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Resumen

La Lesion de Médula Espinal (LME) es una patologia grave que causa un dafio que conduce a cambios
irreversibles en el sistema nervioso central, provocando con ello una elevada discapacidad y morbilidad
en las personas que la padecen, asi como disminucion en su esperanza de vida. Como consecuencia del
dafio primario en la médula espinal se desencadena un proceso inflamatorio en el que interviene el
sistema inmunoldgico (Sl), que mantiene este estado inflamatorio de forma prolongada en el tiempo. Se
han demostrado alteraciones en el sistema inmune tanto innato como adaptativo, durante una primera
fase aguda, y existen diferentes estudios que demuestran que estas alteraciones se mantienen durante
una fase cronica de la enfermedad. En otras patologias de base inmunolégica se ha evidenciado una
senescencia prematura del SI como consecuencia de este estado inflamatorio cronico. La hipétesis de
este trabajo establece que los pacientes con LME presentan un estado de envejecimiento prematuro del
S|, y concretamente del compartimento linfocitario T. Se realiza una caracterizacion de los linfocitos T
cooperadores (Th) y citotoxicos (Tc) en células mononucleares de sangre periférica (PBMCs), obtenidas
de muestras de sangre de pacientes con LME en estado crénico y controles sanos. Los resultados
obtenidos muestran alteraciones en el compartimento linfocitario T de pacientes con LME crénica, con un
estado linfocitario altamente diferenciado, una pequefia disminucion del receptor coestimulador CD28,
una disminucién de la poblacién de linfocitos T no activados apoptéticos, un aumento de la poblacion de
linfocitos T activados apoptéticos y un aumento de las células T reactivas especificas contra MBP. Esto se
traduce en un envejecimiento del Sl en estos pacientes con LME, que podria provocar una disfuncion
inmunitaria que conllevara la aparicion de infecciones y predispusiera al desarrollo de una enfermedad
autoinmune.
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Introduccién

La LME es una condicion médica grave que afecta cada afio a 2500.000-500.000 personas en todo el
mundo , y que causa una elevada discapacidad y morbilidad en la gente que la padece, con su consecuente
consumo de recursos sanitarios y sus elevados costes socioecondmicos, puesto que se produce como
consecuencia de un dafio en los nervios que se situan dentro del canal espinal, afectando total o
parcialmente a la zona, y produciendo una interrupcion en las conexiones nerviosas entre el cerebro y el
resto del organismo, generando con ello alteraciones de la funciéon motora, sensitiva o autonoma, que
repercute en la calidad de vida de la persona afectada[1]. La etiologia de la LME es variada, y en general
la causa mas comun es la traumatica [2].

La LME es una enfermedad dinamica, que se puede dividir en dos fases independientes, la fase aguda y la
cronica. La aguda es la fase mejor conocida, en la que se produce el dafio inicial y la extravasacion celular
hacia la zona afectada, y con ello el inicio del proceso inflamatorio, acompafiado del dafio nervioso.
Posteriormente la enfermedad evoluciona hacia una fase cronica, la cual ha sido menos estudiada, y en la
que se sabe que existe una disfuncion del SI a nivel sistémico, continuando ademas el estado inflamatorio
en la zona de la lesion [1].

En relacion al SI también se ha visto que este sistema sufre alteraciones, quizas debido a que se ve
afectada la continua interaccion entre el SI y el sistema nervioso (SN). Se sabe que los drganos linfoides
se encuentran altamente inervados por el sistema nervioso simpatico (SNS)[3], permitiendo una
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regulacion de los diferentes componentes de este sistema, entre los que se encuentra un tipo celular muy
importante y que se cree que se ve afectado durante la patogenia de esta enfermedad, que es el
compartimento de linfocitos T [4, 5].

El SI es un sistema complejo formado por un conjunto de células y procesos bioldgicos, capaces de
defender al organismo mediante una respuesta coordinada. Entre los diferentes tipos celulares se
encuentran los linfocitos, que reconocen antigenos extrafios especificamente y son capaces de responder
contra ellos. Existen dos ramas, por un lado los linfocitos B (LB), encargados de reconocer antigenos
solubles extracelulares y de la superficie celular, y por otro lado los linfocitos T (LT), que constituyen
entre el 60 y el 80 % de los linfocitos sanguineos periféricos, y que se encargan de reconocer antigenos
provenientes del espacio intracelular (mediante una presentacion previa). Son las células mas relevantes a
la hora de dirigir la respuesta inmune, tanto a nivel humoral en la secrecién de anticuerpos, como
directamente a nivel citotdxico. Ambos tipos celulares forman parte de un tipo de defensa, la defensa
especifica, que permite actuar contra antigenos concretos, previamente reconocidos y procesados por el
resto de componentes que forman parte de este tipo de respuesta, entre las que destacan las células
dendriticas [6]

Para el correcto funcionamiento de esta respuesta se ha visto que el compartimento linfocitario T es un
compartimento dinamico, donde se pueden encontrar diferentes tipos de LT, entre los que destacan los
linfocitos T citotoxicos (Tc), con marcadores especificos en su superficie, como el CD8, y que actiian
directamente en la destruccion del antigeno , y los cooperadores (Th), con el marcador de superficie CD4,
que actian indirectamente sobre la destruccion del antigeno, regulando la respuesta contra el mismo. El
LT reconoce un antigeno (presentado), y en este contexto se activa tras recibir sefiales intracelulares
debido a la ocupacion de sus receptores frente al antigeno, de sus correceptores (CD4 o CDS) y sus
receptores coestimuladores, como es CD28, iniciandose asi una transmision de informacion hacia la
célula presentadora del antigeno, que desencadena todo el proceso [6]. Dentro de estos tipos de linfocitos
T ademas encontramos diferentes subpoblaciones, con una funcion y estado de diferenciacion distinta, y
que se pueden definir a través de marcadores especificos de superficie, como son CD45RA y CD27. Con
ello se fijan cuatro subtipos funcionales diferentes: por un lado las células naive (CD45RA+CD27+), que
son células que circulan por sangre y tejidos linfoides, que nunca han entrado en contacto con el antigeno
extrafio, las células memoria efectora (CD45RA-CD27-), que surgen cuando un LT naive entra en
contacto con un antigeno especifico, y que ademas se pueden a su vez subdividir en EM3 (con
caracteristicas de célula efectora ,CD28-) y EM4 (con caracteristicas de célula memoria CD28+), las
células memoria central (MC, CD45RA-CD27+), que son células circulantes que sirven de “memoria del
SI, a las que se diferencian linfocitos T tras el declive de la concentracion de antigeno, y las células
memoria efectora terminada (CD45RA+CD27-), que son los linfocitos mas diferenciados con un fenotipo
de senescencia, y donde encontramos también subdivisiones, destacando las pE (CD28-), que no
presentan una diferenciacion total [1,7].

Para mantener unos niveles fisiologicos de las distintas subpoblaciones linfocitarias T acordes a las
necesidades del organismo, el sistema inmunoldgico posee un proceso regulador, que es el proceso de
apoptosis, que permite disminuir los niveles de estos subtipos de linfocitos cuando un proceso
inflamatorio cesa, o para intentar acabar con algunos tipos de microorganismos intracelulares. Sin
embargo, también regula la muerte de algunos linfocitos para evitar reconocimiento de antigenos propios
no dafinos y con ello impedir la aparicion de procesos de autorreactividad.

En este sentido la respuesta antigeno especifica es un proceso muy especializado que debe ser regulado de
una forma muy fina, sobre todo a nivel de iniciacion y finalizacion de la respuesta, pero sin embargo se ha
visto que la edad juega un papel primordial, ya que con el paso del tiempo progresivamente se va
produciendo un declive en la regulacion de esta respuesta [8]. Debido a esta desregulacion del sistema
inmune ocasionado por el envejecimiento, este va entrando en un estado de senescencia, que repercute en
un estado inflamatorio crénico, y que genera alteraciones sobre el funcionamiento normal del SI, como
por ejemplo: una disminucion en el repertorio antigénico (como consecuencia de una disminucion del
repertorio de TCR), una peor respuesta frente a antigenos externos, disminucion de la tasa de apoptosis,
una disminucion de la proliferacion celular, la aparicion de reacciones frente a antigenos propios...etc , y
también se producen cambios a nivel fenotipico en las células, como la pérdida progresiva de marcadores
de superficie como CD28, que hace que se produzca una acumulacion de células CD28", y que provoca
problemas para su activacion, reduce su capacidad de produccion de IL-2 (necesaria para la proliferacion
del linfocito), y se reduce la susceptibilidad al proceso de apoptosis, todo ello llevando a un estado de
activacion parcial e incluso anergia [1]. Todas estas alteraciones favorecen un estado de
inmunodeficiencia, que por un lado impide la generacién de una memoria inmunolégica efectiva, lo que
hace que la respuesta a vacunas no sea del todo efectiva, y permite la aparicién de infecciones y de
enfermedades “asociadas a la edad”, como son el sindrome metabodlico, la ateroesclerosis, enfermedades
neurodegenerativas etc, y con sus correspondientes riesgos para la salud y su impacto socioecondmico
[8,9].



Ademas, existen estudios que sostienen que en pacientes con LME cronico, como consecuencia del
estado inflamatorio cronico, la desregulacion del sistema inmunoldgico y el constante contacto con
antigenos propios del sistema nervioso central (como consecuencia de la destruccion neuronal), pueden
aparecer procesos de autoreactividad frente a proteinas propias, como la proteina basica de mielina
(MBP), proteina encargada de la transmision de los potenciales de accion a lo largo del axon [10,11].

Nuestra hipotesis establece que los pacientes con LME presentan un estado de envejecimiento prematuro
del SI, y concretamente del compartimento linfocitario T. Estas alteraciones pueden ser las responsables
de que los pacientes con LME crénica tengan un sistema inmunolégico deteriorado, inmunodeprimido,
que provoque alteraciones en procesos de regulaciéon como la apoptosis u ocasione la aparicion de
procesos de autorreactividad. Por ello, se propone el compartimento linfocitario T como posible diana
terapéutica para poder mejorar el estado de los pacientes con esta enfermedad.

El objetivo de este trabajo es estudiar el grado de envejecimiento del compartimento linfocitario T de
pacientes con LME, y para ello se estudiard la expresion del marcador CD28 en el compartimento
linfocitario T, se medira la tasa de apoptosis, y la respuesta autorreactiva de estos linfocitos, a través de la
determinacion de la produccion de IFNy en respuesta a la proteina basica de mielina (MBP).

Material y métodos

Poblacion de estudio y obtencion de las muestras

La poblacion de estudio incluye un total de 17 pacientes diagnosticados de lesion de médula espinal
(LME) (con un afio o mas de duracion de la enfermedad), que acuden anualmente a una revision al
Hospital de parapléjicos de Toledo, y donde se han dividido en dos grupos, pacientes de mas de 15 afios
de evolucion de la enfermedad y pacientes con menos de 15 afios, y un total de 7 pacientes sanos, sin
LME. Para llevar a cabo el estudio de la poblacion, esta debe de cumplir una serie de caracteristicas, que
son: 1) Poseer una edad superior a los 18 afios o inferior a los 55. 2) No padecer afectaciones graves a
nivel renal, cardiaca o hepatica. 3) No haber padecido una enfermedad autoinmune sistémica u drgano
especifico. 4) No haber sufrido una neoplasia. 5) No tener antecedentes familiares directos con
enfermedades desmielinizante. 6) No padecer un deterioro general del organismo por factores
independientes de la LME. 7) No haber sido medicado con esteroides, inmunosupresores o cualquier tipo
de droga con actividad sobre el sistema inmunolodgico, durante el afio previo a la inclusion al estudio. 8)
No estar embarazada. 9) No padecer en el momento de inclusion una enfermedad cronica o activa
independiente de la LME.

Las muestras de ambos grupos se extrajeron por venopuncion antecubital, en tubos de heparina-litio, y se
conservaron a 4°C hasta su entrega, en el laboratorio de Medicina individualizada trasnacional en
inflamacion y cancer, situado en el departamento de medicina y especialidades médicas de la facultad de
medicina de la Universidad de Alcala, en un tiempo inferior a 4h, para evitar su deterioro. En el caso del
grupo de personas con LME esta extraccion se realizé en el hospital de parapléjicos de Toledo, mientras
que en el caso del grupo de controles voluntarios la extraccion se realizd en el hospital Principe de
Asturias de Alcala de Henares.

Reactivos y anticuerpos

a) Reactivos.- Estaurosporina S5921 (Sigma-Aldrich), T cell expander (Invitrogen), proteina basica de
mielina (MBP), anti-CD28 (Novus), IFNy Catch Reagent e IFNy Detection Antibody-FITC (Miltenyi
Biotec), 7AAD, Hepes (BioWhittaker)

b) Anticuerpos.- CD3-PerCP, CCR7-PE-Cy7, CD45RA-APC, IL-17A-FITC, IL-2-FITC, TNFa-PE, IL-9-
PerCP-Cy5.5, IFNa-A700, CD56-PE, CD27-PE, CD4-PerCP, CD4-APC, CD19-APC, CD3-APC (BD
Bioscience), CD27-A780, Anexina V-FITC (eBioscience), CD25-PE, CD4-PE (Invitrogen), IL- 10-PE
(BioLegend) y la sonda de exclusion vital Aqua-560/20 (Invitrogen).

Separacion y contaje de la poblacién de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Se lleva a cabo mediante el uso de Ficoll-Hypaque (LymphoprepTM, Axis-Shield, Oslo, Noruega),
afiadiendo 10 ml a 30ml de sangre extraida a través de una centrifugacion por gradiente de densidad
durante 45°, con el fin de separar eritrocitos de las células mononucleares. Una vez obtenidas las células
se resuspenden en medio RPMI 1640 (BioWhittaker), suplementado con 25 mM Hepes (BioWhittaker) y
los antibidticos penicilina-estreptomicina al 1% (Lonza). Ademas se le suplementa con suero,
diferenciando entre suero fetal bovino (FBS) al 10% y suero humano (SAB, H5667, Sigma-Aldrich) al
5% (obteniendo dos medios RPMI diferentes).

Una vez resuspendidas se realiza el contaje celular para conocer la concentraciéon, mediante microscopia
optica convencional, a través de una camara de Neubauer. Para poder ademas observar la viabilidad
celular se realiza una diluciéon previa con Azul de Tripan 0.1 % (incluyendo solo aquellas células sin



colorante azul). Una vez obtenida la concentracion de células vivas/viables estas se conservan en nevera y
en oscuridad a 4°C hasta su uso.

Deteccion del porcentaje de células apoptéticas

Para medir el porcentaje de células en un estado de muerte celular programada se lleva a cabo el uso de
Anexina V-FITC, analizando el porcentaje de células marcadas con esta proteina. El porcentaje de muerte
celular se mide en cuatro condiciones diferentes, por un lado a tiempo cero (en estado basal), y por otro
lado tras 18h de incubacion, en condiciones de: Sin estimulacidn, es decir apoptosis espontanea, apoptosis
inducida con estaurosporina 0,5 mM, y linfocitos estimulados con T cell expander (TCE). En todas las
condiciones se utiliza una concentracion de 1 x 10 céls/ml.

La condicion basal a tiempo cero se realiza el mismo dia de la obtencion de las células, mientras que para
las otras tres condiciones se prepara una placa de 96 microwells con las células a la concentracion
indicada, y se incuba durante 18h a 37°C, 5% CO2 en la estufa.

Para poder llevar a cabo la medicién se realiza primero un marcaje con anticuerpos monoclonales
conjugados con diferentes tipos de fluorocromos, como son PerCP, APC y FITC (como se muestra en la
tabla 1). Tras ello se deja en oscuridad durante 20 min en nevera, se lava (sin PBS), se decanta y se
resuspende en 200 microlitros de hepes (BioWhittaker) y se le afiade 2 microlitros de Anexina V-FITC
(eBioscience). Tras ello se incuba 10 min a 4°C en nevera, estando ya listo para adquirir en el citometro
FACSCalibur. A las 18h de incubacion se sigue los mismos pasos de apoptosis basal para las otras tres
condiciones, que son medio, estaurosporina y TCE.

Tubos FITC PE PerCP APC
1 Anexina V CD25 CD3 CD4
2 Anexina V CD56 CD3 CD19
3 Anexina V CD27 CD4 CD45RA
4 Anexina V CD27 CD8 CD45RA

Tabla 1.- Tabla de anticuerpos utilizados para la deteccion de células apoptdticas.

Analisis de la senescencia linfocitaria T

Para el estudio del fenotipo de linfocitos T se utilizaron 0.5 millones de células. Para poder llevar a cabo
el analisis se realiza primero un marcaje con anticuerpos monoclonales conjugados con diferentes tipos de
fluorocromos, como son PerCP, PECy7, APC, PE, y Alexa (como se muestra en la tabla 2). Tras ello se
deja en oscuridad durante 20 min en nevera, y finalmente se lava, resuspende en buffer y se adquiere en el
citometro FACSAria con el programa FACSDIVA.

0,5 M céls PerCP PECy7 APC Alexa 700 | APC-ALEXA 700 | Alexa 405
Anticuerpo CD4 CD 28 CD45RA CD3 CD 27 CD 38
microlitros 10 2,5 10 7,5 35 5

Tabla 2.- Tabla de anticuerpos utilizados para la deteccion de senescencia de linfocitos T

Cuantificacion de linfocitos T reactivos frente a la proteina basica de mielina

Para la cuantificacion de linfocitos T reactivos frente a MBP se utilizaron PBMCs a una concentracion de
1 x 10° céls/ml, resuspendidas en medio y suplementado con suero SAB (suero humano AB) al 5%. El
porcentaje de secrecion de IFNy con el que se ve la reaccion frente a MBP se analiza en 5 condiciones
diferentes: sin estimulo, con la proteina MBP (10 mg/ml), con el estimulador de LT ,T cell expander, con
la sefial coestimuladora CD28 (1 mg/ml) y con ambas sefiales juntas (MBP+CD28). Para ello se prepara
una placa macrowell de 48 pocillos, se utiliza en cada condicion 1 millon de células y se deja incubando
18 horas a 37°C, 5% de CO2.

Tras las 18 horas se realiza el anélisis, mediante un ensayo de medicion de citoquinas denominado IFNy
Secretion Assay (Miltenyi Biotec, Detection kit).



En primer lugar se utiliza un anticuerpo de captura (IFNy Catch Reagent), y se incuba en rotacion
continua y lenta en la maquina MACSmix, durante 45 min a 37°C, 5% de CO2 en el incubador (periodo
en el que se produce la secrecion de IFNy). Tras esta incubacion se lava y se incuba con IFNy Detection
Antibody (FITC) y CD4-PE, CD3-APC en frio y en oscuridad durante 10 min. Finalmente se lava, se
resuspende en buffer frio y se le afiade 100 microlitros de 7AAD (para detectar las células muertas),
dejando incubar 2 minutos. Finalmente se adquiere en el citometro FACSCalibur.

Analisis de datos

Los datos se adquieren por citometria de flujo y se analizan a través del programa informatico Flowj
(Tree Star, Inc., Ashland, OR, EEUU). Con todos los datos se lleva a cabo la creacion de una base de
datos a través del programa Excel (2013). Para la representacion grafica de los datos se utiliza el
programa SigmaPlot (version 11.0) y para todo el analisis estadistico se utiliza el paquete estadistico IBM
SPSS Statistics (version 23). Para observar significacion al comparar datos se utiliza el test estadistico no
paramétrico U de Mann Whitney, y se considera significativo aquellos resultados en los que la
probabilidad aleatoria (p) es menor de 0.05.

Resultados

Analisis de la senescencia linfocitaria T

En primer lugar, se realizo un estudio de la senescencia celular en el compartimento linfocitico T,
mediante el analisis de la distribucion de las diferentes subpoblaciones de linfocitos CD4+ y CD8+,
gracias a los marcadores de superficie CD27 y CD45RA. No se observaron diferencias significativas en la
distribucion de linfocitos CD4+ y CD8+, entre controles y pacientes con LME (datos no mostrados).

Tras este analisis de diferenciacion celular, se estudid este proceso de senescencia en funcion del grado de
expresion del marcador de coestimulacion CD28, en linfocitos CD4+ y CD8+. Se observaron diferencias
significativas el en porcentaje de células CD8+CD28+ entre el grupo control y el grupo de pacientes <15
afios (Figura 1).
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Figura 1.- Porcentaje de linfocitos cooperadores CD4+CD28+ y linfocitos citotoxicos CD8+CD28+. Se muestran los
controles sanos (Controles, n=5) en azul, los pacientes de lesion medular <15 afios en verde (LME <15, n=5) y
pacientes de lesion medular >15 afios en naranja (LME <15, n=5). A) Linfocitos CD4+. B) Linfocitos CD8+. *
p<0,05 ** p<0,02 *** <0,01 (indica una diferencia estadisticamente significativa).

Finalmente se realizd un estudio del porcentaje de las subpoblaciones Memoria Efectora EM3-EM4
(CD27-CD45RA-) y EMRA pE (CD27-CD45RA+), en linfocitos CD4+ y CD8+. Se observaron
diferencias significativas en el caso de las células T cooperadoras (CD4+), observandose un aumento del
porcentaje de la subpoblacion EM3(CD28-) en el grupo de pacientes <15 afios con respecto al grupo
control, una disminucioén del porcentaje de la subpoblacion EM4 (CD28+), en el grupo de pacientes <15
afios frente al grupo control, y un aumento de la subpoblacion EMRA pE (CD28-), en el grupo de
pacientes >15 afios frente al grupo control (Figuras 2A,2B,2C). En linfocitos citotoxicos (CD8+) se
observaron diferencias significativas, observandose un aumento del porcentaje de la subpoblacion EM3
(CD28-) en el grupo de pacientes <15 afios con respecto al grupo control, y una disminucion del
porcentaje de la subpoblaciéon EM4 (CD28+) (Figura 2D, 2E).

Estudio de la apoptosis en linfocitos T

En este trabajo se ha realizado un analisis del porcentaje de células apoptoéticas en condiciones de
apoptosis espontanea (sin estimulo) e inducida por activacion (TCE), en linfocitos Th y Tc, activados
(CD25+) o no activados (CD25-), y en funcion de su patron de diferenciacion, mediante la combinacion
de los marcadores CD27 y CD45RA.
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Figura 2: Analisis del porcentaje de la subpoblacion EM3, EM4 y pE en Linfocitos CD4+CD8+. A) EM3 en
linfocitos T CD4+. B) EM4 en linfocitos T CD4+. C) pE en linfocitos T CD4+. +. D) EM3 en linfocitos T CD8+. E)
EM4 en linfocitos T CD8+. F) pE en linfocitos T CD8+. Se muestran los controles sanos (Controles, n=5) en azul,
los pacientes de lesion medular <15 afios en verde (LME <15, n=5) y pacientes de lesion medular >15 afios en
naranja (LME <15, n=5). * p<0,05 ** p<0,02 *** <0,01 (indica una diferencia estadisticamente significativa).

Apoptosis Esponténea Apoptosis Inducida

o TCD4 TcDs
% Zg T CD4 T CD8
‘318 T 60 -
20 50
5 . £
§ 15 §
o w
@ w30+
% 104 > “« » < » s g
g %
= =
" E] | 0 I
L B alf
0 — T T T T T T T T T T T T T T T T T 0 — T — T
28 o R «r«r«r 5 i
G5 I ST S S S S S @w éﬁi ° B ST
FoT Fer Fer KO8 g Foe éh c‘?\" A S e
S o5 go5 IV o5 so8 5 s apsy S GG o
ST S S EC

Figura 3: Analisis del porcentaje de células apoptoticas. En la figura se representa el porcentaje de células
apoptoticas T CD4 (Th), TCD4+CD25+ y TCD4+CD25- en condicién espontanea (Figura a derecha) e inducida
(figura b derecha) y de igual manera en la poblacion CD8+ (Tc), en condicion espontanea (figura a izquierda) e
inducida (digura b izquierda). Se muestran el grupo control en color azul (n=6), los pacientes con LME <15 afios en
color verde (n=5) y pacientes con LME >15 en color naranja (n=5). * p<0,05 ** p<0,02 *** <0,01(indica una
diferencia estadisticamente significativa).
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Figura 4: Analisis del porcentaje de células apoptoticas en los diferentes estados de diferenciacion en
linfocitos T CD4+ y T CD8+. En cada apartado se muestran dos graficas en una, a la izquierda dos
subpopoblaciones linfocitarias con su correspondiente escala, mientras que a la derecha se
representan otras dos subpoblaciones linfocitarias con su correspondiente escala. En ambos casos se
comparan estas subpoblaciones con el porcentaje total de células apoptdticas. A) Celulas apoptoticas
CD4 en condicion espontanea. B) Celulas apoptoticas CD4 en condicion inducida. . C) Celulas
apoptoticas CD8 en condicion espontanea. D) Celulas apoptéticas CD8 en condicion inducida. *
p<0,05 ** p<0,02 *** <0,01(indica una diferencia estadisticamente significativa).

En este primer analisis en funcion del marcador CD25, observamos en la condicion espontanea una
disminucion significativa en el porcentaje total de linfocitos Tc y Th apoptoticos, en pacientes con LME y
controles sanos, asi como entre pacientes con menos de 15 y mas de 15 afos de evolucion de la
enfermedad. Ademads se observaron también sin estimulo diferencias significativas en células Th
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inactivadas (CD25-), entre el grupo control y ambos grupos de pacientes, y también diferencias
significativas en Tc activados (CD25+), entre ambos grupos de pacientes con LME (Figura 3).

En el estudio del proceso de apoptosis en los diferentes estados de diferenciacion de linfocitos T, se
observo diferencias significativas en condicion sin estimulo en la poblacion total de CD4+, entre el grupo
control y ambos grupos de pacientes y entre los grupos de pacientes en la subpoblacion de linfocitos no
terminada (Figura 4A). También se observaron datos significativos en CD8+, con y sin estimulo, en la
subpoblacion naive entre el grupo control y el grupo de menos afios de evolucion de la enfermedad y en
inducida en la subpoblacién TERM entre ambos grupos de pacientes (Figura 4C, 4D)

Cuantificacion de linfocitos T reactivos frente a la proteina basica de mielina

Para llevar a cabo la cuantificacion de los linfocitos T reactivos frente a MBP se analizo el porcentaje de
células productoras de IFNy mediante el kit IFNy Secretion Assay (Miltenyi Biotec, Detection kit),
partiendo de PBMCs. A partir de estas células se analizaron las subpoblaciones de linfocitos Tc y Th, en
condiciones detalladas en los métodos.

Se calculo el porcentaje de linfocitos T especificos para MBP, restando la condicion de coestimulacion
con CD28 a la condicion de respuesta especifica MBP+CD28. Se observd un aumento significativo en el
porcentaje de células CD4+IFNy+ entre pacientes de >15 y < 15 afios, observandose ademas una
tendencia a un aumento del porcentaje de esta poblacion de linfocitos T CD4+ entre ambos grupos de
pacientes (figura 5).
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Figura 5: Porcentaje de linfocitos T respondedores a MBP. En la grafica se representan los linfocitos
Tc (derecha) y Th (izquierda) productores de IFNy, restando a la condicion de coestimulacion
CD28+MBP el valor del control negativo (CD28). Se muestran los controles sanos (Controles, n=7)
en azul, los pacientes de lesion medular <15 afios en verde (LME <15, n=6) y pacientes de lesion
medular >15 afios en naranja (LME <15, n=5). * p<0,05 ** p<0,02 *** <0,01(indica una diferencia
estadisticamente significativa).

Discusidn
En este trabajo en pacientes con LME cronica hemos encontrado un SI con un envejecimiento precoz
caracterizado por alteraciones en el compartimento linfocitario T, tal y como evidencia la disminucion del

coestimulador CD28, la existencia de un compartimento linfocitario T altamente diferenciado,
alteraciones a nivel de la apoptosis y la existencia de un proceso de autorreactividad.

En este trabajo llevamos a cabo el estudio del compartimento linfocitico T en personas que padecen una
lesion de medula espinal cronica, ya que distintos investigadores han estudiado la posible existencia de un
proceso de envejecimiento prematuro en este tipo celular, que afecta al funcionamiento normal del SI,
comprometiendo con ello aun mas la salud de estos pacientes, lo que ha permitido a diferentes
investigadores demostrar porque muchos de los pacientes con esta enfermedad mueren debido a
infecciones bacterianas a nivel de vejiga, intestino o pulmones [12]. Este estudio se ha llevado a cabo en
linfocitos T, puesto que tienen una gran importancia a nivel de la respuesta adaptativa, y se ha visto que
se ven alterados en diferentes tipos de patologias desmielinizantes como es la MS o la propia LME, lo que
hace que se pueda considerar como una posible diana terapéutica para el tratamiento de algunas
enfermedades desmielinizantes como es la LME [13]. El conocimiento actual sobre el SI innato y los
procesos que siguen a este dafio primario en la LME ha sido bastante estudiado, sobre todo en modelos
murinos y algin estudio en humanos, sabiendo que tras el dafio inicial se produce una infiltracion del SI
innato en la zona afectada, se produce una activacion de la microglia y se inicia un proceso de muerte
neuronal debida a una alta tasa de apoptosis en oligodendrocitos e incluso astrocitos [1,3]. Sin embargo,
el conocimiento sobre el SI adaptativo es bastante limitado, al igual que los procesos que ocurren durante
la fase cronica de la enfermedad. Para la activacion de la respuesta inmune adaptativa es necesaria la
presentacion de antigenos por parte de una célula presentadora. Diferentes investigadores han
determinado que tras el dafio inicial y durante la fase crénica de la enfermedad se produce una



extravasacion linfocitaria hacia la zona afectada, y diferentes tipos celulares como los macrofagos,
incluso la microglia y células dendriticas son capaces de procesar y acabar activando a LT, gracias al
reconocimiento TCR-MHC y la ocupacion de receptores de coestimulacion, como CD28. Debido a la
activacion del LT se acaba generando una distribucion de diferenciacion celular en linfocitos T CD4+ y
CDS8+, que difieren en funcion y estado de diferenciacion. El que se desarrolle esta respuesta adaptativa
tiene gran importancia, puesto que algunos autores han relacionado por un lado esta respuesta inmune
adaptativa con dafios en el organismo, mientras que otros autores lo han relacionado con un proceso de
proteccion frente al dafio que causa el desarrollo de la enfermedad [14]. Para ello es necesario que todos
los componentes de esta respuesta se encuentren funcionales, como CD25, CD28, TCR...asi como la
sefializacion intracelular de los diferentes tipos celulares que intervienen en el proceso.

En este trabajo hemos analizado la distribucion subpoblacional de linfocitos T CD8+ y CD4+, en funcion
de los marcadores CD28, CD27 y CD45RA. Los hallazgos han mostrado por un lado una disminucion en
pacientes con LME de linfocitos CD8+CD28+, y una tendencia conforme mas afios de evolucion de
enfermedad de una disminucion de la subpoblacion EM4 y aumento de las subpoblaciones EM3 y pE con
respecto al grupo control tanto en CD4+ y CD8+, que muestra un SI altamente diferenciado, que podria
ser consecuencia del estado inflamatorio crénico, como han observado de forma similar otros
investigadores en infecciones viricas cronicas (citomegalovirus, Estein Bar virus, HIV...)[15]. Varios
autores han demostrado que como consecuencia del envejecimiento se producen alteraciones en el
sistema inmunoldgico, como una disminucion del receptor de coestimulacion CD28, que afecta mas a
linfocitos CD8+ que ha CD4+ [16,7] o una elevada senescencia, que ocasiona una redistribucion
subpoblacional hacia una acumulacion de linfocitos T altamente difenreciados [7].

Estos hallazgos encontrados en pacientes que padecen LME crénica pueden indicar una disfuncion de su
SI, como consecuencia de un proceso de envejecimiento prematuro. Como consecuencia de esta
disminucién del coestimulador CD28 en células CD8+, esto puede hacer que la respuesta inmunoldgica
con respecto a antigenos externos sea parcial e incluso anergica [7], lo que hace que sean mucho mas
propensos a padecer infecciones, pero ademas a esto se le suma una distribucion subpoblacional de tipo
diferenciada, (debido a la existencia de una poblacion linfocitaria pE y EM3 elevada, que tienen caracter
efector, y una poblacion EM4 baja, con funciéon memoria), dato que puede estar relacionado con un
estado activado del SI y la posterior desmielinizacion y la aparicion de reacciones de autoinmunidad
(como ocurre en otros tipos de enfermedades desmielinizantes como la esclerosis multiple), debido a la
desregulacion en procesos de proliferacion, tolerancia y apoptosis [13].

Varios autores han observado que el proceso de apoptosis tiene gran importancia en la fisiopatologia de la
LME. Por un lado se ha visto que tiene gran importancia durante la fase aguda, debido a que se ha
demostrado la existencia de una alta tasa de apoptosis a nivel neuronal, como consecuencia del ambiente
proinflamatorio que se genera tras el dafo inicial, y que se denomina dafio secundario [1]. Por otro lado
diferentes investigadores han establecido la idea del proceso de apoptosis como proceso regulador de la
homeostasis del SI, pero que se ve alterado como consecuencia del envejecimiento, lo que afecta al
funcionamiento de los LT [4]. En este estudio se ha observado en pacientes con LME cronica una
resistencia a la apoptosis tanto en células CD4+ como en CD8+, con respecto al grupo control, y ademas
se ha visto un porcentaje elevado de células activadas en estado de apoptosis (en células CD8+CD25+), y
un porcentaje bajo de células inactivadas en estado de apoptosis (en células CD4+CD25-), en pacientes
con respecto al grupo control. También hemos observado, aunque no de forma significativa, un elevado
porcentaje de células efectoras en estado de apoptosis, con respecto al resto de subpoblaciones
linfocitarias, tanto en CD4+ como en CDS8+, coincidiendo tanto con investigaciones previas en el
laboratorio como de otros autores, donde se ha observado que en enfermedades desmielinizantes (como la
esclerosis multiple o la leucoencefalopatia multifocal progresiva) se produce una disminucion del proceso
de apoptosis tanto en linfocitos Th como en Tc [13], ademas de un aumento de los niveles de PD-1
(marcador apoptotico) en células efectoras T, regulando de forma negativa su funcién [4].

Todos estos hallazgos muestran en estos pacientes con LME crénica un estado inmunolégico envejecido,
con una tendencia a un mayor envejecimiento conforme evoluciona la enfermedad. Todo esto se traduce
en alteraciones a nivel de la respuesta inmunoldgica adaptativa tanto citotdxica como cooperadora, puesto
que en el caso de CD4+ este aumento del porcentaje de células apoptoticas inactivadas y la resistencia a
la apoptosis del resto de la poblacion puede provocar una sobreexcitacion de esta actividad cooperadora,
haciendo que se mantenga la inflamacion, lo que puede que explique este proceso de inflamacion cronico
en pacientes con LME e incluso la aparicion de procesos de autoinmunidad [3,4,12]. En el caso de CD8+
este aumento del porcentaje de células apoptoticas activadas y la resistencia a la apoptosis del resto de la
poblacién puede provocar una inmunodeficiencia de esta actividad citotdxica, lo que sumado al elevado
porcentaje de células efectoras en apoptosis provoca como ya se ha comentado que estos pacientes sean
mas propensos a infecciones, puesto que su Sl es incapaz de combatir a estos patdogenos [8].

La proteina MBP es un componente principal de estructuras del sistema nervioso central (SNC), como
son los axones, y gracias a ella es posible la transmision de los potenciales de accion a velocidades
adecuadas, siendo ademas una de las proteinas mas abundantes en el SNC [11]. Como consecuencia del



dafio a nivel de la medula espinal, se cree que puede producirse una rotura de la barrera hematoencefalica,
que permite la extravasacion de las células del SI y el inicio del proceso inflamatorio. Debido a este
ambiente inflamatorio y de destruccion neuronal es posible que se produzca la liberacion de esta proteina
MBP al medio, que puede ser fagocitada y presentada por células especializadas, como son las células
dendriticas, e incluso por macréfagos y la microglia, como han visto algunos autores [3,12], lo que
desencadena la activacion de los LT. Este proceso ha sido estudiado en pacientes sin muchos afios de
enfermedad, pero apenas ha sido estudiado en pacientes con mas de 10 afios de evolucion, por ello el
conocimiento de este proceso en pacientes con LME cronica es bastante reducido [2]. En nuestro estudio
hemos determinado una respuesta autorreactiva en Th (CD4+) contra MBP. Esto implica que en un estado
cronico de la enfermedad, los pacientes podrian desarrollar un proceso de autoinmunidad frente a la
proteina del SNC MBP, aportando nuevos conocimientos sobre el proceso de autorreactividad en un
estado cronico de la enfermedad. Esto a priori conduce a pensar que puede agravar los sintomas de la
enfermedad en estado cronico, puesto que puede contribuir a la inflamacion crénica y al proceso de
desmielinizacion [3], sin embargo como muestran otros autores, podria contribuir a la neuroproteccion y
neuroregeneracion, ya que se ha visto en estudios con murinos que un aumento de linfocitos
autorreactivos contra MBP ayuda a la remielinizacion, combinado con precursores neuronales [14].

Con todos los resultados obtenidos podemos concluir: La existencia en pacientes con LME crénica de un
sistema inmunolégico envejecido, que afecta al compartimento T, lo que causa senescencia linfocitaria y
con ello diferentes alteraciones en sus funciones. Existe un proceso de resistencia a la apoptosis propia de
la senescencia celular, pero este proceso se ve aumentado en subpoblaciones concretas de linfocitos T
CD8+ y CDA4. Existe autorreactividad en la LME cronica contra la proteina MBP, en linfocitos T
cooperadores. Para poder afianzar todos estos resultados seria necesario en posibles investigaciones
futuras repetir todos estos resultados con un nimero de poblacion mucho mayor, y estudiar otros
marcadores de senescencia celular como pueden ser CD57, PD-1 o CD127 [7].
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