cion del sistema nervioso central. Para apreciar la mar-
cha irregular se deben observar los ratones sobre una
superficie plana. Durante la marcha, los ratones sanos
se desplazan con el abdomen en paralelo a la superficie
horizontal. En cambio, los animales enfermos tienden
a adoptar una posicion encorvada y se aprecian irregu-
laridades en la marcha, fundamentalmente en las patas
traseras. Durante la evaluacion clinica, también se pue-
den suspender los ratones en el aire por la cola (reflejo
de extension). Si en esta posicion se observa retraccion
de alguna de las extremidades posteriores hacia la re-
gion abdominal, es una sefial inicial de la enfermedad,
ya que se asocia con procesos patologicos en las vias
motoras espinales, incluyendo la degeneracion axonal
[22, 23]. La afectacion de este reflejo defini6 el dia a
partir del cual comenzaron a desarrollarse los signos
clinicos de la enfermedad, explorados a partir de ese
momento utilizando la escala cuantitativa.

Otra prueba de utilidad es la observacion de los re-
flejos posturales. Para ello se voltea al animal sobre la
region dorsal. Los animales sanos se incorporan mas
rapidamente que los animales enfermos, que pueden
llegar a perder totalmente este reflejo con el incremen-
to de la severidad de la EAE.

La figura 1A representa el indice clinico promedio
de cada grupo experimental por dia. En los animales
enfermos, los signos clinicos comenzaron a manifes-
tarse el dia 8 posterior a la induccion. En el mode-
lo desarrollado por nuestro grupo, la EAE se inicia
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Tabla. Secuencia de oligonucleétidos cebadores empleados para la cuantificacion de

citocinas efectoras y reguladoras

Gen Ubicacién Secuencia del cebador (5'-3’) ID
IL-17 sentido TGAGCTTCCCAGATCACAGA NM_010552
antisentido TCCAGAAGGCCCTCAGACTA
IL-6 sentido TGATGCACTTGCAGAAAACA NM_031168
antisentido ACCAGAGGAAATTTTCAATAGGC
IFN-y sentido ACAGCAAGGCGAAAAAGGAT NM_008337
antisentido TGAGCTCATTGAATGCTTGG
IL-1B sentido TGTGAAATGCCACCTTTTGA NM_008361
antisentido GGTCAAAGGTTTGGAAGCAG
TNF-a sentido CCACCACGCTCTTCTGTCTAC NM_013693
antisentido AGGGTCTGGGCCATAGAACT
Foxp3 sentido TGGCAGAGAGGTATTGAGGG NM_054039
antisentido CTCGTCTGAAGGCAGAGTCA
IL-10 sentido ATCGATTTCTCCCCTGTGAA NM_010548
antisentido TGTCAAATTCATTCATGGCCT
TGF-B sentido GGAGAGCCCTGGATACCAAC NM_011577
antisentido CAACCCAGGTCCTTCCTAAA
B-actina sentido GGTCACGCTCAGCTCTCC NM_009898
antisentido ATAGCACTGGTCAGCCTTGG

tempranamente, en el periodo descrito por otros auto-
res: entre los dias 7 y 14 después de inmunizados los
animales [26, 27]. Se logrd alcanzar un indice clinico
maximo de 3.5, que evidencia la instauracion de la en-
fermedad, y se mantuvo hasta el final del estudio, de
acuerdo con la forma cronica progresiva de la EAE,
descrita por Amor y cols. [28].

Segutin los criterios de Vogel y cols. [29], como parte
de la generacion de un modelo experimental relevante
para una enfermedad dada, es necesario determinar el
efecto de los farmacos utilizados en la practica clinica,
asi como caracterizar los mecanismos moleculares sub-
yacentes y que remedan los procesos fisiopatologicos
que ocurren en los pacientes. La hidrocortisona forma
parte del grupo de esteroides que se han usado en los
ultimos 50 aflos para el tratamiento de los eventos de
recaida en los pacientes con EM, definida como dis-
funcion neurologica de severidad leve o incapacitante,
que dura mas de 24 horas [30]. El efecto positivo de la
hidrocortisona sobre la sintomatologia clinica de los
animales con EAE (Figura 1 A), se corroboro en la com-
paracion estadistica (Figura 1B). En la figura 1C se
muestra el indice maximo alcanzado por cada animal en
la escala clinica. Los animales del grupo afectado con
EAE mostraron puntajes clinicos altos, lo cual es una
evidencia clinica del establecimiento y evolucion de
la enfermedad; mientras que los animales tratados con
hidrocortisona mostraron una mejoria apreciable con
respecto a los animales enfermos. Estos resultados in-
dican que el modelo generado posee un valor clinico
que permite establecer una correlacion adecuada para
estudios preclinicos de nuevos farmacos contra la EM.

El peso corporal es una variable que ofrece infor-
macion relacionada con el grado de deterioro neuro-
logico del animal. La figura 2 muestra la disminucién
del peso corporal de los animales del grupo afectado
con EAE, a partir del dia 11 del estudio. La variacion
critica ocurre entre el dia 12 y el 17 posterior a la in-
duccidn, en correspondencia con el periodo en que la
severidad de la enfermedad comienza a aumentar. A
partir del dia 17 comienza la recuperacion del peso cor-
poral, pensamos que como consecuencia del desenca-
denamiento de mecanismos fisiopatologicos compen-
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Figura 1. Evolucién clinica de los ratones sanos (grupo control negativo), los animales inmunizados con el encefalitégeno y los tratados con solucién tampén fosfato
(grupo afectado con EAE) o tratados con hidrocortisona (1 mg/kg, por via s.c.). Se calculé el puntaje clinico promedio por grupo (A), asi como el drea bajo la curva
obtenida (unidades arbitrarias; B) y el puntaje clinico maximo alcanzado por cada animal (C) a partir de una escala publicada previamente [24, 25]. Los resultados
se expresaron como la media * error estandar de la media (n = 10 para todos los grupos). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas segun la

prueba U de Mann-Whitney (**p < 0.01).

satorios del organismo, que tratan de atenuar el dafno
originado, y a su vez reflejan la heterogeneidad de esta
enfermedad. En algunas etapas, la evaluacion clinica
no remeda o no sustituye la molecular, por lo que se
explord la variable peso corporal solo de una forma
descriptiva. Se sugiere que el peso corporal tiene una
correlacion clinica marcada en el periodo inicial de
instauracion de los signos clinicos, donde su variacion
con respecto al peso inicial es negativa. Sin embargo,
una vez que la enfermedad alcanza la etapa cronica, se
pierde la correlacion entre los signos clinicos y el peso
corporal, y alcanza una variacion desigual pero siem-
pre positiva. En el grupo control negativo se mantuvo
una variacion positiva sostenida durante el estudio, y
por encima, en los animales enfermos.

La disminucion del peso corporal en el grupo EAE
puede tener diferentes causas. El deterioro motor que
sufren los animales puede limitar su acceso al alimen-
to en la caja, por lo que esta variable pudiera ser una
evidencia de la severidad de la enfermedad. Otra causa
probable esta relacionada con la disminucion del ape-
tito, que se ha asociado con los efectos de la leptina
en este modelo animal [31]. La leptina es un péptido
hormonal producido por los adipocitos, que participa
en la regulacion del balance energético y la toma del
alimento en el organismo [32]. Entre sus multiples
acciones, inhibe la sensacion de hambre en el hipo-
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Figura 2. Comportamiento del peso corporal de los ratones a
partir del dia 7 y hasta el dia 28 después de la inmunizacién.
La variacién diaria del peso de cada animal se calculé con
respecto al peso del dia inicial del estudio, y los resultados se
expresaron como la media del peso del grupo por dia.
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talamo, y consecuentemente disminuye la ingesta, y
estimula los nervios simpaticos, los cuales incremen-
tan la actividad metabolica y el gasto de energia [32].
El aumento de las concentraciones de leptina en san-
gre una vez inducida la EAE, se correlaciona con el
decremento del peso corporal durante una parte del
proceso autoinmune [33].

La evaluacion por qPCR del patrén de citocinas
expresado durante el establecimiento de la EAE, asi
como los hallazgos histologicos del estudio por mi-
croscopia electronica de trasmision, contribuyeron a
demostrar la generacion de este modelo experimental.

Los resultados demuestran que los animales enfer-
mos presentaron una elevada expresion del gen de
IL-17, en concordancia con lo descrito por otros autores
para este modelo [34]. Los estudios de Langrish y cols.
comparando ratones IL-12p357- e IL-23p 197~ demostra-
ron que las células Th17 eran responsables de esta afec-
cion [35]. Otras evidencias sobre el papel de las célu-
las Th17 en la fisiopatologia de la EAE se mostraron
en ra-tones deficientes de los factores transcripcionales
T-bet”y STAT67, carentes de células Th1y Th2, respec-
tivamente [24]. Existen evidencias que involucran las
células Th17 como efectoras en esta enfermedad [25].

Otras citocinas efectoras (factor de necrosis tumo-
ral alfa (TNF-a), IL-1p, IL-6; IFN-y), marcadores de
células Treg naturales (Foxp3) y adaptativas (factor
de crecimiento transformante beta, TGF-) reflejaron
que los animales con EAE se caracterizaban por una
modulacion positiva de citocinas efectoras proinfla-
matorias y, en consecuencia, una respuesta reguladora
aumentada como mecanismo homeostatico para res-
tablecer el balance efector-regulador de la respuesta
inmune (Figura 3).

El analisis ultraestructural por microscopia elec-
tronica de trasmision de la médula espinal en el gru-
po control negativo mostr6 la presencia de vainas de
mielina con estructura compacta y densa, mientras
que no se observaron signos de dafio axonal (Figura
4A). En los animales del grupo con EAE (Figura 4B),
la mayoria de los axones presentaron una pérdida de
la continuidad en las capas de la vaina de mielina. Te-
niendo en cuenta que la desmielinizacion es una de
las caracteristicas fisiopatologicas de la EM [36], ¢
incluso uno de los blancos farmacologicos de mayor
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Figura 3. Niveles de expresién de citocinas efectoras (IL-17, IL-6, IFN-y, IL-1B y TNF-0) y reguladoras (Foxp3, IL-10 y TGF-B), medidos por reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real a partir del ARNm cerebral, el dia 18 posterior a la induccién. La cuantificacién relativa se realizé mediante la formula 2 —22¢ empleando
el gen B-actina como control de expresion endégena. Los valores estan expresados como la media = error estandar de la media. Los asteriscos indican diferencias

estadisticamente significativas segoun la prueba U de Mann-Whitney (*p < 0.05, **p < 0.01).
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relevancia [37], nuestros resultados confirman que el
modelo experimental generado es una herramienta
robusta para los estudios mecanisticos y de evaluacion
preclinica en la EM.

Conclusiones

Se gener6 un modelo de EAE cronico y progresivo en
ratones C57BL/6, cuyas manifestaciones de los signos
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clinicos comenzaron a partir del dia 8, y se mantu-
vieron de forma progresiva hasta el dia 28 después
de la inmunizacion. Los animales alcanzaron un pun-
taje clinico maximo elevado durante el desarrollo de
la EAE, y se observo una correspondencia entre los
signos clinicos, la evaluacion molecular y el analisis
ultraestructural, que evidenci6 la desmielinizacion y
el daflo axonal en la médula espinal.
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