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NOD	   Neuritis	  óptica	  desmielinizante	  

NogoRDN	   Receptor	  Nogo	  dominante	  negativo	  

NOIA	   Neuritis	  óptica	  isquémica	  anterior	  

ONTT	   Optic	  Neuritis	  Treatment	  Trial	  (Ensayo	  de	  Tratamiento	  de	  Neuritis	  
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1.-‐INTRODUCCIÓN	  

1.1.-‐ANATOMIA	  COMPARADA	  DEL	  OJO	  

	   El	   sistema	   visual	   de	   los	   mamíferos,	   en	   general,	   se	   asemeja	   entre	  

distintas	   especies	   en	   cuanto	   a	  morfología	   y	   funcionalidad.	   Por	   esa	   razón,	   los	  

modelos	   animales	   pueden	   ser	   útiles	   para	   estudiar	   los	   mecanismos	  

fisiopatológicos	  de	  una	  determinada	  afección	  oftalmológica,	  con	  la	  posibilidad	  

de	   extrapolarlos	   al	   sistema	   visual	   humano.	   El	   sistema	   visual	   de	   los	   roedores	  

muestra	  pocas	  diferencias	  anatómicas	  con	  respecto	  al	  humano.	  La	  estructura	  

de	   la	   retina	  presenta	  una	  organización	  en	  capas,	   con	   la	  particularidad,	  de	  no	  

poseer	  fóvea,	  estructura	  presente	  en	  los	  humanos	  y	  los	  monos.	  Describimos	  a	  

continuación	  la	  estructura	  del	  globo	  ocular	  y	  la	  organización	  celular	  del	  ojo	  de	  

ratón	  adulto.	  

1.1.1.-‐ESTRUCTURA	  DEL	  GLOBO	  OCULAR	  DEL	  ROEDOR	  ADULTO	  	  

	   El	   globo	   ocular	   del	   ratón	   tiene	   una	  morfología	   esférica	   y	   se	   encuentra	  

ubicado	   en	   la	   parte	   anterior	   de	   la	   órbita.	   Está	   formado	   por	   tres	   capas	  

concéntricas.	  

1.-‐	  Capa	  externa:	  

a.	  En	  su	  parte	  anterior	  se	  encuentra	  la	  córnea,	  la	  cual	  está	  formada	  por	  varias	  

capas	   celulares,	   (epitelio,	   membrana	   de	   Bowman,	   la	   Dua,	   el	   estroma,	  
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membrana	   de	   Descemet	   y	   el	   endotelio)	   Aunque	   este	   tejido	   avascular	   es	  

aparentemente	   simple	   en	   su	   composición,	   la	   enorme	   regularidad	   y	  

uniformidad	   de	   su	   estructura	   son	   las	   que	   permiten	   su	   precisa	   transmisión	   y	  

refracción	   de	   la	   luz.	   Su	   forma	   consiste	   básicamente	   en	   una	   lente	   cóncavo-‐

convexa	   con	   una	   cara	   anterior,	   en	   contacto	   íntimo	   con	   la	   película	   lagrimal	  

precorneal,	  y	  otra	  cara	  posterior,	  bañada	  por	  el	  humor	  acuoso.	  	  

b.	  En	  su	  parte	  posterior	  se	  encuentra	  la	  esclerótica	  es	  una	  membrana	  de	  color	  

blanco,	  gruesa,	   resistente	  y	   rica	  en	   fibras	  de	  colágeno	  que	  constituye	   la	  capa	  

más	  externa	  del	  globo	  ocular.	  Su	  función	  es	  la	  de	  darle	  forma	  y	  proteger	  a	  los	  

elementos	  internos.	  Cubre	  aproximadamente	  las	  cuatro	  quintas	  partes	  del	  ojo.	  

Por	  detrás	  está	  el	  nervio	  óptico	  (NO),	  perfora	  la	  esclera	  por	  una	  zona	  conocida	  

como	   lámina	   cribosa,	   por	   donde	   salen	   los	   haces	   nerviosos,	   las	   fibras	   se	  

mielinizan	   y	   forman	   el	   nervio	   óptico	   intraorbitario.	   La	   esclerótica	   está	  

recubierta	   por	   la	   conjuntiva	   en	   su	   parte	   externa	   y	   por	   la	   parte	   interna	   ésta	  	  

recubre	  a	  la	  coroides.	  

2.-‐	  Capa	  intermedia	  o	  úvea:	  

Está	  formada	  por	  el	  iris,	  el	  cuerpo	  ciliar	  y	  la	  coroides.	  En	  la	  parte	  posterior	  del	  

globo	  ocular	  esta	   la	  coroides	  y	  en	   la	  parte	  anterior	  el	   iris	  y	  el	  cuerpo	  ciliar.	  El	  

iris	  es	  la	  región	  con	  pigmento	  del	  ojo,	  separa	  la	  cámara	  anterior	  de	  la	  cámara	  
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posterior,	   el	   espacio	   que	   comunica	   ambas	   cámaras	   es	   la	   pupila,	   su	   tamaño	  

varía	  según	  la	  intensidad	  de	  la	  luz.	  

El	  cuerpo	  ciliar	  es	  el	  encargado	  de	   la	  producción	  de	  humor	  acuoso,	  así	  como	  

del	   mantenimiento	   de	   la	   posición	   del	   cristalino,	   gracias	   a	   los	   ligamentos	  

suspensorios.	   La	   coroides	   es	   la	   capa	   vascular	   del	   globo	  ocular,	   y	   su	   principal	  

función	  es	  nutrir	  a	  las	  capas	  externas	  de	  la	  retina.	  

En	  el	  ratón,	  el	  iris	  ocupa	  prácticamente	  toda	  la	  cara	  anterior	  del	  cristalino	  con	  

un	  menor	  tamaño	  pupilar.	  Por	  su	  parte	  el	  cristalino	  en	  el	  ratón	  es	  más	  grande	  y	  

esférico.	  

3.-‐	  Capa	  interna:	  

La	   capa	  más	   interna	  del	   globo	  ocular	   es	   la	   retina	  Está	   formada	  por	   capas	  de	  

neuronas	   perfectamente	   organizadas	   para	   recepción	   y	   procesamiento	   del	  

estímulo	  luminoso	  (fotorreceptores,	  células	  bipolares,	  células	  interplexiformes,	  

células	  amacrinas,	  células	  ganglionares)	  y	  por	  células	  gliales	  (células	  de	  Müller,	  

astrocitos	  y	  células	  de	  migroglia).	  

Después	   de	   atravesar	   la	   luz	   todas	   las	   capas	   de	   la	   retina	   se	   estimulan	   los	  

fotorreceptores	   (los	   conos	   y	   los	   bastones)	   que	   contienen	   las	   moléculas	  

proteicas	   que	   absorben	   la	   luz	   e	   inician	   la	   respuesta	   de	   excitación.	   La	  

membrana	  externa	  convierte	  la	  señal	  química	  en	  eléctrica	  (fototransducción),	  

generando	   un	   impulso	   nervioso	   que	   se	   transmite	   como	   señal	   química	   a	   las	  
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interneuronas	   de	   la	   retina,	   éstas	   transmiten	   la	   información	   a	   las	   células	  

ganglionares,	   cuyos	   axones	   constituyen	   el	   nervio	   óptico,	   y	   llevan	   la	  

información	  luminosa	  hasta	  los	  centros	  cerebrales	  de	  la	  visión.	  

En	  el	  ratón	  la	  retina	  está	  	  organizada	  en	  capas	  de	  forma	  similar	  a	  la	  de	  los	  otros	  

mamíferos;	   sin	   embargo,	   no	   posee	   fóvea	   como	   los	   humanos	   y	   los	   primates,	  

aunque	   sí	   posee	   una	   estría	   visual,	   una	   región	   de	   alta	   densidad	   celular	   de	  

células	  ganglionares	  de	  la	  retina	  (CGR)1,2,3.	  

La	   irrigación	  del	  ojo	  proviene	  de	   la	   arteria	  oftálmica,	   rama	  de	   la	   carótida.	   La	  

arteria	  oftálmica	  se	  divide	  en	  varias	  ramas	  a	  la	  entrada	  del	  globo	  ocular	  que	  se	  

denominan	   arterias	   ciliares	   anteriores	   y	   posteriores	   (largas	   y	   cortas).	   Y	   la	  

arteria	   central	   de	   la	   retina,	   que	   entra	   en	   el	   ojo	   en	   la	   vaina	   de	   mielina	   que	  

recubre	  al	  nervio	  óptico,	  en	  la	  región	  inferior	  y	  nasal.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  
	  

	  
Figura	  1.1.	  Esquema	  sección	  sagital	  del	  globo	  ocular.	  	  
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1.1.2.-‐NERVIO	  ÓPTICO	  (NO).	  

	   El	  nervio	  óptico	  es	  el	   II	  de	   los	  pares	   craneales,	  está	  constituido	  por	   los	  

axones	  de	  las	  CGR,	  cada	  una	  de	  las	  cuales	  posee	  un	  único	  axón	  que	  se	  reúne	  

con	  los	  axones	  de	  las	  otras	  CGR	  de	  una	  manera	  ordenada	  según	  su	  disposición	  

en	  la	  retina,	  formando	  el	  nervio	  óptico.	  En	  el	  nervio	  óptico	  se	  pueden	  distinguir	  

4	  porciones	  según	  su	  trayecto:	  la	  porción	  intraocular,	  intraorbitaria,	  canalicular	  

e	   intracraneal.	   La	  porción	   intraocular	  en	   los	   roedores	  es	  distinta	  de	   la	  de	   los	  

primates,	  en	  los	  roedores	  los	  axones	  de	  las	  CGR	  convergen	  radialmente	  hacia	  

la	  papila	  óptica	  y	  forman	  el	  NO,	  mientras	  que	  en	  los	  primates	  los	  somas	  de	  las	  

CGR	   están	   separadas	   por	   un	   rafe	   horizontal,	   con	   una	   zona	   superior	   y	   otra	  

inferior,	   y	   envían	   respectivamente	   los	   axones	   al	   polo	   superior	   e	   inferior	   del	  

NO.	  En	  la	  porción	  intraorbitaria,	  los	  axones	  de	  las	  CGR	  son	  mielinizados	  por	  los	  

oligodendrocitos	   (ya	   que	   el	   NO	   forma	   parte	   del	   Sistema	  Nervioso	   Central)	   a	  

diferencia	   de	   los	   nervios	   periféricos	   que	   son	   mielinizados	   x	   las	   células	   de	  

Schwann.	  La	  porción	  intracanalicular	  corresponde	  a	  la	  salida	  del	  NO	  y	  la	  arteria	  

oftálmica	   de	   la	   órbita	   a	   través	   de	   la	   hendidura	   esfenoidal.	   En	   la	   región	  

intracraneal	  ambos	  NO	  se	  unen	  en	  el	  quiasma	  óptico,	  donde	  decusan	  sus	  fibras	  

(en	   los	   roedores	   se	   decusan	   alrededor	   del	   97-‐95%),	   éstas	   se	   reúnen	   para	  

formar	  las	  cintillas	  o	  tractos	  ópticos	  que	  transmiten	  la	  información	  hasta	  cada	  

hemisferio	  cerebral.	  
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1.1.3.-‐ESTRUCTURA	  DE	  LA	  RETINA	  	  

	   La	   retina	   es	   un	   modelo	   de	   gran	   utilidad	   para	   estudios	   fisiológicos	   y	  

morfológicos	   del	   Sistema	   Nervioso	   en	   general,	   gracias	   a	   la	   posibilidad	   de	  

estudiar	  el	  procesamiento	  de	  la	  información	  y	  por	  su	  accesibilidad.	  

Santiago	  Ramón	  y	  Cajal	  describe	  la	  retina	  como	  “…una	  extensión	  periférica	  del	  

Sistema	  Nervioso	  Central,	  cuya	  delicadeza,	  transparencia	  y	  otras	  características	  

estructurales	  la	  hacen	  especialmente	  apta	  para	  el	  análisis	  histológico…”.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  1.2.	  Capas	  de	  la	  retina	  del	  mamífero.	  La	  mayoría	  de	  sus	  descripciones	  y	  clasificaciones	  
de	  Santiago	  Ramón	  y	  Cajal	  todavía	  continúan	  siendo	  válidas	  y	  se	  mantienen	  vigentes,	  en	  la	  
imagen	  de	  la	  izquierda	  se	  muestran	  todas	  las	  capas	  de	  la	  retina	  de	  mamífero,	  la	  imagen	  de	  
la	  derecha	  	  es	  una	  imagen	  panorámica	  en	  inmunohistofluorescencia,	  se	  muestran	  las	  capas	  
de	  la	  retina	  y	  el	  nervio	  óptico.	  	  
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	   La	   retina	  de	   ratón,	  como	   la	  de	  otros	  vertebrados,	  está	   formada	  por	  10	  

capas,	   estas	   capas	   están	   formadas	   por	   células	   neuronales	   (fotorreceptores-‐

conos	  y	  bastones-‐,	  células	  horizontales,	  amacrinas,	  bipolares,	  interplexiformes	  

y	   ganglionares	   de	   la	   retina)	   y	   por	   células	   no	   neuronales	   (células	   de	   Müller,	  

astrocitos	  y	  microglia).	  

Membrana	  limitante	  interna	  (MLI).	  	  	  

Es	  la	  capa	  más	  interna	  de	  la	  retina,	  contacta	  con	  el	  vítreo.	  Es	  una	  lámina	  basal	  

de	  glicoproteínas	  adheridas	  a	  los	  pies	  de	  las	  células	  de	  Müller.	  

Capa	  las	  de	  fibras	  nerviosas	  de	  la	  retina	  (CFNR).	  

Está	   formada	  por	   los	  axones	  de	   las	  CGR	  en	   su	   trayecto	  hacia	   la	  papila.	   Estos	  

axones	  son	  lo	  que,	  a	  su	  salida	  de	  la	  retina,	  forman	  el	  NO	  	  

Capa	  de	  las	  células	  ganglionares	  (CCG).	  

Está	  formada	  por	  los	  somas	  de	  las	  CGR	  y	  de	  las	  células	  amacrinas	  desplazadas4,	  

en	   los	   roedores	   está	   constituida	   por	   la	   misma	   proporción	   de	   estos	   2	   tipos	  

celulares.	  

Capa	  plexiforme	  interna	  (CPI).	  	  

Es	   una	   capa	   de	   contactos	   sinápticos	   entre	   las	   células	   bipolares,	  

interplexiformes,	  amacrinas	  y	  CGR.	  	  
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Capa	  nuclear	  interna	  (CNI).	  

Está	  formada	  por	  los	  núcleos	  de	  las	  células	  bipolares,	  horizontales,	  amacrinas	  e	  

interplexiformes.	  

Capa	  plexiforme	  externa	  (CPE).	  

Es	   una	   capa	   de	   contacto	   sináptico	   entre	   los	   fotorreceptores	   (FR),	   las	   células	  

interplexiformes,	  las	  células	  bipolares	  y	  las	  células	  horizontales.	  	  

Capa	  nuclear	  externa	  (CNE).	  	  

En	  esta	  capa	  se	  encuentran	  los	  núcleos	  de	  los	  FR,	  conos	  y	  bastones.	  	  

Membrana	  limitante	  externa	  (MLE).	  

Está	   constituida	   por	   unas	   uniones	   adherens	   entre	   las	   células	   de	  Müller,	   que	  

proporcionan	  sostén	  y	  los	  FR.	  

Capa	  de	  los	  segmentos	  externos	  de	  los	  FR	  (SEF).	  

En	  esta	  capa	  se	  alojan	  los	  segmentos	  externos	  de	  los	  FR.	  	  

Epitelio	  pigmentario	  (EP).	  	  

Está	   formado	  por	  una	  monocapa	  de	   células	  epiteliales	  muy	  pigmentadas	   (no	  

deriva	   del	   neuroectodermo)	   y	   se	   encuentra	   en	   contacto	   con	   la	   coroides,	  

separado	  de	  ella	  por	  la	  membrana	  de	  Bruch.	  Entre	  sus	  funciones	  destaca	  la	  de	  

proporcionar	   el	   intercambio	   metabólico	   entre	   coriocapilar	   y	   neuroepitelio	   y	  

contribuir	   a	   la	   renovación	   constante	   de	   los	   segmentos	   externos	   de	   los	  

fotorreceptores.	  
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Figura	   1.3.	  Organización	   en	   capas	   de	   la	   retina	   y	   tipos	   de	   neuronas	   que	   la	  
constituyen.	  
	  

Las	  neuronas	  que	  constituyen	  las	  capas	  de	  la	  retina	  son	  las	  siguientes:	  	  

Células	  fotorreceptoras:	  Son	   la	  primera	  neurona	  de	   la	  vía	  óptica,	  en	   la	  retina	  

adulta	   existen	   dos	   tipos,	   los	   conos	   y	   los	   bastones.	   Son	   los	   encargados	   de	   la	  

captación	   de	   la	   energía	   electromagnética	   y	   su	   transformación	   en	   impulsos	  

eléctricos.	   Los	   bastones	   son	   importantes	   en	   la	   visión	   nocturna	   (escotópicas)	  

mientras	  que	  los	  conos	  son	  los	  responsables	  de	  la	  visión	  diurna	  (fotópica)	  y	  de	  

la	   discriminación	   del	   color.	   Los	   FR	   más	   abundantes	   en	   los	   roedores	   son	   los	  

bastones,	  por	  eso	  está	  especializada	  la	  visión	  escotópica.	  En	  cuanto	  a	  los	  conos	  

tienen	  sólo	  dos	  tipos,	  los	  que	  detectan	  la	  luz	  azul	  o	  conos	  S	  y	  los	  que	  detectan	  
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la	   luz	   roja/verde	   o	   conos	   L/M,	   (los	   humanos	   y	   primates	   tienen	   tres	   tipos	   de	  

conos).	  

Células	  horizontales:	  son	  neuronas	  típicas	  cuyos	  cuerpos	  se	  encuentran	  en	  la	  

capa	   nuclear	   interna	   y	   sus	   ramas	   dendríticas	   se	   encuentran	   en	   la	   capa	  

plexiforme	  externa	  donde	  las	  hay	  que	  hacen	  conexión	  con	  los	  conos	  y	  las	  hay	  

que	  hacen	  conexión	  con	   los	  bastones.	  Su	  principal	   función	  es	   la	  de	  regular	   la	  

información	  que	  pasa	  de	  los	  fotorreceptores	  a	  las	  células	  bipolares	  en	  circuitos	  

de	  retroalimentación.	  	  

Células	  bipolares:	  Son	  la	  segunda	  neurona	  de	  la	  vía	  óptica,	  estas	  neuronas	  se	  

extienden	  desde	  la	  capa	  plexiforme	  externa	  hasta	  la	  plexiforme	  	  interna,	  están	  

situadas	  de	  modo	  vertical	  con	  respecto	  a	  las	  capas	  de	  la	  retina.	  Su	  cuerpo	  está	  

en	   la	   capa	   nuclear	   interna	   y	   tienen	   dendritas	   que	   ascienden	   por	   la	   capa	  

plexiforme	  externa	  donde	  hacen	  conexión	  con	  las	  células	  fotorreceptoras	  y	  el	  

axón	   se	   ramifica	   en	   la	   capa	   plexiforme	   interna	   donde	   hacen	   sinapsis	   con	   las	  

células	   ganglionares	   y	   las	   amacrinas.	   Su	   función	   es	   transmitir	   la	   información	  

desde	  la	  capa	  plexiforme	  externa	  a	  la	  interna.	  

Células	  Amacrinas:	  Estas	  neuronas	   tienen	  numerosas	  dendritas	  pero	  carecen	  

de	  axón.	  Su	  cuerpo	  se	  encuentra	  en	  la	  capa	  nuclear	  interna	  y	  sus	  dendritas	  se	  

extienden	  a	  la	  capa	  plexiforme	  interna	  conectándose	  entre	  sí	  y	  con	  los	  axones	  

de	  las	  células	  bipolares	  y	  las	  dendritas	  de	  las	  células	  ganglionares.	  Su	  principal	  
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función,	  al	  igual	  que	  las	  células	  horizontales	  en	  la	  plexiforme	  externa,	  es	  la	  de	  

regular	   y	   elaborar	   la	   información	   que	   procede	   de	   bipolares	   y	   pasa	   a	   las	  

ganglionares.	  

Células	   ganglionares:	   Son	   la	   tercera	   neurona	   de	   la	   vía	   óptica.	   Las	   CGR	  

representan	  menos	   del	   1%	   de	   la	   población	   total	   de	   células	   de	   la	   retina.	   Sus	  

cuerpos	   están	   localizados	   en	   el	   estrato	   de	   células	   ganglionares,	   con	   sus	  

dendritas	  conectan	  con	   las	  células	  bipolares	  y	  con	   las	  células	  amacrinas	  de	   la	  

capa	   plexiforme	   interna.	   Sus	   axones	   abandonan	   la	   retina	   y	   se	   convierten	   en	  

fibras	  del	  nervio	  óptico.	  	  

Las	   células	   no	   neuronales	   más	   importantes	   de	   la	   retina	   son:	   las	   células	   de	  

Müller,	  los	  astrocitos	  y	  las	  células	  de	  microglía.	  	  

Las	  células	  de	  Müller	  se	  extienden	  a	  lo	  ancho	  de	  toda	  la	  retina,	  dando	  soporte	  

a	  las	  neuronas	  de	  la	  retina.	  Los	  núcleos	  de	  las	  células	  de	  Müller	  se	  encuentran	  

en	  la	  CNI.	  Entre	  sus	  funciones	  destaca	  dar	  soporte	  y	  mantener	  la	  homeostasis	  

de	  la	  retina.	  

Los	  astrocitos	  se	  sitúan	  en	  la	  capa	  de	  las	  fibras	  nerviosas	  de	  la	  retina,	  rodeando	  

a	   los	   axones	   sobre	   todo	  a	  nivel	  papilar	   y	   a	   los	   vasos	   sanguíneos5,6.	   Entre	   sus	  

funciones	   destaca:	   proteger	   a	   las	   neuronas	   durante	   el	   envejecimiento	   y	   el	  

mantenimiento	  de	  la	  barrera	  endotelial	  en	  el	  SNC.	  
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Las	   células	   de	   microglía	   tienen	   forma	   ramificada	   y	   pequeño	   tamaño.	   Su	  

función	  principal	  es	  la	  fagocítica,	  ya	  que	  son	  macrófagos	  que	  forman	  parte	  del	  

sistema	  inmune7.	  

	  

1.2.-‐ESCLEROSIS	  MÚLTIPLE	  

	   La	   esclerosis	  múltiple	   (EM)	   es	   la	   enfermedad	   autoinmune	  más	   común	  

del	  sistema	  nervioso	  central	   (SNC),	  es	  a	  su	  vez	   inflamatoria-‐desmielinizante	  y	  

neurodegenerativa.	  

Es	  una	  enfermedad	  mundialmente	  extendida	  y	  su	  prevalencia	  varía	  con	  el	  área	  

geográfica,	  siendo	  mayor	  en	  latitudes	  alejadas	  del	  ecuador.	  En	  nuestro	  país,	  la	  

prevalencia	   oscila	   entre	   los	   45-‐120	   casos/100.000	   habitantes8,9,10.Se	   calcula	  

que	  en	  España	  hay	  más	  de	  40.000	  casos.	  Es	  la	  segunda	  causa	  de	  discapacidad	  

en	  adultos	   jóvenes	  en	  nuestro	  medio.	   La	  EM	  afecta	  a	   todas	   las	  edades,	  pero	  

tiene	   una	   incidencia	   mayor	   entre	   los	   20	   y	   40	   años	   de	   edad8.	   Es	   una	  

enfermedad	   predominante	   en	   mujeres,	   con	   razones	   comprendidas	   entre	  	  	  	  	  

1,4-‐2,2:111.	   Además	   de	   existir	   una	   agregación	   familiar,	   descrita	   en	   estudios	  

epidemiológicos12,13,14.	   Se	   ha	   descrito	   que	   predomina	   en	   niveles	   sociales	  

medio-‐altos;	  y	  menos	  en	  el	  medio	  rural.	  La	  tasa	  de	  mortalidad,	  se	  ha	  estimado	  

recientemente,	  en	   torno	  a	  0,35	   fallecimientos	  por	  cada	  100.000	  habitantes	  y	  

año.	  
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En	   el	   85%	   de	   los	   pacientes	   la	   EM	   sigue	   una	   evolución	   inicial	   con	   brotes	   y	  

remisiones	  (remitente-‐recidivante,	  RR).	  Cada	  brote	  supone	   la	  aparición	  de	  un	  

nuevo	  foco	  de	  inflamación	  (placa)	  en	  el	  SNC.	  Los	  brotes	  con	  el	  paso	  del	  tiempo	  

disminuyen	   en	   frecuencia	   y	   sin	   embargo	   en	   estos	   pacientes	   el	   deterioro	  

neurológico	   continúa	   lento	   y	   progresivo,	   lo	   que	   provoca	   la	   discapacidad	   de	  

esta	  enfermedad.	  Debido	  a	  que	  la	  enfermedad	  se	  produce	  en	   la	  edad	  adulta,	  

provoca	   un	   gran	   impacto	   en	   la	   vida	   profesional,	   familiar	   y	   social	   de	   las	  

personas	  afectadas.	  

1.2.1.-‐ETIOLOGÍA	  	  

	   La	   causa	  de	   la	  EM	  es	  aún	  desconocida.	   Entre	   los	   factores	  ambientales,	  

los	  estudios	  muestran	   la	  existencia	  de	   incidencias	  mayores	  de	   la	  enfermedad	  

en	   latitudes	   altas,	   tal	   y	   como	   hemos	   descrito	   en	   la	   epidemiología.	   Por	   otra	  

parte,	  los	  estudios	  de	  migración	  sugieren	  que	  cuando	  la	  migración	  se	  produce	  

durante	  la	  infancia	  los	  riesgos	  son	  similares	  al	  país	  de	  origen	  y	  si	   la	  migración	  

se	   produce	   durante	   la	   adolescencia	   los	   riesgos	   son	   similares	   a	   los	   del	   país	  

receptor15.	  Entre	  otros	  factores	  ambientales,	   la	  EM	  también	  se	  puede	  asociar	  

con	   los	   climas	   fríos,	   con	   un	   alto	   grado	   de	   humedad,	   y	   con	   la	   dieta,	   con	   la	  

ingesta	  abundante	  de	  grasa	  de	  origen	  animal.	  

Se	  aceptan	  los	  factores	  infecciosos	  como	  causa	  desencadenante	  de	  la	  EM,	  los	  

coronavirus,	   retrovirus,	   herpesvirus16.	   Estudios	   recientes	   postulan	   la	  
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posibilidad	  de	  que	  el	  virus	  Epstein-‐Barr	  (VEB)	  sea	  el	  principal	  agente	  causal	  de	  

la	  EM,	  debido	  a	  su	  capacidad	  de	  desmielinizante17,18.	  

Existen	   razones	   para	   sugerir	   la	   participación	   de	   los	   factores	   genéticos	   en	   la	  

etiología	   de	   la	   EM,	   estudios	   en	   población	   general	  muestran	   un	   riesgo	   20-‐40	  

veces	   mayor	   de	   desarrollo	   de	   la	   enfermedad	   en	   familiares	   cercanos	   de	  

pacientes	  con	  EM19,20;	  también	  los	  estudios	  de	  concordancia	  gemelar	  muestran	  

que	   en	   el	   25%	   de	   los	   gemelos	   monozigóticos	   tienen	   concordancia	   en	   el	  

desarrollo	   de	   la	   EM,	   lo	   que	   sugiere	   la	   participación	   genética,	   pero	  mediante	  

una	  herencia	  poligénica21.	  

Se	  ha	  demostrado	  en	  diversos	  estudios	  la	  asociación	  en	  la	  EM	  y	  los	  antígenos	  

leucocitarios	   HLA	   clase	   II.	   En	   estudios	   en	   familias	   con	   EM	   españolas,	   se	  

demostró	   asociación	   significativa	   en	   el	   HLA-‐DR222,	   y	   estudios	   en	   población	  

europea	   demostró	   asociación	   significativa	   con	   el	   HLA-‐DR2,	   DR15,	   Dw2,	   DR3,	  

DR423.	  

Otros	  posibles	  factores	  a	  tener	  en	  cuenta	  serían	  la	  influencia	  de	  las	  hormonas	  

en	   la	   patogenia	   de	   la	   EM,	   ya	   que	  durante	   el	   embarazo	   el	   número	  de	   brotes	  

disminuye,	  y	  poco	  después	  del	  parto	  aumenta	  el	  riesgo	  de	  brotes.	  El	  tabaco	  es	  

considerado	  un	  factor	  de	  riesgo	  independiente	  para	  la	  EM24.	  Se	  ha	  observado	  

una	  evidencia	  débil	  del	  estrés	  como	  factor	  de	  riesgo	  de	  la	  enfermedad25,26.	  En	  

un	  metaanálisis	   reciente,	   sobre	   la	   vacunación	   y	   su	   relación	   con	   el	   riesgo	   de	  
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desarrollo	   de	   EM,	   concluye	   que	   no	   existe	   cambios	   en	   el	   riesgo	   tras	   la	  

vacunación	   con	   la	   	   triple	   vírica	   (sarampión,	   rubéola	   y	   parotiditis),	   polio,	  

influenza,	   Hepatitis	   B,	   fiebres	   tifoideas	   o	   con	   bacilo	   de	   Calmette-‐Guerin	  

(BCG)27.	  

1.2.2.-‐PATOGENIA	  

	   La	  patogenia	  de	   la	  EM,	  así	   como	   la	   relación	  causal	  y	   temporal	   son	  aún	  

desconocidas.	   Hoy	   en	   día,	   entre	   las	   hipótesis	   la	   más	   aceptada	   es:	   la	   de	   un	  

individuo	   con	   una	   predisposición	   genética	   que	   junto	   a	   un	   factor	   ambiental	  

desconocido,	  producirían	  células	  T	  autorreactivas,	  que	  se	  mantienen	   latentes	  

durante	   10-‐20	   años,	   por	   la	   reacción	   de	   algún	   factor	   local	   o	   sistémico,	   se	  

reactivan.	  Estas	  células	  T	  activadas	  son	  capaces	  de	  atravesar	  la	  barrera	  hemato	  

encefálica	  (BHE)	  y	  desencadenar	  una	  reacción	   inflamatoria	  que	  provocaría	  de	  

desmielinización28.	  Estos	  daños	  a	  nivel	  de	  la	  mielina	  no	  serían	  provocados	  solo	  

por	  las	  células	  T	  CD4+	  sino	  también	  por	  células	  citotóxicas	  T-‐CD8+,	  citocinas	  y	  

anticuerpos29.	  

Factores	   ambientales	   y	   genéticos	   tales	   como	   infecciones	   virales,	  

lipopolisacáridos	   bacterianos,	   superantígenos,	   metabolitos	   reactivos	   y	   estrés	  

metabólico	   pueden	   facilitar	   la	   movilización	   de	   células	   T	   autorreactivas	   y	   de	  

anticuerpos	  desmielinizantes	  desde	  la	  circulación	  sistémica	  al	  interior	  del	  SNC	  

gracias	  a	  la	  rotura	  de	  la	  BHE.	  En	  el	  SNC,	  otros	  factores	  locales	  como	  infecciones	  
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virales	   o	   estrés	   metabólico	   pueden	   activar	   la	   expresión	   de	   moléculas	   de	  

adhesión	  endotelial,	  como	  la	  molécula	  de	  adhesión	  intracelular	  1	  (ICAM-‐1),	  la	  

molécula	  de	  adhesión	  celular-‐vascular	  1	  (VCAM-‐1)	  y	   la	  E-‐selectina,	  que	  hacen	  

posible	  la	  entrada	  de	  células	  T	  al	  SNC.	  

Los	   linfocitos	   T	   activados,	   una	   vez	   que	   han	   atravesado	   la	   barrera	  

hematoencefálica,	   interacciona	   su	   receptor	   (TCR)	   con	   los	   antígenos	  

presentados	  por	   las	  células	  presentadoras	  de	  antígenos	   (CPA)	  a	   través	  de	   las	  

moléculas	   del	   CMH	   de	   clase	   II	   (en	   humanos	   HLA-‐II).	   	   Lo	   que	   provoca	  

producción	  y	  secreción	  de	  citoquinas,	  que	  a	  su	  vez,	  activa	  a	  otros	  macrófagos	  y	  

linfocitos	  B.	  Esta	  reacción	   inmunológica	  produce	   la	  destrucción	  de	   la	  mielina.	  

Una	   vez	  desencadenada	   la	   respuesta	   autoinmune,	   la	   cadena	  de	   reacciones	   y	  

los	  elementos	  que	  intervienen	  en	  ellas	  son	  los	  mismos	  que	  en	  cualquier	  tipo	  de	  

respuesta	  inmunitaria	  inflamatoria.	  
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Figura	  1.4.	  Mecanismos	  posibles	  de	  lesión	  y	  reparación	  en	  la	  EM30	  
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1.2.3.-‐ANATOMÍA	  PATOLÓGICA	  

	   En	   la	   EM,	   los	   infiltrados	   inflamatorios	   perivasculares	   y	   las	   áreas	   de	  

desmielinización,	   son	   hallazgos	   muy	   característicos.	   Las	   placas,	   que	   son	  

lesiones	   focales	   en	   la	   sustancia	   blanca,	   formadas	   por	   áreas	   con	   pérdida	   de	  

mielina	  (desmielinización)	  pero	  también	  hay	  lesiones	  corticales	  y	  daño	  axonal	  

precoz31,32.	  

Las	   placas	   tienen	   predilección	   por	   determinadas	   localizaciones,	   aunque	  

pueden	   encontrarse	   en	   cualquier	   punto	   del	   SNC.	   Son	   casi	   constantes	   en	   los	  

nervios,	   quiasma	   y	   cintillas	   ópticas,	   en	   la	   sustancia	   blanca	   subependimaria	   o	  

periventricular	   (ventrículos	   laterales	   y	   IV	   ventrículo),	   pedúnculos	   y	   laminillas	  

cerebelosas,	  en	  el	  límite	  entre	  la	  sustancia	  gris	  cortical	  y	  la	  blanca	  subcortical,	  

en	   el	   tronco	   cerebral,	   y	   en	   la	   médula	   espinal.	   Las	   placas	   se	   encuentran	  

rodeando	  vasos	  de	  pequeño-‐mediano	  calibre33	  y	  su	  	  tamaño	  es	  variable	  entre	  2	  

mm	  y	  6	  cm.	  

La	  histología	  de	  la	  EM	  es	  heterogénea:	  

En	   las	   placas	   activas,	   la	   lesión	   aguda	   tiene	   los	   bordes	   mal	   definidos,	   con	  

infiltración	   inflamatoria	   de	   linfocitos	   T	   y	   B	   y	  macrófagos,	   aparecen	   restos	   de	  

mielina	  en	  distintas	  fases	  de	  digestión.	  Existe	  pérdida	  de	  oligodendrocitos,	  se	  

degradan	   las	   vainas	   de	  mielina,	   se	   degeneran	   los	   axones	   y,	   posteriormente,	  	  

hay	   una	   proliferación	   de	   astrocitos.	   	   El	   método	   más	   fiable	   para	   identificar	  
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lesiones	   activas	   es	   identificar	   restos	   de	   la	   degradación	   de	   la	   mielina	   en	  

macrófagos32.Las	  placas	  activas	  captan	  gadolinio	  en	  las	  secuencias	  ponderadas	  

en	  T1,	  en	  la	  resonancia	  magnética	  (RM),	  lo	  que	  permite	  la	  detección	  de	  nuevas	  

lesiones	   en	   el	   SNC.	   En	   la	   EM	   crónica	   la	   frecuencia	   de	   placas	   activas	   es	  

extremadamente	   baja.	   Se	   han	   descrito	   cuatro	   patrones	   de	   lesiones.	   En	   los	  

patrones	  I	  y	  II	  principalmente	  hay	  destrucción	  de	  la	  mielina,	  y	  en	  los	  patrones	  

III	  y	  IV	  hay	  degeneración	  de	  los	  oligodendrocitos34.	  

Las	   placas	   inactivas	   son	   áreas	   desmielinizadas,	   no	   contienen	   productos	   de	  

degradación	  de	  la	  mielina,	  hay	  pérdida	  de	  oligodendrocitos,	  son	  hipocelulares	  

y	  esclerosadas.	  

Las	   placas	   crónicas,	   destacan	   por	   una	   gran	   desmielinización,	   y	  

progresivamente	  presentan	  deneración	  axonal	  y	  gliosis31.	  

Las	  “placas	  sombra”,	  están	  formadas	  por	  finas	  vainas	  de	  mielina,	  son	  áreas	  de	  

remielinización	   defectuosa,	   siendo	   consecuencia	   de	   la	   resolución	   del	   edema	  

inflamatorio.	  

1.2.4.-‐CLíNICA	  

	   Existen	  distintas	  formas	  de	  EM,	  según	  su	  evolución	  clínica.	  Las	  formas	  de	  

evolución	  de	  la	  EM	  se	  clasificaron	  en	  1996,	  como	  esclerosis	  múltiple	  remitente	  

recurrente	   (EM-‐RR),	   esclerosis	   múltiple	   primaria	   progresiva	   (EM-‐PP),	   EM	  

secundaria	  progresiva	  (EM-‐SP)	  y	  EM	  recurrente	  progresiva	  (EM-‐RP)35.	  
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La	   EM	   se	   caracteriza	   por	   la	   presencia	   de	   brotes,	   que	   son	   síntomas	   de	  

disfunción	  neurológica	  de	  más	  de	  24	  horas	  de	  duración,	  para	  considerarse	  dos	  

brotes	  deben	  afectar	  a	  diferentes	  partes	  del	   SNC,	   con	  un	   intervalo	  de	  1	  mes	  

entre	  ellos36.	  

	  
	  

Figura	  1.6.	  Formas	  evolutivas	  de	  la	  EM.	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  1.5.	  Formas	  evolutivas	  de	  Esclerosis	  Múltiple.	  

La	   forma	   clínica	   EM	   remitente	   recurrente	   (RR),	   se	   da	   en	   el	   85%	   de	   los	  

pacientes	   con	   EM.	   Los	   brotes	   de	   la	   enfermedad	   están	   claramente	   definidos	  

con	  recuperación	  parcial	  o	  total.	  

La	   forma	   clínica	   EM	   primaria	   progresiva	   (PP),	   se	   da	   en	   el	   10-‐15%	   de	   los	  

pacientes	   con	   EM.	  No	  presentan	  brotes.	   Existe	   progresión	  de	   la	   enfermedad	  

desde	   el	   inicio,	   con	   estabilizaciones	   ocasionales	   y	   mejorías	   temporalmente	  

menores.	  
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La	   forma	  clínica	  EM	  secundaria	  progresiva	   (SP),	  un	  50%	  de	   los	  pacientes	   con	  

EM-‐RR	  pueden	  evolucionar	  hacia	  esta	   forma	  de	  progresión,	  es	  de	  una	   forma	  

remitente-‐recurrente,	   que	   progresa	   la	   discapacidad	   neurológica	   con	   o	   sin	  

brotes.	  Esta	  evolución	  puede	  producirse	  entre	  los	  10-‐20	  años	  de	  progresión37.	  

Los	   factores	   de	   riesgo	   para	   desarrollar	   una	   forma	   progresiva	   son	   sexo	  

masculino,	   síntomas	   de	   médula	   espinal,	   incompleta	   recuperación	   entre	  

recaídas,	  mayor	  edad	  al	  inicio.	  

La	   forma	   clínica	   EM	  progresiva	   recurrente	   (PR)	  presenta	  progresión	  desde	  el	  

inicio	  con	  brotes,	  con	  o	  sin	  recuperación	  completa	  y	  con	  progresión	  continua	  

en	  el	  periodo	  entre	  brotes.	  

Al	  inicio	  de	  la	  enfermedad,	  el	  40%	  de	  los	  pacientes,	  presenta	  como	  síntoma	  la	  

alteración	   de	   la	   sensibilidad,	   en	   forma	   de	   parestesias,	   acorchamiento…Otro	  

40%	   presenta	   una	   alteración	   motora,	   como	   la	   pérdida	   de	   fuerza	   en	   los	  

miembros	   inferiores.	  En	  el	  curso	  de	   la	  enfermedad	  son	   los	  síntomas	  motores	  

más	  frecuentes	  que	  los	  sensitivos	  y	  cerebelosos.	  

Entre	  las	  manifestaciones	  clínicas	  más	  comunes	  se	  encuentra	  la	  neuritis	  óptica.	  

La	   alteración	   visual	   en	   los	   pacientes	   con	   EM	   aparece	   en	   el	   80%,	   bien	   como	  

disminución	   de	   la	   agudeza	   visual	   o	   como	   alteración	   de	   la	   motilidad	   ocular	  

extrínseca36.	  
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1.2.5.-‐DIAGNÓSTICO	  	  

	   En	   1965,	   Schumacher	   et	   al	   publicaron	   unos	   criterios	   para	   definir	  

clínicamente	  la	  EM,	  convirtiéndose	  en	  las	  reglas	  de	  oro	  para	  el	  diagnóstico	  de	  

la	  EM.	   Le	   siguieron	   los	   criterios	  de	  McAlpine,	   Lumsden	  y	  Acheson	  en	  197238,	  

los	  criterios	  de	  Poser	  en	  198339	  en	  los	  que	  se	  integraban	  los	  hallazgos	  clínicos	  

con	   los	  hallazgos	  en	   la	  RM	  y	  otras	  exploraciones	   complementarias	   como	  son	  

los	  potenciales	  evocados	  visuales	  (PEV)	  y	  el	  líquido	  cefalorraquídeo	  (LCR).	  En	  el	  

2001	  un	  comité	  internacional	  de	  expertos	  en	  EM	  revisó	  los	  criterios	  de	  Poser	  y	  

formuló	   unos	   nuevos	   los	   criterios	   de	  McDonald	   disminuyeron	   el	   número	   de	  

categorías	  diagnósticas,	  lo	  que	  permitió	  un	  diagnóstico	  más	  precoz.	  

En	  el	   2010	   los	   criterios	  de	  McDonald	  han	   sido	   revisados,	   la	  RM	  es	   la	  prueba	  

principal	  para	  demostrar	  la	  diseminación	  espacial	  y	  la	  diseminación	  temporal40.	  	  
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ATAQUES	  
CLÍNICOS	   LESIONES	   CRITERIOS	  ADICIONALES	  PARA	  EL	  DIAGNÓSTICO	  

2	  O	  MÁS	  

Evidencia	  clínica	  objetiva	  de	  2	  o	  más	  
lesiones	  o	  Evidencia	  clínica	  objetiva	  de	  1	  
lesión	  con	  evidencia	  histórica	  razonable	  

de	  un	  ataque	  anterior	  

Ninguno.	  La	  evidencia	  clínica	  es	  suficiente.	  Otra	  
evidencia	  es	  deseable	  pero	  debe	  ser	  consistente	  con	  
la	  EM	  

2	  O	  MÁS	   Evidencia	  clínica	  objetiva	  de	  1	  lesión	  

Diseminación	  en	  espacio	  demostrada	  por:	  

•	  1	  o	  más	  lesiones	  en	  T2	  en	  por	  lo	  menos	  dos	  áreas	  

del	  SNC	  típicas	  de	  la	  EM	  (periventricular,yuxtacortical,	  	  
infratentorial	  o	  médula	  espinal)	  ;	  O	  

•	  Se	  espera	  otro	  ataque	  clínico	  que	  comprometa	  otro	  
sitio	  diferente	  del	  SNC.	  

1	   Evidencia	  clínica	  objetiva	  de	  2	  o	  más	  
lesiones.	  

Diseminación	  en	  tiempo	  demostrada	  por:	  

•	  Lesiones	  asintomáticas	  vistas	  con	  y	  sin	  contraste	  

en	  cualquier	  momento;	  O	  

•	  Una	  lesión	  nueva	  T2	  y/o	  lesiones	  demostradas	  

con	  contrastes	  en	  la	  RM	  de	  seguimiento	  sin	  importar	  
el	  momento;	  O	  

•	  Se	  espera	  un	  segundo	  ataque	  clínico.	  

1	   Evidencia	  clínica	  objetiva	  de	  1	  lesión	  

Diseminación	  en	  espacio	  demostrada	  por:	  

•	  1	  o	  más	  lesiones	  en	  T2	  en	  por	  lo	  menos	  dos	  áreas	  
del	  SNC	  típicas	  de	  la	  EM	  (periventricular,yuxtacortical,	  
infratentorial	  o	  médula	  espinal);	  O	  

•	  Se	  espera	  otro	  ataque	  clínico	  que	  comprometa	  otro	  
sitio	  diferente	  del	  SNC;	  Y	  Diseminación	  en	  tiempo	  
demostrada	  por:	  

•	  Lesiones	  simultáneas	  asintomáticas	  vistas	  con	  y	  sin	  
contraste	  en	  cualquier	  momento;	  O	  

•	  Una	  lesión	  nueva	  T2	  y/o	  lesiones	  demostradas	  con	  
contrastes	  en	  la	  RM	  de	  seguimiento	  sin	  importar	  el	  
momento;	  O	  

•	  Se	  espera	  un	  segundo	  ataque	  clínico.	  

0	  
(Progresión	  
desde	  el	  
comienzo)	  

	  

Un	  año	  de	  la	  progresión	  de	  la	  enfermedad	  	  
(retrospectiva	  o	  prospectiva)	  Y	  por	  lo	  menos	  2	  de	  
estos	  3	  criterios:	  

•	  Diseminación	  en	  espacio	  en	  el	  cerebro	  basada	  en	  1	  
o	  más	  lesiones	  en	  T2	  en	  las	  regiones	  periventricular	  ,	  
yuxtacortical	  o	  infratentorial.	  

•	  Diseminación	  en	  espacio	  en	  la	  médula	  espinal	  
basada	  en	  2	  o	  más	  lesiones	  en	  T2;	  O	  

•	  LCR	  positivo.	  

	  

Tabla	  1.1.	  Revisión	  de	  2010	  de	  los	  criterios	  de	  McDonald	  para	  el	  diagnóstico	  de	  la	  EM40.	  
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La	   primera	   escala	   para	   definir	   el	   estado	   de	   discapacidad	   física,	   la	  Disability	  

Status	   Scale	   (DSS),	   fue	   elaborada	   por	   Kurtzke	   en	   1955.	   Posteriormente,	   en	  

1983,	  Kurtzke	  hizo	  una	   versión	  ampliada	  de	   su	  escala,	   la	  Expanded	  Disability	  

Status	  Scale	  (EDSS).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  	 

	  
	  
	  
	  
	  
	  
Figura	  1.6.	  	  	  Escala	  de	  valoración	  y	  puntuación	  de	  los	  sistemas	  funcionales.	  
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Figura	  1.7.	  Escala	  EDSS:	  progresión	  de	  la	  incapacidad. 	  

	  

En	   la	   escala	   EDSS,	   el	   estado	   del	   paciente	   recibe	   una	   puntuación	   entre	   0	  

(examen	  normal)	  y	  10	  (muerte	  por	  EM),	  con	  incrementos	  de	  0,5	  puntos	  a	  partir	  

de	  1	  punto.	  

Los	   puntos	   se	   obtienen	   mediante	   la	   valoración	   de	   las	   alteraciones	   en	   los	  

sistemas	   funcionales.	   Kurtzke	   diseñó	   ocho	   subescalas	   para	   cuantificar	   la	  

exploración	   neurológica	   (función	   piramidal,	   función	   cerebelosa,	   función	   del	  

tronco	   cerebral,	   función	   sensitiva,	   función	   intestinal/vesical,	   función	   visual,	  

función	  mental	  y	  otras	  funciones).	  

La	   Escala	   de	   Estado	   de	   la	   Discapacidad	   Ampliada	   	   y	   la	   puntuación	   de	   los	  

Sistemas	   Funcionales	   desarrollados	   por	   Kurtzke	   son	   las	   medidas	   más	  

ampliamente	  utilizadas	  y	  reconocidas	  en	  la	  EM.	  
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1.2.6.-‐TRATAMIENTO	  	  

	   En	   la	   EM	   no	   existe	   por	   el	   momento	   un	   tratamiento	   curativo,	   el	  

tratamiento	   médico	   se	   basa	   en:	   tratamientos	   farmacológicos	   con	   base	  

inmunológica,	  el	  tratamiento	  sintomático	  y	  el	  rehabilitador.	  

El	   tratamiento	   de	   la	   EM,	   durante	   las	   fases	   iniciales	   es	  más	   eficaz,	   cuando	   la	  

inflamación	  es	  más	  prominente,	  un	  tratamiento	  precoz	  retrasa	  la	  discapacidad,	  

al	  disminuir	  el	  daño	  del	  sistema	  nervioso	  causado	  por	  la	  enfermedad42.	  

La	   agencia	   Europea	   del	   medicamento	   tiene	   aprobados	   los	   siguientes	  

medicamentos	  que	  han	  demostrado	  su	  eficacia	  para	  el	  tratamiento	  de	  la	  EM:	  

Tratamientos	   de	   primera	   línea:	   el	   IFN-‐β1-‐b,	   IFN-‐β1-‐a	   subcutáneo43,	   IFN-‐β1-‐a	  

intramuscular44	   y	   acetato	   de	   glatirámero45,46,	   estas	   terapias	   no	   son	   siempre	  

efectivas	  como	  monoterapia42.	  El	  natalizumab47	  si	  está	  autorizado	  para	  su	  uso	  

en	  monoterapia	  en	  formas	  agresivas	  de	  la	  enfermedad.	  Como	  tratamiento	  oral	  

existe	  el	  fingolimod48,49,50.	  Tratamiento	  de	  rescate:	  la	  mitoxantrona	  51,52.	  

En	  cuanto	  al	   tratamiento	  sintomático	  de	   los	  brotes	  se	  utilizan	   los	  corticoides.	  

Los	   esteroides	   han	   demostrado	   que	   acortan	   la	   duración	   de	   los	   brotes	   al	  

disminuir	   la	   inflamación	   en	   las	   lesiones	   de	   EM53.	   Por	   el	   contrario,	   no	   han	  

demostrado	  que	  afecte	  a	   la	  progresión	  de	   la	  EM	  ni	  a	   la	  tasa	  de	  brotes	  por	   lo	  

que	  no	  están	  indicados	  como	  tratamiento	  de	  mantenimiento.	  
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En	  lo	  que	  respecta	  al	  tratamiento	  rehabilitador	  es	  imprescindible	  para	  reducir	  

la	   discapacidad	   y	   minusvalía	   de	   los	   pacientes	   y	   así	   mantener	   cierta	  

independencia.	  

	  

1.3.-‐NEURITIS	  ÓPTICA	  

	   Entre	   las	   diferentes	   áreas	   del	   SNC	   que	   pueden	   verse	   afectadas	   por	   la	  

EM,	   la	   vía	   visual	   presenta	   diversas	   manifestaciones	   oftalmológicas	   con	   una	  

gran	  variedad	  de	  síntomas.	  Se	  puede	  afectar	  cualquier	  punto	  de	   la	  vía	  visual,	  

nervio	  óptico,	  retina,	  quiasma,	  vía	  retro-‐quiasmática,	  cortex	  cerebral	  visual.	  La	  

neuropatía	   óptica	   desmielinizante	   aguda	   (NOD)	   es	   la	   patología	   oftalmológica	  

mejor	   estudiada	   de	   la	   EM	   y	   la	   más	   común54.	   Los	   signos	   y	   síntomas	  

extraoculares	  pueden	  preceder,	  suceder	  o	  coincidir	  con	  los	  signos	  oculares.	  

En	   los	   pacientes	   con	   EM,	   la	   NOD	   puede	   ser	   el	   primer	   síntoma	   de	   EM	   en	   el	  

20%55.	  En	  un	  75%	  de	  los	  casos	  la	  NOD	  se	  presenta	  en	  el	  curso	  evolutivo	  de	  la	  

EM.	   La	  desmielinización	  de	   la	   vía	   visual	   en	  estudios	  de	  autopsias	   aparece	  en	  

todos	  los	  paciente	  con	  EM.	  

	   El	  estudio	  Optic	  Neuritis	  Treatment	  Trial	  (ONTT,	  Ensayo	  de	  Tratamiento	  

de	  Neuritis	  Óptica)56	  es	  de	  donde	  se	  extraen	  los	  datos	  más	  fiables	  sobre	  la	  NOD	  

en	  relación	  con	  la	  EM.	  Que	  comentaremos	  a	  continuación:	  
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La	  NOD	  afecta	  a	   jóvenes	  con	  edades	  entre	  20	  y	   los	  30	  años56,57.	  La	   incidencia	  

anual	   de	   NOD	   según	   los	   estudios	   en	   EEUU,	   oscila	   entre	   3-‐5	   individuos	   por	  

100.000	  habitantes57,58.	  

La	  clínica	  de	  presentación	  de	  la	  NOD	  es	  la	  disminución	  de	  agudeza	  visual	  (AV),	  

el	  dolor	  ocular	  con	  los	  movimientos	  de	  los	  ojos,	  la	  alteración	  de	  la	  percepción	  

cromática,	   defecto	   pupilar	   aferente	   relativo	   (DPAR),	   alteraciones	  

campimétricas	  y	  del	  fondo	  de	  ojo.	  

La	  disminución	  de	   la	  AV,	   se	  da	  en	  el	   90%	  de	   los	  pacientes	   con	  NOD,	  es	  muy	  

variable,	  desde	  una	  mínima	  a	  una	  gran	  afectación.	  Según	  el	  ONTT,	  el	  35%	  de	  

los	   pacientes	   tuvieron	   una	   AV	   igual	   o	   mejor	   al	   50%	   y	   un	   20%	   tuvo	   una	   AV	  

inferior	   a	   10%.	   Al	   mes	   la	   AV	   comienza	   a	   mejorar,	   la	   AV	   inicial	   es	   el	   mejor	  

predictor	   pronóstico	   de	   la	   AV	   final56.	   En	   el	  ONTT,	   el	   92%	   de	   estos	   pacientes	  

tenían	  AV	  mayor	  del	  50%59.	  La	  afectación	  bilateral	  simultánea	  no	  es	  frecuente,	  

la	  afectación	  secuencial	  de	  los	  ojos	  es	  un	  hecho	  común54.	  

El	  dolor	  ocular,	  sobre	  todo	  con	  el	  movimiento	  de	  los	  ojos,	  está	  presente	  en	  el	  

92%	   de	   los	   pacientes.	   El	   dolor	   no	   se	   relaciona	   con	   pérdida	   de	   AV	   ni	   con	   la	  

recuperación	  visual54.	  

La	   percepción	   cromática	   suele	   estar	   alterada	   en	   la	   NOD,	   sobre	   todo	   la	  

percepción	   del	   rojo	   (protanopia)	   y	   el	   verde	   (deuteranopia).	   En	   el	   ONTT,	   la	  

prueba	  de	  Ishihara	  estaba	  alterada	  en	  el	  88%	  de	  los	  ojos	  con	  NO.	  
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La	   función	   pupilar	   alterada	   se	   manifiesta	   con	   un	   defecto	   pupilar	   aferente	  

relativo	   (DPAR)	   en	   el	   ojo	   afecto,	   la	   ausencia	   de	   éste	   en	   un	   paciente	   con	  

sospecha	  de	  NOD	  hace	  improbable	  el	  diagnóstico.	  

La	   sensibilidad	  al	   contraste	   estaba	   alterada,	   según	  el	  ONTT	  en	  el	   51%	  de	   los	  

pacientes	  con	  AV	  normales	  y	  en	  el	  99%	  de	  los	  pacientes	  con	  AV	  alteradas54,56.	  

Lo	  que	  convierte	  a	  la	  sensibilidad	  al	  contraste	  en	  un	  marcador	  muy	  sensible.	  

También	   puede	   estar	   presente	   el	   fenómeno	   de	   Uhthoff,	   visión	   borrosa	  

desencadenada	  por	  el	  calor,	  el	  ejercicio	  físico	  o	  el	  estrés.	  

Las	  alteraciones	  campimétricas	  podían	  ser	  muy	  variables	  tal	  y	  como	  demostró	  

el	   estudio	   ONTT,	   que	   documentó	   una	   gran	   variabilidad	   de	   defectos	  

campimétricos,	  no	  solo	  el	  escotoma	  central60.	  

En	   la	   exploración	   del	   fondo	   de	   ojo	   de	   los	   pacientes	   con	   NOD,	   dos	   tercios	  

presentarán	  el	  disco	  óptico	  normal	  (neuritis	  retrobulbar)	  y	  un	  tercio	  tendrán	  el	  

disco	  óptico	  edematoso	  (papilitis)56.	  

El	  estudio	  ONTT,	  después	  de	  10	  años	  de	  seguimiento,	   concluye	  que	  el	   factor	  

predictivo	  de	  desarrollo	  de	  EM	  es	  la	  RM	  cerebral	  realizada	  en	  el	  1er	  episodio	  de	  

NOD,	   la	   existencia	   de	   una	   o	  más	   lesiones	   en	   la	   sustancia	   blanca	   aumenta	   el	  

riesgo	  de	   sufrir	  EM	  al	  56%61.	   La	  RM	  normal	   reduce	  el	   riesgo	  de	  conversión	  a	  

EM	  al	  25%,	  una	  RM	  con	   lesiones	  desmielinizantes	  no	  supone	  el	  desarrollo	  de	  

EM.	  
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Las	   neuropatías	   ópticas	   isquémicas	   (NOIA)	   se	   deben	   considerar	   como	  

diagnóstico	   diferencial	   sobre	   todo	   si	   se	   presentan	   edemas	   de	   papila	   con	  

hemorragias	  peripapilares	  ya	  que	  éstas	  son	  muy	  poco	  frecuentes	  en	  los	  casos	  

de	   papilitis	   (sólo	   el	   6%)	   y	   se	   asocian	   con	   un	   riesgo	   muy	   bajo,	   casi	   cero,	   de	  

desarrollar	  una	  EM62.	  

1.4.	  PROCESOS	  QUE	  INHIBEN	  LA	  REGENERACIÓN	  AXONAL	  EN	  EM	  

	   Se	   han	   investigado	   diversas	   proteínas	   inhibitorias	   del	   crecimiento	  

axonal,	  entre	  ellas	  la	  glicoproteína	  asociada	  a	  mielina	  (MAG)63,	  la	  glicoproteína	  

de	  mielina	  oligodendroglial	   (OMgp)64	  y	  Nogo-‐A65.	  Pese	  a	  que	  estas	  moléculas	  

no	   presentan	   similitud	   estructural,	   las	   tres	   se	   localizan	   en	   la	   superficie	  

periaxonal	  de	  la	  vaina	  de	  mielina	  y	  se	  unen	  a	  un	  mismo	  receptor	  denominado	  

Receptor	  Nogo	  (NgR),	  identificado	  inicialmente	  como	  receptor	  para	  Nogo-‐A66.	  	  

Se	   ha	   investigado	   el	   papel	   de	   las	   proteínas	   inhibitorias	   de	   la	   regeneración	  

axonal	  en	  EAE	  y	  en	   la	  EM.	  En	  EAE	  cuando	  se	   realizaba	   la	   inducción	  activa	  de	  

anticuerpos	   contra	   Nogo	   A,	   o	   la	   inmunización	   pasiva	   con	   anticuerpos	  

neutralizantes	  IgG	  anti	  Nogo-‐A	  	  se	  observaba	  una	  mejoría	  en	  la	  enfermedad	  y	  

en	   los	   hallazgos	   histológicos	   de	   las	   lesiones.	   Además,	   se	   evidenció	   una	  

disminución	  significativa	  en	  la	  producción	  de	  IFN-‐ɣ	  	  y	  un	  aumento	  de	  citocinas	  

anti-‐inflamatorias	   como	   TGF-‐ß	   e	   IL-‐10,	   lo	   que	   indica	   el	   cambio	   de	   una	  

respuesta	  patogénica	  Th1	  a	  una	  protectora	  Th267.	  También	  se	  han	  observado	  
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cuadros	  similares	  a	  la	  EAE	  por	  la	  	  inmunización	  con	  Nogo	  A,	  el	  cual	  actúa	  como	  

auto-‐antígeno	  en	  ciertas	  condiciones.	  

En	  los	  estudios	  anatomopatológicos	  de	  lesiones	  desmielinizantes	  de	  la	  EM,	  se	  

demostró	   que	   tanto	   Nogo-‐A	   como	   su	   receptor	   se	   expresan	   en	   forma	  

aumentada,	  el	  Nogo-‐A	  en	  los	  oligodendrocitos	  supervivientes	  y	  su	  receptor	  en	  

los	  astrocitos	  y	  la	  microglía68.	  Además,	  en	  pacientes	  con	  EM	  se	  ha	  detectado	  la	  

presencia	   de	   anticuerpos	   anti-‐Nogo-‐A	   IgM	   en	   plasma,	   así	   como	   la	   síntesis	  

intratecal	  de	  anticuerpos	  IgG	  contra	  Nogo-‐A69.	  	  

En	  conjunto,	  estos	  datos	  sugieren	  que	   las	  proteínas	   inhibitorias	  de	   la	  mielina	  

estarían	  involucradas	  en	  la	  patogenia	  del	  daño	  axonal	  que	  se	  observa	  en	  la	  EM	  

y	  que	  su	  bloqueo	  podría	  mantener	  o	  restaurar	  la	  integridad	  neuronal	  del	  SNC.	  

	   En	   nuestro	   proyecto	   vamos	   a	   centrarnos	   en	   el	   Nogo-‐A,	   ya	   que	  

transfectaremos	   a	   las	   MSC	   con	   un	   gen	   específico	   del	   receptor	   del	   Nogo	  

dominante	  negativo	  (NogoRDN)	  para	  favorecer	  la	  regeneración	  axonal.	  

  

1.5.-‐ENCEFALITIS	  AUTOINMUNE	  EXPERIMENTAL	  (EAE)	  	  

	   Para	  el	  estudio	  de	  enfermedades	  del	  SNC,	  se	  han	  desarrollado	  una	  gran	  

variedad	  de	  modelos	  animales,	  debido	  a	   la	  escasa	  disponibilidad	  de	  muestras	  

de	   cerebro	   humano,	   sobre	   todo	   en	   estadios	   tempranos	   de	   la	   enfermedad	  

aguda.	  
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La	   encefalomielitis	   autoinmune	   experimental	   (EAE)	   es	   el	  modelo	   animal	  más	  

usado,	  en	  la	  actualidad,	  para	  el	  estudio	  de	  la	  esclerosis	  múltiple.	  El	  modelo	  fue	  

definitivamente	   establecido	   en	   1933	   por	   Tomas	   Rivers	   quien	   logró,	   por	  

primera	   vez,	   producir	   una	   reacción	   inflamatoria	   acompañada	   de	  

desmielinización	   mediante	   repetidas	   inmunizaciones	   con	   tejido	   nervioso,	   y	  

demostró	  que	  las	  complicaciones	  encefálicas	  eran	  causadas	  por	  contaminantes	  

de	  este	  tejido	  presente	  en	  las	  vacunas70.	  

Desde	  entonces,	  el	  modelo	  de	  EAE	  ha	  sido	  empleado	  en	  distintas	  especies,	  en	  

1949	  se	  logró	  inducir	  EAE	  en	  un	  ratón	  similar	  a	  la	  que	  se	  conoce	  hoy	  en	  día,	  y	  

se	   reprodujeron	   gran	   parte	   de	   las	   características	   inmunológicas,	  

neuropatológicas	  y	  clínicas	  de	  la	  esclerosis	  múltiple71,72,73.	  El	  modelo	  murino	  de	  

EAE	   fue	   descrito	   en	   1950,	   gracias	   a	   inmunopotenciadores	   como	   la	   toxina	  

pertussis	  que	  permitió	  aumentar	  tanto	  la	  inducción	  de	  la	  enfermedad	  así	  como	  

el	  número	  de	  cepas	  susceptibles	  a	  ella.	  

En	   los	   animales	   con	   EAE	   se	   afecta	   normalmente	   el	   neuroeje	   con	   la	  

consiguiente	  parálisis	  ascendente	  de	  los	  cuatro	  miembros,	  puede	  ser	  parcial	  o	  

total.	   Los	   primeros	   signos	   clínicos	   son,	   debilidad	   en	   la	   cola,	   debilidad	   de	   las	  

patas	   traseras,	   parálisis	   de	   las	   patas	   traseras,	   parálisis	   de	   las	   cuatro	  

extremidades,	   y	   finalmente	   se	   produce	   la	   muerte	   del	   animal74,75.	   Además,	  
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estos	   síntomas	   vienen	   generalmente	   acompañados	   por	   una	   pérdida	   de	   peso	  

causada	  por	  una	  disminución	  en	  la	  ingesta	  de	  agua	  y	  alimento.	  

En	  cuanto	  al	  curso	  clínico	  de	  la	  EAE	  se	  distinguen:	  

La	   EAE	   aguda	   hay	   un	   único	   episodio	   clínico	   de	   la	   enfermedad,	   que	   revierte	  

totalmente	   con	  el	   tiempo.	   En	   la	  EAE	   crónica	   remitente-‐recurrente,	   hay	  dos	  o	  

más	   brotes	   clínicos	   de	   la	   enfermedad,	   se	   da	   una	   alternancia	   de	   episodios	  

clínicos	   intercalando	  periodos	  de	   remisión	   total	   o	  parcial	   de	   los	   síntomas.	   La	  

EAE	  crónica	  progresiva	  no	  hay	  brotes,	  es	  un	  curso	  progresivo	  y	  continuo	  de	  la	  

sintomatología	   hasta	   llegar	   a	   la	   parálisis	   total	   del	   individuo	   que	   le	   lleva	   a	   la	  

muerte.	  

El	  curso	  clínico	  de	  la	  enfermedad	  puede	  ser	  muy	  diferente	  según	  la	  especie	  o	  

cepa	  y	  el	  péptido	  utilizado.	  	  

	  
Autoantígeno	   Especie/cepa	   Especie/cepa	  

MBP	  
Ratón/SJL/J	  
Rata/Lewis	  
Ratón/B10.PL	  o	  PL/J	  

Recurrente-‐remitente,con	  desmielinización76.	  
Aguda,	  inflamatoria,	  sin	  desmielinización77,78.	  
Aguda/crónica;	  monofásica	  y	  resistente	  a	  la	  
reinducción;	  inflamatoria	  y	  con	  daño	  axonal79.	  

MOG	  
Ratón/C57BL/6,	  129/J	  
Ratón/A.SW	  
Rata/Brown	  Norway	  

Crónica/recurrente-‐remitente	  con	  
desmielinización80.	  
Aguda;	  progresiva,	  desmielinización,	  
infiltrado	  de	  neutrófilos81.	  
Aguda,	  inflamatoria,	  sin	  desmielinización82	  

PLP	  

Ratón/SJL/J	  o	  (SWR	  x	  
SJL/J)F1	  
Ratón/129/J,	  C57BL/6	  
Rata/Lewis	  

Recurrente-‐remitente,	  desmielinización83,84.	  
Aguda;	  inflamatoria85,86.	  
Aguda,	  inflamatoria	  y	  desmielinizante87	  

	  
Tabla	  1.2.	  Distintas	  patologías	  y	  progresiones	  de	  EAE.	  MBP:	  Proteína	  básica	  de	  la	  mielina,	  
MOG:	  proteína	  mielínica	  de	  los	  oligodendrocitos,	  PLP:	  proteína	  proteolipídica.	  
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Como	  podemos	   observar	   en	   la	   tabla	   1.2	   existen	  muchas	   alternativas	   de	   EAE	  

que	   reflejan	  aspectos	   concretos	  de	   la	  enfermedad,	  ya	  que	  ningún	  modelo	  es	  

capaz	  de	  mimetizar	  todas	  las	  características	  inmunopatológicas.	  

La	   EAE	   en	   el	   SNC,	   del	   mismo	   modo	   que	   la	   EM,	   se	   caracteriza	   por	   una	  

infiltración	   de	   linfocitos	   y	  macrófagos	   en	   la	   sustancia	   blanca	   y	   una	   posterior	  

desmielinización88.	   Las	   lesiones	   en	   el	   SNC	   son	  múltiples,	   con	   una	   preferente	  

localización	  perivascular,	  sobre	  todo	  a	  nivel	  del	  tronco	  cerebral	  y	  de	  la	  médula	  

espinal.	   El	   curso	   temporal	   comienza	   con	   la	   inflamación,	   la	   desmielinización,	  

seguido	  de	  la	  gliosis	  y	  una	  remielinización	  parcial.	  Además	  podemos	  encontrar	  

inmunoglobulinas	  en	  el	  LCR	  y	  en	  el	  SNC73,89.	  

La	   EAE	   ha	   servido	   para	   avanzar	   en	   el	   conocimiento	   de	   los	   mecanismos	  

inflamatorios	   de	   la	   enfermedad	   y	   ha	   aportado	   importantes	   hallazgos:	   se	   ha	  

descubierto	  la	  existencia	  de	  células	  autorreactivas,	  que	  escapan	  de	  la	  selección	  

negativa	  en	  el	  timo	  y	  que	  pueden	  encontrarse	  en	  individuos	  sanos90.	  

La	   EAE	   ha	   permitido	   demostrar	   que	   el	   SNC	   no	   es	   un	   órgano	  

inmunoprivilegiado,	   ya	   que	   las	   células	   T	   activadas	   son	   capaces	   de	   cruzar	   la	  

barrera	  hematoencefálica	  para	  iniciar	   los	  procesos	  de	  inflamación.	  Las	  células	  

T	   autorreactivas	   tienen	   que	   adherirse	   al	   endotelio	   mediante	   diferentes	  

ligandos;	  como,	  la	  vía	  de	  adhesión	  de	  la	  integrina/receptor	  VLA-‐4/VCAM-‐1	  (de	  

Integrin	  alpha4beta1	   -‐Very	   Late	  Antigen	  4-‐	  y	  Vascular	   cell	   adhesion	  molecule	  
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1).	  El	  Natalizumab	  (anticuerpo	  humanizado	  anti-‐VLA4)	  es	  un	  medicamento	  que	  

se	  encuentra	  hoy	  en	  el	  mercado	  basándose	  en	  estos	  hallazgos.	  

Igualmente,	  el	  acetato	  de	  glatiramer,	  uno	  de	  los	  fármacos	  más	  utilizados	  en	  la	  

actualidad	  para	  el	  tratamiento	  de	  la	  enfermedad,	  derivó	  del	  estudio	  de	  la	  EAE.	  

Mientras	   se	   estudiaban	   nuevos	   modelos	   de	   EAE,	   diseñaron	   un	   copolímero	  

sintético	  de	  aminoácidos,	  con	  la	  intención	  de	  mimetizar	  la	  proteína	  básica	  de	  la	  

mielina	  (MBP),	  el	  copolimero	  no	  produjo	  la	  enfermedad,	  sino	  que	  se	  demostró	  

que	  disminuía	  los	  brotes	  en	  la	  EM-‐RR	  en	  un	  30%91,92.	  

La	   EAE	   también	   ha	   aportado	   hallazgos	   sobre	   el	   daño	   axonal,	   la	   causa	   de	   la	  

mayor	  parte	  de	  la	  invalidez	  en	  los	  pacientes	  con	  EM.	  Estudios	  experimentales	  

han	   mostrado	   que	   se	   correlaciona	   la	   extensión	   de	   mielina	   perdida	   en	   los	  

axones	  con	  el	  número	  de	  macrófagos	  infiltrados93,	  también	  se	  han	  observado	  

distribución	   anómala	   de	   los	   canales	   iónicos	   en	   los	   axones	   crónicos	  

desmielinizados94	   y	   que	   las	   células	   CD8+	   interactúan	   con	   axones	  

desmielinizados,	  produciendo	  daño	  axonal	  por	  un	  mecanismo	  dependiente	  de	  

antígeno95.	  

En	  conclusión	  este	  modelo	  animal,	  que	  simula	   la	  EM,	  ha	  permitido	  el	  estudio	  

de	  esta	  enfermedad,	  tanto	  su	  respuesta	  inflamatoria,	  respuesta	  autoinmune…,	  

y	  ha	  contribuido	  en	  el	  desarrollo	  de	  medicamentos	  actuales	  para	  EM	  como,	  la	  
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mitoxantrona,	   acetato	   de	   glatiramer	   y	   el	   natalizumab,	   además	   es	   una	  

herramienta	  fundamental	  para	  desarrollar	  en	  el	  futuro	  nuevas	  terapias.	  	  

	  

1.6.-‐	  CÉLULAS	  MADRE	  

	   Las	  células	  madre	  son	  un	   tipo	  de	  células	   indiferenciadas	  que	  poseen	   la	  

capacidad	   de	   autorrenovación	   y	   diferenciación.	   La	   autorrenovación,	   es	   la	  

capacidad	  de	  dividirse	  dando	  lugar	  a	  nuevas	  células	  idénticas	  a	  la	  de	  origen;	  y	  

el	  potencial	  de	  diferenciación	  les	  confiere	  la	  habilidad	  de	  generar	  células	  hijas	  

comprometidas	   a	   diferentes	   linajes	   celulares	   con	   funciones	   y	   morfología	  

especializada,	   siempre	   que	   se	   encuentre	   bajo	   las	   condiciones	   apropiadas	   del	  

microambiente96.	  

1.6.1.-‐TIPOS	  Y	  CLASIFICACIÓN	  

Las	   células	   madre	   se	   pueden	   clasificar,	   por	   su	   origen	   o	   por	   su	   potencial	   de	  

diferenciación:	  

Según	   su	   origen,	   las	   células	   madre	   se	   clasifican	   de	   acuerdo	   a	   la	   fase	   de	  

desarrollo	  en	  la	  que	  están	  presentes,	  dividiéndose	  en:	  embrionarias,	  fetales	  o	  

adultas.	   Las	   células	   madre	   embrionarias	   o	   ESCs	   (del	   inglés,	   Embryonic	   Stem	  

Cells)	   proceden	   de	   embriones	   antes	   de	   su	   implantación	   en	   el	   útero,	   y	   son	  

células	  pluripotentes97.	  Las	  células	  madre	  fetales	  son	  células	  multipotentes	  que	  
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se	  encuentran	  en	   los	  órganos	  del	   feto	  en	  desarrollo,	  y	  poseen	  características	  

similares	  a	  sus	  homólogas	  en	  tejidos	  adultos98.	  En	  el	  caso	  de	  las	  células	  madre	  

presentes	  en	  el	  organismo	  adulto	  se	  denominan	  genéricamente	  células	  madre	  

adultas	   o	   células	   madre	   somáticas.	   Éstas	   son	   células	   relativamente	  

indiferenciadas,	   y	   pueden	   originar	   diferentes	   tipos	   celulares	   más	  

especializados.	  

Según	   su	   potencial	   de	   diferenciación,	   las	   células	   madre	   pueden	   clasificarse	  

como	   células	  madre	   totipotenciales	   capaces	   de	  producir	   células	   de	   todos	   los	  

tejidos	   embrionarios	   y	   extraembrionarios	   (trofoblasto	   y	   placenta)	   de	   un	  

individuo,	   células	  madre	  multipotenciales	   capaces	   de	   originar	  múltiples	   tipos	  

celulares	   procedentes	   sólo	   de	   una	   capa	   embrionaria,	   células	   madre	  

pluripotenciales	  aquellas	  que	  pueden	  dar	  origen	  a	  tejidos	  de	  cualquiera	  de	  las	  

tres	  capas	  embrionarias	  (ectodermo,	  mesodermo	  y	  endodermo)	  exceptuando	  

las	   estructuras	   extraembrionarias,	   y	   células	  madre	  oligopotenciales	  o	   células	  

progenitoras	   específicas	   de	   linaje	   capaces	   de	   dar	   lugar	   a	   uno	   o	   pocos	   tipos	  

celulares	  de	  un	  mismo	  tejido99.	  
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Figura	   1.8.	   Esquema	   representativo	   del	   origen	   y	   potencialidad	   de	   los	   diferentes	   tipos	   de	  

células	  madre	  y	  sus	  destinos	  tisulares	  durante	  el	  desarrollo.	  
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1.6.2.-‐CELULAS	  MADRE	  MESENQUIMALES	  

	   Las	  células	  madre	  mesenquimales	  o	  MSCs	  (del	  inglés	  Mesenchymal	  Stem	  

Cells	  o	  Mesenchymal	  Stromal	  Cells)	  son	  células	  madre	  adultas	  “multipotentes”,	  

se	   aislaron	   por	   primera	   vez	   en	  medula	   ósea	   (del	   componente	   estromal).	   Las	  

MSCs	   pueden	   formar	   colonias	   y	   diferenciarse	   a	   tipos	   celulares	   de	   linaje	  

mesodérmico,	  endodérmico	  y	  ectodérmico100;	  además	  de	  presentar	  capacidad	  

inmunorreguladora.	   Se	   cree	   que	   están	   localizadas	   en	   el	   tejido	   conectivo	   o	  

estroma	   que	   da	   soporte	   a	   los	   órganos	   que	   las	   albergan	   y	   que	   están	  

principalmente	   asociadas	   a	   los	   nichos	   perivasculares.	   Estos	   nichos	   son	   el	  

microambiente	   que	   permite	   la	   transferencia	   de	   señales	   a	   través	   de	  

interacciones	  por	  contacto	  celular,	   factores	  solubles	  y	  matriz	  extracelular,	   las	  

cuales	   regulan	   el	   balance	   de	   las	   células	   madre	   según	   las	   necesidades	   del	  

organismo.	   El	   nicho,	   de	   esta	   manera,	   mantiene	   a	   las	   células	   madre	   en	   un	  

estado	  quiescente	  o	   inactivo,	  o	  por	  el	  contrario	  promueve	  su	  activación	  para	  

responder	   frente	   a	   diferentes	   estímulos,	   mediando	   el	   reemplazo	   de	   células	  

muertas	   o	   disfuncionales	   (homeostasis),	   o	   reparando	   el	   tejido	   después	   de	  

sufrir	  un	  daño.	  

Las	  hMSC	  	  residen	  principalmente	  en	  la	  médula	  ósea	  adulta101	  aunque	  diversos	  

hallazgos	  han	  demostrado	  también	  su	  presencia	  en	  otros	  tipos	  de	  tejidos,	  tan	  

diferentes	  como	  músculo	  esquelético102,	  tejido	  adiposo103,	  hueso	  compacto104,	  
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periostio105,106,	   cartílago	   articular107,	   sangre	   periférica108,	   sangre	   de	   cordón	  

umbilical109,110,	   líquido	   amniótico111,	   membrana	   sinovial112,106,	   líquido	  

sinovial113,	  tejido	  fetal114,	  pulpa	  dental115,	  tejido	  pulmonar116	  o	  placenta.	  

Actualmente,	   las	   células	   madre	   mesenquimales	   mejor	   caracterizadas	   y	   más	  

utilizadas	  en	  la	  regeneración	  de	  tejidos,	  son	  las	  células	  madre	  mesenquimales	  

derivadas	   de	   médula	   ósea,	   cordón	   umbilical	   y	   tejido	   adiposo	   debido	   a	   su	  

elevada	  facilidad	  de	  extracción	  y	  aislamiento117.	  

A.-‐CARACTERIZACIÓN	  

Debido	  a	  que	  las	  MSCs	  se	  comportan	  de	  forma	  heterogénea	  según	  el	  tejido	  de	  

origen	  y	  las	  condiciones	  de	  cultivo.	  La	  ISCT	  (del	  inglés	  International	  Society	  for	  

Cell	  Therapy)	  en	  el	  año	  2006,	  estableció	  unas	  pautas	  para	  la	  caracterización	  de	  

acuerdo	  a	  3	  criterios118:	  

I.   Crecimiento	   en	   adherencia	   a	   las	   superficies	   plásticas	   utilizadas	   para	   su	  

cultivo.	  

II.   Expresión	  de	  las	  moléculas	  de	  superficie	  CD73,	  CD90	  y	  CD105,	  y	  la	  ausencia	  

de	   marcadores	   de	   monocitos	   y	   macrófagos	   (CD11b	   y	   CD14),	   marcador	  

leucocitario	   (CD45),	  marcador	  de	   células	  B	   (CD19	  ó	  CD79a),	  marcador	  de	  

progenitores	   hematopoyéticos	   y	   marcadores	   de	   células	   endoteliales	  

(CD34),	  y	  HLA-‐DR.	  
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III.   Capacidad	   de	   diferenciación	   in	   vitro	   hacia	   osteoblastos,	   adipocitos	   y	  

condroblastos.	  

Las	  MSCs	  se	  caracterizan	  por:	  

a)   Cuando	  se	  administran	  por	  vía	  endovenosa	  poseen	  la	  capacidad	  de	  migrar	  

e	  injertar	  en	  lugares	  donde	  existe	  un	  daño	  tisular	  e	  inflamación119.	  

b)   Poseen	  la	  capacidad	  de	  diferenciarse	  hacia	  diferentes	  tipos	  celulares:	  tanto	  

hacia	   células	   de	   estirpe	   mesenquimal	   (osteoblastos,	   adipocitos	   y	  

condroblastos)	  como	  hacia	  otros	  linajes.	  

c)   Pueden	   secretar	   múltiples	   moléculas	   bioactivas	   capaces	   de	   estimular	   la	  

recuperación	   de	   células	   dañadas	   y	   de	   inhibir	   la	   inflamación.	   Los	  

mecanismos	   de	   comunicación	   con	   dichas	   células	   no	   son	   completamente	  

conocidos.	  

d)   Presentan	   escasa	   inmunogenicidad	   y	   poseen	   propiedades	  

inmunomoduladoras.	   Son	   capaces	   de	   sobrevivir	   en	   un	   ambiente	  

xenogenéico.	  Su	  capacidad	  inmunomoduladora	  depende	  entre	  otros	  de	  la	  

supresión	   de	   la	   función	   linfocitaria,	   el	   aumento	   de	   la	   regulación	   por	  

linfocitos	   T	   y	   células	   dendríticas,	   así	   como	  de	   la	   alteración	   del	   patrón	   de	  

citoquinas120.	  
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B.	  REPARACIÓN	  TISULAR	  

Cuando	   se	   produce	   un	   daño	   en	   los	   tejidos,	   pueden	   activarse	   los	  macrófagos	  

locales	  y	  eliminarse	  las	  células	  necróticas	  o	  apoptóticas	  sin	  inflamación,	  o	  bien,	  

puede	   producirse	   inflamación	   con	   la	   activación	   del	   componente	   celular	   del	  

sistema	  inmune,	  células	  T,	  células	  B.	  	  

Para	   que	   se	   produzca	   la	   reparación	   tisular	   es	   necesaria	   la	  migración	   de	   las	  

MSCs	   hasta	   la	   zona	   dañada.	   El	   tejido	   dañado	   secreta	   una	   gran	   cantidad	   de	  

quimioquinas	   y	   factores	   de	   crecimiento,	   además,	   las	   MSCs	   expresan	   gran	  

variedad	   de	   receptores	   para	   quimioquinas,	   lo	   que	   sugiere	   un	   potencial	   de	  

movilización	  hacia	  diversos	  tejidos121.	  Existen	  estudios	  que	  han	  demostrado	  la	  

capacidad	   de	  migración	   de	   las	  MSCs	   ante	   citoquinas	   quimioatrayentes	   tales	  

como	  CX3CL1	  y	  CXCL10122,	  IL-‐8123,	  CCL3124,	  CXCL12125.	  Factores	  de	  crecimiento	  

generados	   por	   los	   tejidos	   dañados,	   como	   FGF,	   PDGF	   y	   CXCL12	   también	  

favorecen	  la	  migración	  de	  las	  MSCs126.	  

La	  preincubación	  de	   las	  MSCs	   con	   citoquinas	  proinflamatorias	   como	  TNF-‐α	  e	  

IFN-‐ɣ,	   solas	   o	   en	   combinación,	   es	   capaz	   de	   incrementar	   la	   expresión	   de	   sus	  

receptores,	   aumentando	   el	   potencial	   de	   migración	   de	   las	   MSCs122.	   En	   la	  

migración	   de	   MSCs,	   la	   quimioquina	   CXCL12	   y	   su	   receptor	   CXCR4	   son,	  

necesarios	   para	   la	   permanencia	   en	   la	   médula,	   la	   movilización	   y	   el	  
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reclutamiento	   de	   células	   madre	   hematopoyéticas	   y	   células	   progenitoras	  

endoteliales127,128.	  

El	   endotelio	   de	   las	   zonas	   dañadas	   se	   activa	   por	   el	   TNF-‐α,	   que	   estimula	   la	  

expresión	  de	  una	  gran	  cantidad	  de	  quimioquinas	  y	  moléculas	  de	  adhesión.	  Las	  

MSCs	  migran	  por	  el	  torrente	  sanguíneo	  hacia	  las	  zonas	  dañadas	  rodando	  sobre	  

las	  células	  endoteliales	  de	  los	  vasos.	  Existen	  estudios	  que	  demuestran	  que	  las	  

hMSCs	   se	  unían	   a	   células	   endoteliales	   y	   rodaban	   sobre	   ellas,	   con	  una	   rápida	  

extensión	   de	   podios,	  mediante	   la	   unión	   entre	   el	   ligando	   de	   selectinas	   CD24	  

(presente	   en	   la	   membrana	   de	   las	   MSCs),	   y	   la	   selectina-‐P	   (expresada	   en	   las	  

células	  endoteliales)129.	  Posteriormente,	  se	  produce	  la	  adhesión	  de	  las	  MSCs	  a	  

los	  vasos	  del	  tejido,	  produciéndose	  una	  adhesión	  firme	  a	  los	  mismos,	  mediada	  

por	   integrinas	  y	  moléculas	  de	  adhesión.	  Así,	   la	   integrina	  VLA-‐4,	  expresada	  en	  

las	   MSCs	   es	   capaz	   de	   unirse	   con	   VCAM1	   en	   las	   células	   endoteliales129.	   Y	   la	  

integrina	  CD11a/CD18	  expresada	  en	   las	  MSCs,	   se	  une	  a	   ICAM1	  de	   las	   células	  

endoteliales,	   favoreciendo	   el	   proceso	   de	   adhesión130.	   Seguidamente,	   se	  

produce	   la	  migración	   celular	   a	   través	   de	   las	   paredes	   del	   endotelio	   vascular,	  

proceso	   conocido	   como	   transmigración.	   Para	   ello,	   las	  MSCs	   sufren	   cambios	  

morfológicos	   y	   la	   transmigración	   puede	   ser	   paracelular	   (entre	   las	   células	  

endoteliales),	  mediante	   podios	   de	  membrana	   o	   transcelular	   (directamente	   a	  
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través	  de	  las	  células	  endoteliales),	  mediante	  diapédesis	  a	  través	  de	  poros	  en	  la	  

capa	  endotelial131,132.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  1.9.	  Proceso	  básico	  de	  reparación	  tisular	  por	  MSC.	  

	  

Cuando	   las	   MSCs	   llegan	   al	   tejido	   dañado,	   son	   capaces	   de	   proliferar	   y	   se	  

diferencian	   en	   los	   tipos	   celulares	   que	   han	   sido	   dañados,	   formando	   tejido	  

maduro	  y	  funcional133.	  

Existen	  estudios	  que	  han	  demostrado	  que	  las	  MSCs	  pueden	  disminuir	  el	  daño	  

en	   el	   tejido	   y	   mejorar	   la	   función	   en	   pulmón134,	   riñón135,136,	   hígado137,138,	  

diabetes138,139	  e	  infarto	  de	  miocardio140,141.	  

Para	   que	   las	   MSCs	   puedan	   reparar	   el	   tejido	   dañado,	   son	   indispensables	   la	  

secreción	  de	  moléculas	  como	  tales	  como	  	  factores	  de	  crecimiento	  (incluyendo	  
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factores	  proangiogénicos),	   factores	   inmunosupresores	  y	  por	  último	  moléculas	  

de	  superficie	  y	  quimioquinas.	  

Las	   MSCs	   producen	   varios	   factores	   de	   crecimiento	   como:	   EGF,	   FGF,	   PDGF,	  

TGFβ,	  VEGF,	  HGF,	   IGF1,	  ANGPT1,	  y	  CXCL12142,143.	  Que	   favorecen	   la	   formación	  

de	   fibroblastos,	  células	  endoteliales	  y	  otras	  células	  progenitoras	  del	   tejido	  en	  

cuestión.	  

El	   VEGF,	   promueve	   la	   angiogénesis,	   reduciendo	   la	   permeabilidad	   endotelial,	  

otros	   factores	   mantienen	   la	   integridad	   del	   tejido	   mediante	   la	   secreción	   de	  

proteínas	  de	  matriz	  extracelular	  como	  colágeno,	  fibronectina	  o	  gelatina.	  	  

La	   reparación	   y	   regeneración	   de	   los	   tejidos	   no	   hematopoyéticos,	   son	  

promovidas	  por	  factores	  de	  crecimiento,	  como	  eritropoyetina	  (EPO)	  y	  el	  factor	  

estimulante	  de	  colonias	  de	  granulocitos	  (GSF3)	  producidas	  por	  las	  MSCs144,145.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  1.10.	  Secreción	  de	  factores	  paracrinos	  por	  MSCs142.	  
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La	  secreción	   de	   factores	   inmunorreguladores	   por	  parte	  de	   las	  MSCs,	  permite	  

modular	   la	   respuesta	   del	   sistema	   inmune,	   se	   controla	   mediante	   diversos	  

mecanismos	   que	   son	   activados	   por	   la	   presencia	   de	   factores	  

proinflamatorios146,	  147	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	   1.11.	   Modulación	   del	   sistema	   inmune	   mediada	   por	   las	   MSCs.	   Tras	   la	  

inflamación,	   las	   MSCs	   son	   activadas	   por	   varias	   citoquinas	   proinflamatorias	   como	  	  

TNF-‐α	  e	  IFN-‐ϒ	  así	  como	  por	  otros	  factores	  asociados	  a	  procesos	  infecciosos,	  como	  LPS.	  

En	   ratón,	   la	   activación	   de	   las	  MSCs	   	   promueve	   fundamentalmente	   la	   expresión	   de	  

iNOS	  y	   la	  consiguiente	  producción	  de	  óxido	  nítrico,	   la	  cual	   inhibe	   la	  proliferación	  de	  

las	  células	  T	  y	  B.	  A	  su	  vez,	   las	  MSCs	  activadas	  expresan	  COX2,	  que	  produce	  PGE2,	  la	  

cual	  afecta	  a	   los	  macrófagos	  aumentando	   la	  secreción	  de	   IL-‐10.	  Los	  altos	  niveles	  de	  

PGE2	  también	  bloquean	   la	  correcta	  maduración	  de	   las	  células	  dendríticas,	   lo	  que	  se	  

traduce	   en	   una	   pobre	   activación	   de	   las	   células	   T	   y	   por	   tanto	   en	   una	   importante	  

supresión	  de	  toda	  la	  respuesta	  inmune	  subsiguiente148.	  
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La	  activación	  de	  las	  MSCs	  promueve	  la	  expresión	  de	  iNOS	  (óxido	  nítrico	  sintasa	  

inducible),	   la	   cual	   produce	   óxido	   nítrico.	   El	   óxido	   nítrico	   producido	   es	   un	  

potente	   inmunosupresor,	   en	   altas	   concentraciones,	   es	   capaz	   de	   inhibir	   la	  

proliferación	   de	   las	   células	   T	   in	   vitro149.	   Sin	   embargo,	   en	   el	   ser	   humano	   la	  

activación	   de	   las	   MSCs	   expresan	   altas	   cantidades	   de	   IDO	   (Indoleamine	   2,3-‐

dioxygenase)	   la	   cual,	   es	   un	   catalizador	   de	   la	   degradación	   del	   triptófano	  

(aminoácido	   esencial	   que	   interviene	   en	   la	   proliferación	   de	   linfocitos),	  

favoreciendo	   la	  producción	  de	  quinurenina.	  Por	  ello,	   IDO	  ha	  sido	  relacionado	  

con	  la	  inhibición	  de	  la	  proliferación	  de	  varios	  tipos	  celulares,	  incluyendo	  células	  

T,	  B	  y	  NK150,151.	  

Cuando	  se	  reconocen	  moléculas	  de	  patógenos	  y	  de	  tejidos	  dañado	  durante	  la	  

inflamación	  las	  MSCs	  expresan	  la	  enzima	  COX2	  (ciclooxigenasa	  2),	  que	  produce	  

PGE2.	   La	   PGE2	   producida	   es	   capaz	   de	   cambiar	   su	   fenotipo	   de	   un	   estado	  

proinflamatorio	   (elevada	   secreción	   de	   IL-‐6	   y	   baja	   de	   IL-‐10)	   a	   un	   estado	  

antiinflamatorio	   (alta	   secreción	   de	   IL-‐10	   y	   baja	   IL-‐6)	   promoviendo	   la	  

disminución	  	  de	  la	  sepsis	  en	  ratón147.	  También	  se	  ha	  visto	  que	  la	  IL-‐6	  y	  la	  	  PGE2,	  

producidas	  por	  las	  MSCs,	  	  inhiben	  la	  maduración	  de	  las	  células	  dendríticas,	  las	  

cuales	   tienen	   un	   papel	   fundamental	   en	   la	   presentación	   de	   antígenos	   a	   las	  

células	  T152,153.	  
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En	  conclusión,	  la	  PGE2	  ha	  sido	  descrita	  como	  un	  potente	  supresor	  de	  células	  T,	  

NK,	  y	  macrófagos147,150,154.	  Estos	  factores	  inmunosupresores	  secretados	  por	  las	  

MSCs	  son	  muy	  lábiles	  y	  sólo	  tienen	  efecto	  en	  proximidad	  de	  las	  MSCs	  que	  las	  

secretan.	  

Las	   MSCs	   expresan	   una	   gran	   variedad	   de	   quimioquinas	   y	   receptores	   de	  

quimioquinas,	   que	   les	   permiten	   su	  movilización	   al	   lugar	   del	   daño.	   Las	  MSCs	  

producen	   los	   ligandos	   de	   CXCR3	   (receptores	   presentes	   en	   las	   células	   T	   y	  

natural	   killers),	   y	   de	  CCR5	   (expresado	  en	   células	   Th1),	   que	   sirven	  a	   las	  MSCs	  

para	   atraer	   a	   las	   células	   del	   sistema	   inmune.	   Las	   MSCs	   expresan	   ICAM1	   y	  

VCAM1,	  moléculas	  de	  adhesión	  que	  retienen	  a	  las	  células	  atraídas,	  y	  reclutan	  a	  

las	  células	  T155.	  

Las	  MSCs	   también	   actúan	   en	   el	   proceso	   de	   inmunorregulación	   por	   contacto	  

directo	   entre	   MSCs	   y	   células	   del	   sistema	   inmune.	   El	   contacto	   directo	   entre	  

MSCs-‐macrófagos	  puede	  incrementar	  el	  marcador	  de	  superficie	  CD206,	  propio	  

de	  macrófagos	  antiinflamatorios156	   ,	  que	  a	  su	  vez	  estimulan	   la	  producción	  de	  

IL-‐10,	   lo	   que	   no	   sucede	   cuando	   se	   utiliza	   solo	   el	   medio	   secretado	   por	   las	  

MSCs147.	  	  

Las	   propiedades	   biológicas	   de	   las	   hMSCs	   y	   su	   aparente	   inocuidad	   han	   sido	  

responsables	  de	  la	  realización	  de	  más	  de	  580	  ensayos	  clínicos	  en	  humanos	  en	  

todo	   el	  mundo	   (http://clinicaltrials.gov),	   en	   los	   que	   se	   infunden	   hMSCs	   para	  
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tratar	   diversas	   enfermedades,	   como	   la	   esclerosis	   múltiple,	   la	   enfermedad	  

injerto	  contra	  huésped,	  la	  cirrosis	  biliar	  primaria,	  entre	  otras.	  Estos	  ensayos	  en	  

su	   mayoría	   se	   encuentran	   en	   fase	   I	   y	   II	   y	   han	   demostrado	   la	   factibilidad,	  

seguridad	  y	  eficacia	  de	  esta	   terapia	  en	  humanos.	   	   En	  general,	   las	  hMSCs	   son	  

bien	   toleradas,	   y	   la	   mayoría	   de	   ensayos	   no	   observan	   efectos	   adversos	  

moderados-‐graves	  a	  medio	  plazo.	  
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2.-‐HIPOTESIS	  Y	  OBJETIVOS	  

Partiendo	  del	  conocimiento	  de	  que	  las	  células	  madre	  mesenquimales	  poseen	  

tropismo	   por	   las	   regiones	   inflamadas	   (lesionadas)	   y	   del	   papel	  

neurorregenerador	   del	   bloqueo	   del	   receptor	   de	   Nogo,	   planteamos	   las	  

siguientes	  hipótesis:	  

H1.-‐	  Existe	  tropismo	  de	  MSC	  al	  microambiente	  inflamatorio	  del	  nervio	  óptico	  

en	  el	  modelo	  animal	  de	  esclerosis	  múltiple.	  

H2.-‐	  Debido	  a	  este	  tropismo	  de	  las	  MSC	  es	  posible	  su	  acción	  neuroprotectora	  

a	  nivel	  ocular,	  lo	  que	  resulta	  una	  mejoría	  histológica	  en	  la	  neuritis	  óptica	  en	  

el	  modelo	  animal	  de	  esclerosis	  múltiple.	  

OBJETIVOS.-‐	  

OB1:	   Estudio	   del	  microambiente	   celular	   inflamatorio	   del	   nervio	   óptico	   y	   la	  

retina	  en	  el	  modelo	  animal	  de	  EM.	  

OB2:	   Estudio	   de	   la	   respuesta	   neuroprotectora	   y	   	   neurorregeneradora,	   en	   el	  

nervio	   óptico	   y	   la	   retina,	   de	   las	   células	   mesenquimales	   humanas	   (hMSCs)	  

transfectadas	   con	   un	   gen	   neurorregenerador	   (forma	   dominante	   negativa	   del	  

receptor	  de	  Nogo).	  
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3.-‐MATERIAL	  Y	  MÉTODOS.	  

3.1.-‐GENERACIÓN	   DE	   UN	   MODELO	   DE	   ENCEFALITIS	   AUTOINMUNE	  

EXPERIMENTAL.	  

	   El	  primer	  paso	  de	  nuestro	  trabajo	  fue	  la	  creación	  de	  un	  modelo	  de	  EAE	  

en	   ratón.	   Existen	   varios	   métodos	   para	   generar	   este	   modelo:	   usando	   virus	  

especiales	   (Semliki	   Forest	   virus,	   Mouse	   hepatitis	   virus,	   etc.),	   proteínas	   de	  

mielina	  como	  la	  proteína	  proteolípida	  (PLP),	  proteína	  básica	  de	  mielina	  (MBP	  o	  

MOG),	   o	   toxinas	   (lisolecitina,	   bromuro	   de	   etidio,	   etc...).	   Cada	   uno	   de	   estos	  

métodos	   tiene	   ventajas	   y	   desventajas,	   además	   de	   presentar	   diferentes	  

síntomas	  clínicos.	  

	   En	   nuestro	   caso,	   utilizamos	   la	   proteína	   MOG	   acompañada	   de	   toxina	  

pertussiode	  ya	  que	  sensibiliza	  el	  sistema	  inmune	  de	  una	  forma	  más	  profunda	  y	  

ayuda	  a	  los	  linfocitos	  T	  activados	  a	  traspasar	  la	  barrera	  hematoencefálica.	  Las	  

preparaciones	  de	  la	  vacuna,	  concentraciones	  y	  volumen	  que	  fueron	  inyectados	  

a	  los	  animales	  se	  hicieron	  según	  el	  protocolo	  siguiente:	  
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PROTOCOLO	  DE	  LA	  GENERACIÓN	  DEL	  MODELO	  DE	  EAE.	  
MATERIAL:	  
REACTIVOS	  

•   PBS	  sin	  calcio	  ni	  magnesio	  (estéril)	  (GIBCO);	  RT.	  
•   DMSO	  anhidro	  >99%	  (sólo	  si	  existe	  una	  menor	  solubilidad	  del	  péptido	  en	  

PBS);	  RT.	  
•   Péptido	  inmunogénico:	  

•   MOG	  35-‐55	  (ESPIKEM,	  Italia)	  10	  mg,	  polvo;	  4ºC.	  10	  
alícuotas	  de	  500	  µl	  (10	  mg	  MOG	  en	  5	  ml	  de	  PBS,	  2	  
mg/ml).	  

•   NEFL	  (home	  made);	  4ºC.	  
•   Coadyuvante	  de	  Freund	  completo	  (CFA)	  (SIGMA	  F5881,	  10	  ml);	  4ºC.	  
•   1	  mg/ml	  Mycobacterium	  TBC.	  Alícuotas	  de	  500	  µl.	  
•   Toxina	  pertussoide	  (SIGMA	  P2980,	  50	  µg	  glicina,	  y	  0.5	  M):	  solución	  filtrada	  

con	  50	  µg/ml	  estéril	  en	  50%	  (v/v)	  glicerol	  con	  50	  mM	  Tris,	  pH	  7.5,	  10	  mM	  
NaCl.	  Se	  recomienda	  diluir	  con	  un	  tampón	  de	  fosfato	  sódico	  25	  mM,	  pH	  9,	  
NaCl	  0,5M,	  y	  4%	  (v/v)	  glicerol.	  	  

•   10	  ml	  de	  solución	  de	  dilución	  
o   25	  mM	  fosfato	  sódico	  (Mw=163,94)	  (SIGMA	  342483):	  41	  mg	  
o   0,5M	  NaCl	  (Mw=58,44	  g/ml):	  0,3	  g	  
o   4%	  Glicerol	  estéril:	  800	  µl	  de	  glicerol	  al	  50%	  
o   Medir	  pH	  y	  ajustar	  a	  9.0	  
o   Filtrar	  

•   Ovoalbúmina	  (proteína	  control)	  
•   Anestesia	   ligera	   (ketamina/medetomidina	  75/1	   (mg/kg)):	  Administrar	   10	  

µl/g	  de	  peso	  corporal	  ratón.	  
•   1	  ml	  de	  anestésico:	  	  

o   100	  µl	  ketamina	  (Ketolar	  100	  mg/ml)	  (0,100	  
ml=10	   mg/ml	   (concentración	   final	   en	   lo	  
inyectado:	  2	  mg/200	  ul)	  

o   100	   µl	   medetomidina	   (Dormtor	   1	   mg/ml)	  
(0,100	   ml=	   100	   µg/ml	   (concentración	   final	  
en	  lo	  inyectado	  20	  µg/200	  µl))	  

o   Salino	  estéril	  800	  µl.	  	  
	   EQUIPAMIENTO	  

•   Vórtex	  de	  tubos	  eppendorf	  (IKA)	  	  
•   Jeringas	  de	  insulina	  con	  agujas	  de	  26G	  3/8	  
•   Agujas	  de	  25G	  y	  30G	  
•   Tubos	  eppendorf	  
•   Peso	  con	  escala	  de	  hasta	  0,1	  gramos	  de	  sensibilidad	  
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PROCEDIMIENTO	  

CÁLCULOS:	  

PREPARACIÓN	  DE	  LA	  EMULSIÓN	  CFA/INMUNÓGENO	  (1h):	  

•   N=número	   de	   animales;	   200	   µl	   de	   emulsión/animal	   (1:1,	   v/v:	  
antígeno/CFA).	  

•   Se	  calcula	  para	  1,5	  X	  N	  (para	  que	  sobre	  emulsión):	  N	  x	  200	  x	  1,5	  =	  N	  X	  300	  
=N	  x	  150	  (volumen	  de	  antígeno	  disuelto	  en	  PBS)	  +	  N	  x	  150	  (volumen	  de	  CFA)	  	  

•   200	   µg	   de	   péptido/animal,	   en	   200	   ul:	   1	   µg/µl=	   1	   mg/ml	   (concentración	  
final)	  x	  2	  porque	  hay	  que	  diluir	  1:1	  con	  el	  CFA:	  2	  mg/ml.	  10	  mg	  de	  MOG	  se	  
diluirían	  en	  5	  ml	  de	  PBS,	  y	  se	  alicuotarían	  en	  0,5	  ml/tubo.	  	  	  

•   Preparar	  stock	  de	  2	  mg/ml	  de	  ovoalbúmina	  para	  los	  animales	  control.	  

•   Vórtex	  CFA	  stock	  para	  resuspender	  las	  partículas	  de	  Mycobacterium.	  	  

•   500	  µl	  de	  solución	  de	  PBS	  antígeno	  a	  2	  mg/ml	  +	  500	  µl	  de	  CFA.	  

•   Vórtex	  de	  tubos	  45	  minutos	  

PREPARACIÓN	  DE	  LA	  TOXINA	  PERTUSSIS	  (15	  min):	  

•   200	  ng/100	  µl.	  Alicuotar	  en	  alícuotas	  de	  50	  µl	  	  

INMUNIZACIÓN	  (1-‐2h):	  

•   Pesar	  al	  animal	  (un	  descenso	  del	  20-‐30%	  en	  el	  peso	  durante	  el	  seguimiento	  
es	  criterio	  de	  punto	  final)	  

•   Anestesiar	   al	   animal	   (10	   µl/g	   peso	   de	   la	  mezcla	   de	   ketamina/xilazina)	   ip.	  
Tras	  5	  minutos	  iniciar	  el	  procedimiento.	  

•   Administrar	  0,1	  ml	  de	  toxina	  pertussis	  ip	  (200	  ng).	  	  

•   Cargar	  jeringa	  de	  insulina	  con	  1	  ml	  de	  emulsión	  antígeno/CFA.	  	  

•   Inyectar	  50	  µl	  de	  la	  mezcla	  en	  el	  flanco	  (4	  inyecciones,	  dos	  en	  cada	  flanco)	  
subcutánea.	  Total	  200	  µl	  por	  animal.	  	  

•   Al	  día	  siguiente	  o	  a	  las	  48h:	  	  

o   2ª	  dosis	  de	  pertussis	  (para	  este	  paso	  no	  es	  necesario	  anestesiar	  
al	  animal)	  

	  

Tabla	  2.1.	  Protocolo	  de	  generación	  del	  modelo	  de	  EAE.	  
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3.2.-‐ANIMALES	  DE	  EXPERIMENTACIÓN	  	  

	   En	  nuestro	  estudio	  utilizamos	  ratones	  B6/C57	  hembras,	  de	  10	  semanas	  

de	  vida.	  Estos	  animales	  fueron	  utilizados	  para	  la	  experimentación	  animal	  según	  

las	   directrices	   éticas	   de	   experimentación	   animal	   (Consejo	   de	   la	   Comunidad	  

Europea,	  24	  de	  Noviembre	  1986	  [86/609/EEC]	  y	  real	  decreto	  1201/2005	  del	  10	  

de	   Octubre	   sobre	   protección	   de	   animales	   utilizados	   para	   experimentación	   y	  

otros	  fines	  científicos	  (BOE	  num.252	  	  del	  21	  de	  Octubre	  de	  2005)).	  

3.3.-‐DISEÑO	  EXPERIMENTAL	  

3.3.1.-‐CULTIVOS	  Y	  TRANSFECCIÓN	  DE	  hMSC.	  

	   Una	  de	  las	  moléculas	  implicada	  en	  la	  remielinización	  en	  la	  EM	  es	  Nogo-‐

A,	   la	   cual	   se	   une	   al	   receptor	   Nogo	   (NogoR)	   activando	   la	   señal	   que	   activa	   el	  

inhibidor	  de	  crecimiento	  axonal.	  Así,	   la	   introducción	  de	  NogoRDN	  puede	  tener	  

un	  efecto	  inmunomodulador	  y	  antiinflamatorio	  en	  el	  organismo.	  Para	  dilucidar	  

esta	  hipótesis	  se	  utilizan	  en	  el	  proyecto	  células	  mesenquimales	  humanas	  que	  

han	  sido	  transfectadas	  con	  un	  plásmido	  (formado	  por,	  un	  transgen	  compuesto	  

por	  la	  etiqueta	  FlagTAG	  y	  el	  gen	  modificado	  que	  codifica	  el	  receptor	  de	  Nogo	  

(Nogo-‐R)).	   La	   FlagTAG	   puede	   ser	   detectada	   por	   inmunohistoquímica,	  

permitiendo	  la	  localización	  de	  las	  MSCs	  y	  el	  gen	  modificado	  del	  Nogo-‐R,	  actua	  

como	  antagonista	  competitivo	  del	  Nogo,	  estimulando	  la	  regeneración	  axonal.	  
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	   Las	  hMSCs	  fueron	  proporcionadas	  por	  STEMCELL	  TECHNOLOGIES	  INC,	  se	  

cultivaron	  siguiendo	   los	  protocolos	  hasta	   llegar	  a	  pase	  4,	  cuando	  se	  realizó	   la	  

electroporación	  del	  plásmido,	  (elegimos	  la	  transfección	  de	  NogoRDN	  mediante	  

electroporación	  ya	  que	  es	  un	  sistema	  bien	  establecido,	  usando	  Nucleofector®	  

(Lonza)).	  El	  vector	  de	  expresión	  se	  construyó	  mediante	  la	  inserción	  en	  el	  vector	  

vacío	  pCEP4	  el	  gen	  dominante	  negativo	  del	  NogoR.	  De	  este	  modo,	  el	  plásmido	  

se	   introdujo	   en	   la	   concentración	   adecuada,	   y	   24	   horas	   después	   fue	   posible	  

determinar	  la	  eficacia	  del	  proceso	  mediante	  detección	  de	  FlagTAG.	  

	  	  

Figura	   2.1.-‐	   Vector	   episomal	   pCEP4.	   El	   gen	   NogoRDN	   se	  

incorporó	   en	   el	   sitio	   de	   restricción	   mediante	   digestión	   con	  

BamHI	  y	  XhoI.	  
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Figura	  2.2.	  Mecanismo	  de	  neurorreparación:	  El	  mecanismo	  mediante	  

el	   cual	   se	  bloqueará	   la	   inhibición	  de	   la	   regeneración	  axonal	   será	   la	  

expresión	   por	   el	   transgén	   de	   una	   proteína	   defectuosa,	   a	   la	   que	   le	  

falta	   el	   extremo	   C-‐terminal	   (que	   es	   el	   que	   determina	   la	   acción	  

inhibidora	  la	  regeneración	  axonal).	  Sin	  embargo,	  esta	  proteína	  sí	  que	  

es	  capaz	  de	  unirse	  al	  ligando.	  Por	  tanto,	  actúa	  captando	  ligando	  que	  

no	   puede	   unirse	   a	   los	   receptores	   que	   sí	   transducen	   la	   señal.	   Este	  

efecto	   de	   antagonismo	   competitivo	   se	   denomina	   efecto	   dominante	  

negativo.	  

Una	  vez	  transfectadas	  las	  células,	  realizamos	  los	  cultivos	  celulares	  siguiendo	  el	  

siguiente	  esquema	  (Resultados	  no	  publicados	  (Gil-‐Perotín	  S.	  et	  al.)):	  

-‐   Comunicación	   directa	   (CD).	   Las	   hMSC	   se	   siembran	   en	   contacto	   con	   las	  

neuroesferas	   diferenciadas.	   Si	   existe	   transferencia	   de	   material	   génico	   o	  

proteico	   implicaría	   una	   comunicación	   paracrina,	   o	   mediante	   contacto	  

directo	  vía	  exosomas	  o	  nanotubos.	  	  

-‐   Comunicación	  a	  través	  de	  Transwell®	  (TW):	  Las	  hMSC	  no	  contactan	  con	  las	  

células	   nerviosas	   diferenciadas	   en	   el	   fondo	   del	   pocillo,	   sino	   que	   se	  
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encuentran	  en	  un	  Transwell®	   (pocillo	   intermedio)	  semipermeable.	  Si	  existe	  

comunicación	  en	  este	  sistema	  sería	  paracrina	  y/o	  mediante	  la	  liberación	  de	  

exosomas.	  

-‐   Medio	   condicionado	   (MC):	   si	   existe	   comunicación	   mediante	   la	   adición	   de	  

medio	   de	   hMSCs	   pCEP4:GFP	   sin	   células	   (aunque	   sí	   que	   pueden	   existir	  

exosomas)	   también	   implicaría	   una	   comunicación	  mediante	   exosomas	  o	  de	  

tipo	  paracrino.	  	  

-‐   NEG	  (control	  negativo).	  Cultivo	  de	  neuroesferas	  diferenciadas.	  

	  

	  

	  

	  

	  

Tabla	  2.2.	  Cultivos	  celulares.	  

Se	  incubó	  esta	  placa	  durante	  3	  días	  a	  37ºC	  con	  5%	  de	  CO2.	  	  Posteriormente	  se	  

fijaron	   las	   células	   a	   37ºC	   durante	   1	   hora	   con	   diferentes	   soluciones,	  

paraformaldehído	  (PFA)	  al	  4%	  o	  PFA	  al	  4%	  +	  glutaraldehído	  al	  0,5%,	  en	  función	  

del	   	   posterior	   procesado	   de	   las	   muestras.	   Se	   estudió	   en	   estas	   células	   la	  

expresión	  de	  FlagTAG	  y/o	  NogoRDN.	  	  

	  

	   PFA	  4%	   PFA	  4%	  +	  Glutaraldehído	  0.5%	  
	   	   	  

1000	  células	  /	  pocillo	  
	  

CD	   CD	   CD	   CD	   CD	   CD	  

1000	  células	  /	  pocillo	  
	  

TW	   TW	   TW	   TW	   TW	   TW	  

200	  um	  de	  hMSC	  medio	  
	  

MC	   MC	   MC	   MC	   MC	   MC	  

1000	  células	  /	  pocillo	  
	  

NEG	   NEG	   hMSC-‐
Nogo	  

NEG	   NEG	   hMSC-‐
Nogo	  
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ENSAYO	  IN	  VIVO:	  TRANSFECCIÓN	  DE	  hMSC:GFP:pCEP4:NogoRDN	  

Por	   lo	  tanto,	  dividimos	  un	  total	  de	  23	  ratones,	  en	  tres	  grupos:	  en	  el	  primero,	  

controles	  negativos	   (grupo	   control),	  10	  animales,	   en	  el	   segundo	   se	   realizó	   la	  

inmunización	  con	   la	  proteína	  MOG	  y	   la	  administración	   intravenosa	  de	  hMSCs	  

(grupo	  experimental),	  7	  animales,	  y	  en	  el	  tercer	  grupo	  de	  controles	  positivos,	  

se	  realizó	  la	  inmnunización	  con	  la	  proteína	  MOG,	  pero	  sin	  administrarse	  hMSCs	  

(grupo	  EAE),	  6	  animales.	  

3.3.2.-‐OBSERVACIÓN	   Y	   VALORACIÓN	   DE	   LOS	   SIGNOS	   CLÍNICOS	   EN	   EAE	  

MODELO.	  	  

	   A	  los	  animales,	  se	  les	  monitorizó	  y	  se	  observó	  su	  conducta,	  al	  principio	  a	  

días	  alternos,	  y	  cuando	  los	  animales	  estaban	  muy	  afectados,	  diariamente.	  En	  el	  

momento	   en	   que	   el	   animal	   cumplía	   criterios	   de	   punto	   final,	   se	   sacrificaba	  

mediante	  eutanasia.	  
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PUNTUACIÓN	  AL	  INICIO	  DE	  LA	  CLÍNICA	  (7-‐10	  días)	  Y	  EN	  EL	  PICO	  (14-‐17días)	  

Puntos	   Observaciones	  clínicas	  

0	   Sin	  cambios	  en	  la	  función	  motora:	  al	  coger	  al	  ratón	  por	  la	  base	  de	  la	  cola,	  la	  cola	  presenta	  tensión	  y	  
está	  recta.	  Las	  patas	  traseras	  están	  separadas.	  No	  se	  tambalea	  ni	  cabecea.	  

0,5	   Flacidez	  de	  la	  punta	  de	  la	  cola:	  al	  coger	  al	  ratón	  por	  la	  base	  de	  la	  cola,	  la	  cola	  presenta	  tensión,	  excepto	  
la	  punta.	  Se	  percibe	  tensión	  muscular	  en	  la	  cola,	  que	  aún	  se	  mueve.	  

1	   Flacidez	  completa	  de	  la	  cola:	  al	  coger	  al	  ratón	  por	  la	  base	  de	  la	  cola,	  ésta	  cae	  por	  completo	  sobre	  
nuestro	  dedo	  (flácida).	  Las	  patas	  traseras	  están	  separadas.	  La	  cola	  no	  se	  mueve.	  

1,5	  
Cola	  flácida	  y	  afectación	  leve	  de	  al	  menos	  una	  extremidad	  trasera:	  además	  	  de	  la	  cola	  completamente	  
fláccida,	  al	  colocar	  al	  ratón	  sobre	  la	  jaula,	  al	  menos	  una	  pata	  cae	  entre	  los	  alambres	  consistentemente.	  

Camina	  oscilando	  ligeramente.	  

2	  

Cola	  flácida	  y	  afectación	  moderada	  (debilidad)	  de	  extremidades	  traseras:	  además	  	  de	  la	  cola	  
completamente	  flácida,	  al	  sujetar	  al	  ratón	  por	  la	  base	  de	  la	  cola,	  las	  patas	  traseras	  no	  se	  separan	  (están	  
juntas).	  La	  marcha	  es	  obviamente	  oscilante.	  Un	  pie,	  al	  menos,	  puede	  arrastrar	  los	  dedos,	  pero	  la	  otra	  

pata	  no	  presenta	  signos	  de	  debilidad.	  	  
O	  

Cabeceo	  al	  caminar	  con	  equilibrio	  alterado:	  sin	  necesidad	  de	  que	  haya	  signo	  alguno	  de	  parálisis	  en	  cola	  
o	  patas	  traseras	  	  

2,5	  

Cola	  flácida	  y	  arrastre	  de	  pies	  de	  extremidades	  traseras:	  ambas	  extremidades	  traseras,	  aunque	  tienen	  
movimiento,	  arrastran	  los	  pies.	  

O	  
Parálisis	  completa	  de	  una	  extremidad	  trasera	  (arrastre):	  la	  otra	  extremidad	  sí	  que	  se	  mueve.	  

O	  
Puntuación	  de	  0	  a	  1,5	  con	  caída	  grave	  de	  la	  cabeza:	  con	  caídas	  ocasionales	  al	  ratón.	  	  

3	  

Cola	  flácida	  y	  parálisis	  completa	  de	  ambas	  extremidades	  traseras.	  
O	  

Cola	  flácida	  y	  parálisis	  casi	  completa	  de	  ambas	  extremidades	  traseras:	  una	  de	  ambas	  patas	  traseras	  es	  
capaz	  de	  moverse	  (a	  nivel	  del	  pie)	  pero	  no	  puede	  doblarse	  hasta	  la	  cadera.	  	  

O	  	  
Cola	  flácida	  y	  parálisis	  de	  una	  extremidad	  trasera	  y,	  al	  menos,	  una	  extremidad	  delantera.	  

O	  
Todos	  los	  siguientes	  signos	  juntos:	  a)	  cabeceo	  importante;	  b)	  solo	  camina	  por	  los	  bordes	  de	  la	  jaula;	  c)	  

se	  golpea	  o	  empuja	  las	  paredes	  de	  la	  jaula;	  d)	  al	  cogerlo	  por	  la	  base	  de	  la	  cola,	  el	  ratón	  hace	  
movimientos	  giratorios	  

3,5	  

Cola	  flácida	  y	  parálisis	  completa	  de	  ambas	  extremidades	  traseras	  añadido	  a	  incapacidad	  de	  
levantarse:	  si	  se	  le	  coloca	  de	  lado,	  las	  patas	  traseras	  se	  disponen	  juntas	  y	  el	  ratón	  no	  puede	  ponerse	  

recto	  y	  levantarse.	  
O	  

Cola	  flácida	  y	  parálisis	  completa	  de	  ambas	  extremidades	  traseras	  añadido	  a	  parálisis	  de	  la	  cintura	  
pélvica:	  de	  cintura	  para	  abajo	  el	  ratón	  está	  flácido	  (como	  aplanado)	  

MOMENTO	  PARA	  COLOCAR	  PELLETS	  Y	  AGUA	  SÓLIDA	  EN	  EL	  SUELO	  DE	  LA	  JAULA	  

4	  
Cola	  flácida,	  parálisis	  completa	  de	  ambas	  extremidades	  traseras,	  parálisis	  parcial	  de	  las	  patas	  

delanteras:	  el	  ratón	  se	  mueve	  poco	  pero	  permanece	  alerta	  y	  se	  alimenta.	  	  
SE	  RECOMIENDA	  EUTANASIA	  CON	  PUNTUACIÓN	  DE	  4	  ,	  2	  DÍAS	  CONSECUTIVOS	  

4,5	  

Cola	  flácida,	  parálisis	  completa	  de	  ambas	  extremidades	  traseras,	  parálisis	  completa	  de	  las	  patas	  
delanteras:	  el	  ratón	  no	  se	  mueve	  alrededor	  de	  la	  jaula,	  solo	  mínimamente	  y	  en	  el	  sitio,	  no	  está	  alerta,	  

escasamente	  reactivo.	  
EUTANASIA	  

5	  

Movimiento	  espontáneo	  de	  giro	  
EUTANASIA	  

O	  
Se	  encuentra	  muerto	  al	  ratón	  

O	  
Se	  decide	  eutanasia	  por	  parálisis	  grave	  (4.5)	  

Tabla	  2.3.	  Valoración	  de	  los	  signos	  clínicos	  en	  EAE	  modelo.	  
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3.4.-‐PROCESADO	  HISTOLÓGICO	  

3.4.1.-‐PERFUSIÓN	  DE	  LOS	  ANIMALES	  

	   Cuando	   el	   animal	   cumplía	   criterios	   de	   punto	   final,	   se	   procedía	   a	   la	  

perfusión	   intracardiaca.	   Para	   el	   procesado	   de	   los	   animales,	   se	   realizó	   una	  

laparotomía	   	   para	   acceder	   a	   la	   cavidad	  peritoneal	   y	  desde	  allí	   se	   seccionó	  el	  

diafragma,	  para	  en	  la	  cavidad	  torácica	  observar	  el	  corazón.	  Se	  clampó	  la	  aorta	  

abdominal	   y	   se	   seccionó	   la	   aurícula	   derecha	   dejando	   que	   la	   sangre	   saliera	  

durante	  unos	  segundos.	  Se	  introdujo	  una	  pequeña	  aguja	  26G	  en	  el	  ventrículo	  

izquierdo.	   La	   cánula	   se	   conectó	   por	   un	   sistema	   de	   tubos	   a	   una	   bomba	  

peristáltica	  y	  ésta	  a	  un	  reservorio	  de	   fluidos.	  Primero,	  el	  animal	   se	  perfundió	  

con	  50	  ml	  de	  suero	  salino	  estéril	   (NaCl	  al	  0,9%)	  para	   limpiar	   la	   sangre	  de	   los	  

vasos	  y	  órganos,	  a	   continuación	  se	  perfundió	  con	  150	  ml	  de	  una	  solución	  de	  

paraformaldehido	  al	  4%	  en	  PB	  0,1	  M,	  a	  4ºC	  de	  temperatura.	  

3.4.2.-‐DISECCIÓN	  

	   Una	   vez	   perfundidos	   los	   animales,	   se	   exenteraron	   los	   globos	   oculares	  

con	  todo	  el	  tejido	  orbitario	  alrededor.	  El	  tejido	  exenterado	  se	  postfijó	  en	  PFA	  

durante	  1	  hora	  y	  seguidamente	  se	  lavó	  en	  PBS.	  A	  continuación,	  se	  procedió	  a	  

diseccionar	   los	  ojos	  para	  separarlos	  del	   resto	  del	   tejido	  orbitario,	   finalmente,	  

se	  conservaron	  en	  PB	  con	  azida	  sódica	  al	  0,05%	  	  hasta	  el	  momento	  de	  realizar	  

las	  secciones	  transversales.	  
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3.4.3.-‐PROCESADO	  DE	  LAS	  SECCIONES	  TRANSVERSALES	  DEL	  GLOBO	  OCULAR	  

	   De	   cada	   globo	   ocular	   se	   realizaron	   secciones	   longitudinales	   al	   NO,	   de	  

400	  µm	  de	  grosor	  cada	  una,	  mediante	  (Vibratomo	  Leica	  1000mM	  Biosystems).	  

	  

Figura	  2.3.	  	  Vibratomo	  Leica	  1000mM	  Biosystems.	  

	  

Figura	  2.4.	  Sección	  transversal	  ojo	  de	  ratón.	  Grosor	  400µm	  
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Se	  seleccionaron	  aquellas	  secciones	  que	  contenían	   la	  salida	  del	  NO	  del	  globo	  

ocular	  (2	  secciones	  por	  ojo)	  y	  realizamos	  2	  procesamientos	  distintos:	  

A)  Procedimos	   a	   la	   crioprotección	   de	   los	   cortes	   en	   sacarosa	   al	   30%,	   a	  

continuación	   se	   congelaron	   las	   muestras	   con	   nitrógeno	   líquido	   y	  

seguidamente,	  se	  obtuvieron	  secciones	  histológicas	  de	  10	  μm	  de	  espesor	  con	  

ayuda	  de	  un	  criostato	  (CM1900,	  Leica,	  Heidelger,	  Alemania).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  2.5.	  Criostato	  CM1900,	  Leica,	  Heidelger,	  Alemania	  

	  

B)  Se	   procedió	   a	   la	   inclusión	   de	   los	   cortes	   en	   araldita,	   a	   continuación	   se	  

retallaron	   y	   se	   cortaron	   con	   ultramicrotomo	   obteniéndose	   cortes	   semifinos	  

(1,5	  µm),	  seguidamente	  se	  procedió	  a	  realizar	  secciones	  ultrafinas	  de	  90nm	  de	  

grosor	  para	  estudio	  ultraestructural	  con	  microscopio	  eléctrónico.	  
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Figura	  2.6.	  Ultramicrotomo	  Leica	  ultracut	  MZ6	  (corte	  semifinos)	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  2.7.	  Ultramicrotomo	  Leica	  EM	  UC6	  (corte	  de	  ultrafinos)	  



	  
72	  |	  P á g i n a 	   	   	   R . G a r c í a 	   G i l 	   2 0 1 5 	  

3.4.4.-‐TINCIONES	  HISTOLÓGICAS	  

	   Para	   el	   estudio	   histológico	   de	   las	   secciones,	   realizamos	   tinciones	   con	  

hematoxilina-‐eosina	  y	  azul	  de	  toluidina.	  

a.	   Hematoxilina-‐Eosina:	   Es	   una	   tinción	   topográfica,	   basada	   en	   colorantes	  

naturales	   que	   tiñen	   en	   función	   de	   su	   afinidad	   ácido/base	   por	   el	   tejido.	   La	  

hematoxilina,	  de	  color	  azul,	  tiene	  un	  pH	  básico	  por	  lo	  que	  tendrá	  afinidad	  por	  

estructuras	  ácidas	  (como	  el	  núcleo),	  mientras	  que	  la	  eosina,	  rosa	  y	  de	  carácter	  

ácido	  presenta	  afinidad	  por	  las	  estructuras	  básicas	  (citoplasma).	  

b.	   Azul	   de	   toluidina:	   Es	   también	   una	   tinción	   topográfica,	   pero	   en	   este	   caso	  

monocromática,	  por	   lo	  que	  tiñen	  núcleos	  más	   intensos	  y	   los	  citoplasmas	  más	  

claros.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  2.8.	  Imagen	  de	  la	  izquierda:	  Tinción	  hematoxilina-‐eosina.	  Imagen	  de	  la	  

derecha:	  tinción	  azul	  de	  toluidina.	  

Se	   procedió	   a	   la	   tinción	   de	   las	   muestras	   de	   2	   portas	   por	   ojo,	   y	   el	   resto	   se	  

reservó	  para	  las	  técnicas	  de	  inmunofluorescencia.	  
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3.4.5.-‐INMUNOHISTOFLUORESCENCIA	  

	   En	   las	   secciones	   transversales	   del	   globo	   ocular,	   el	   protocolo	   de	  

inmunofluorescencia	  que	  se	  realizó	  fue	  el	  siguiente:	  	  

Permeabilización:	  Los	  cortes	  obtenidos	  en	  el	  criostato	  se	  hirvieron	  primero	  en	  

tampón	   citrato	   y	   después	   en	   tampón	   fosfato	   (PB)	   0.1M,	   posteriormente	   se	  

inhibió	  la	  peroxidasa	  endógena.	  

Incubación	   con	   el	   anticuerpo	   primario:	   Los	   cortes	   del	   globo	   ocular	   y	   NO,	   se	  

incubaron	   con	   los	   anticuerpos	  primarios	  diluidos	  en	   tampón	  de	  bloqueo	   (5%	  

NGS,	  5%	  caseína	  en	  PBS)	  durante	  toda	  la	  noche	  a	  4ºC.	  	  

Incubación	  con	  el	  anticuerpo	  secundario:	  Se	  lavaron	  las	  muestra	  en	  PB	  0,1	  M	  y	  

se	   realizó	   la	   incubación	  del	  anticuerpo	  secundario	  diluido	  en	  5%	  NGS	  en	  PBS	  

durante	   1	   hora	   a	   temperatura	   ambiente.	   A	   continuación	   se	   lavaron	   las	  

muestras	  en	  PB	  0,1M.	  

Las	  secciones	  transversales,	  se	  montaron	  con	  un	  medio	  de	  montaje	  comercial	  

conteniendo	   DAPI	   (4',6-‐diamidina-‐2-‐fenilindol)	   para	   contrateñir	   los	   núcleos	  

(DAPI,	  Sigma-‐Aldrich,	  Sant	  Louis,	  USA).	  El	  DAPI	  es	  un	  compuesto	  fluorescente	  

que	  se	  une	  al	  ADN	  de	  doble	  cadena,	  preferentemente	  a	  las	  regiones	  ricas	  en	  A-‐

T	  y	  forma	  un	  complejo	  estable	  que	  es	  20	  veces	  más	  fluorescente	  que	  el	  DAPI	  

solo.	   De	   esta	   manera,	   el	   DAPI	   tiñe	   los	   núcleos	   de	   todas	   las	   células	   de	   un	  

determinado	  tejido.	  El	  pico	  de	  excitación	  es	  358	  nm	  y	  el	  de	  emisión	  es	  461	  nm	  
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(azul)	  y,	  por	   lo	  tanto,	   la	  señal	  del	  DAPI	  se	  observa	  con	   luz	  ultravioleta	  bajo	  el	  

filtro	  azul.	  	  

Anticuerpos	  utilizados	  en	  los	  ojos	  de	  ratón:	  	  

Detección	  de	  Iba1:	  	  

Para	  la	  inmunodetección	  del	  Iba1,	  se	  utilizó	  un	  anticuerpo	  de	  conejo	  anti-‐Iba1	  

(rabbit	  anti-‐Iba1,	  ab5076,	  Abcam)	  diluido	  1:200.	  Para	  detectar	  este	  anticuerpo,	  

se	   utilizó	   el	   anticuerpo	   secundario	   cabra,	   anti-‐conejo	   Fluor	   647	   (anti	   rabbit	  

647,	  goat),	  que	  emite	  fluorescencia	  malva,	  diluido	  1:500.	  	  

Detección	  de	  GFAP	  

Para	   la	   inmunodetección	   del	   GFAP,	   se	   utilizó	   un	   anticuerpo	   de	   conejo	   anti-‐

GFAP	   (rabbit	   anti-‐GFAP,	   Dako	   Z0334)	   diluido	   1:200.	   Para	   detectar	   este	  

anticuerpo,	   se	   utilizó	   el	   anticuerpo	   secundario	   cabra,	   anti-‐conejo	   Fluor	   555	  

(anti	  rabbit	  555,	  goat,	  A21428),	  que	  emite	  fluorescencia	  rojo,	  diluido	  1:500.	  

Detección	  de	  NG2	  

Para	  la	  inmunodetección	  del	  NG2,	  se	  utilizó	  un	  anticuerpo	  de	  ratón	  anti-‐NG	  2	  

(mouse	   anti-‐NG2,	   Millipore	   MAB	   5384)	   diluido	   1:200.	   Para	   detectar	   este	  

anticuerpo,	  se	  utilizó	  el	  anticuerpo	  secundario	  burro,	  anti-‐ratón	  Fluor	  647	  (anti	  

mouse	  647,donkey,	  A31571),	  que	  emite	  fluorescencia	  malva,	  diluido	  1:500.	  
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3.5.-‐ESTUDIO	  Y	  ANÁLISIS	  MORFOLÓGICO	  

3.5.1.-‐ADQUISICIÓN	  DE	  LAS	  IMÁGENES	  

	   Las	   muestras	   histológicas,	   se	   examinaron	   en	   un	   microscopio	   óptico	  

(Nikon	  Eclipse	  E800),	  equipado	  a	  una	  cámara	  digital	  de	  alta	  resolución.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  2.9.	  	  Microscopio	  Nikon	  Eclipse	  E800	  

Las	  muestras	  para	   inmunofluorescencia,	  se	  examinaron	  y	  fotografiaron	  en	  un	  

microscopio	   de	   fluorescencia	   (Nikon,	   Eclipse,80i)	   equipado	   con	   un	   filtro	  

ultravioleta.	   El	   microscopio	   tiene	   adaptada	   una	   cámara	   digital	   de	   alta	  
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resolución	  y	  una	  pletina	  motorizada	  controladas	  por	  ordenador,	  mediante	  un	  

programa	   informático	   de	   análisis	   de	   imagen	   (Nis-‐elements	   BR	   3.0	   for	  

Windows®).	  

	  

Figura	  2.10.	  Microscopio	  de	  fluorescencia	  (Nikon,	  Eclipse,	  80i)	  

Las	   muestras	   para	   ME,	   se	   examinaron	   y	   fotografiaron	   en	   el	   Microscopio	  

electrónico	  de	  transmisión	  FEI	  Tecnai	  Spirit	  G2	  con	  cámara	  digital	  (Soft	  Image	  

System,	  Morada)	  y	  software	  de	  adquisición	  de	  imágenes	  (ITEM)	  del	  Centro	  de	  

Investigación	  Príncipe	  Felipe.	  
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Figura	   2.11.	   Microscopio	   electrónico	   de	   transmisión	   FEI	   Tecnai	   Spirit	   G2	   con	  

cámara	   digital	   (Soft	   Image	   System,	   Morada)	   y	   software	   de	   adquisición	   de	  

imágenes	  (ITEM).	  Centro	  de	  Investigación	  Príncipe	  Felipe	  (CIPF).	  

	  

Las	   fotografías	   para	   ME,	   se	   realizaron	   del	   NO	   y	   retina	   de	   los	   tres	   grupos	   a	  

estudio	   (control,	   experimental	   y	   EAE).	   Centrándonos	  en	   la	   ultraestructura	  de	  

las	   distintas	   células	   a	   ese	   nivel	   neuronales	   (células	   fotorreceptoras,	   células	  

bipolares,	  CGR)	  y	  no	  neuronales	  (astrocitos,	  microglia).	  

Los	  montajes	  globales	   	  de	  las	   imágenes	  de	  ME	  superpusieron	  posteriormente	  

con	  Adobe	  Photoshop®CS.	  
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3.6.-‐CUANTIFICACIÓN	  DE	  LAS	  POBLACIONES	  CELULARES	  

	   Para	   cuantificar	   el	   número	   de	   células	   en	   el	   NO	   y	   el	   de	   las	   CGR	   de	   los	  

ratones,	   se	   capturaron	   fotografías	   a	   4x,	   10x,	   40x	   aumentos	   de	   todas	   las	  

muestras	  de	  cada	  porta.	  

	   Posteriormente	   se	   seleccionaron	   las	   fotografías	   de	   la	   retina	   40x,	   se	  

acotó	  una	  distancia	  media	  de	  300+50µm	  de	  la	  retina	  distribuida	  a	  ambos	  lados	  

del	  NO,	  ya	  que	  es	  la	  correspondencia	  con	  la	  estría	  visual;	  zona	  de	  la	  retina	  con	  

mayor	  densidad	  de	  CGR,	  además	  de	  ser	  una	  zona	  de	   fácil	   localización	  por	   su	  

proximidad	  anatómica	  al	  NO.	  En	  la	  retina,	  existen	  áreas	  de	  alta	  y	  baja	  densidad	  

de	   CGR,	   para	   promediar	   el	   número	   de	   CGR	  por	   unidad	   de	   superficie	   existen	  

estudios	   en	   secciones	   transversales,	   donde	   se	   han	   hecho	   aproximaciones	  

estereológicas	  con	  buenos	  resultados157.	  

	   Seguidamente,	   se	   cuantificaron	   manualmente	   todas	   las	   CGR	   ahí	  

comprendidas;	  para	  posteriormente	  calcular	  el	  número	  de	  CGR/µm2.	  

Para	   realizar	   la	  cuantificación	  de	   la	  población	  celular	  en	  el	  NO,	  se	  procedió	  a	  

seleccionar	   fotografías	  40x,	  se	  dividió	  mediante	  una	  rejilla	  con	  cuadrantes	  de	  

15000µm2	   de	   área,	   se	   seleccionaron	   aleatoriamente	   cuatro	   cuadrantes	   y	   se	  

cuantificaron	  manualmente	  todas	  células/por	  cuadrante,	  para	  posteriormente	  

calcular	  el	  número	  de	  células/µm2	  de	  NO.	  
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Figura	  2.12.	  Sección	  longitudinal	  de	  NO.	  10x.	  Ejemplo	  del	  procedimiento	  

de	  cuantificación	  de	  la	  población	  celular.	  Se	  analizó	  a	  grandes	  aumentos.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  2.13.	   Sección	   longitudinal	  de	  NO.	  40x.	  Ejemplo	  del	  procedimiento	  

de	  cuantificación	  de	  la	  población	  celular.	  
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	   Las	   fotografías	  para	  microscopia	  con	   fluorescencia,	   se	   realizaron	  con	  el	  

objetivo	   de	   10x,	   20x,	   40x	   de	   áreas	   representativas	   del	   NO	   y	   de	   la	   retina	   (la	  

capa	  de	   las	  CGR);	   con	   los	   tres	   filtros	  diferentes	   (azul,	   para	   la	   señal	   del	  DAPI;	  

violeta	  para	  la	  señal	  de	  Iba,	  verde,	  para	  observar	   la	  señal	  de	  las	  hMSC.	  Todas	  

ellas	   se	   capturaron	   sin	   desplazar	   la	   pletina,	   para	   obtener	   el	   mismo	   campo	  

microscópico	  y	  superponerlos	  después	  con	  Adobe	  Photoshop®CS.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  2.14.	   Técnica	   Inmunohistofluorescencia:	   Imagen	  de	   la	   retina	   y	   la	   cabeza	  del	   nervio	  

óptico.	  
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3.7.-‐MEDICIÓN	  DEL	  G-‐RATIO	  AXONAL	  

	  

	   La	  mielinización	  se	  puede	  cuantificar	  midiendo	  la	  relación	  del	  grosor	  de	  

la	  capa	  de	  mielina	  respecto	  del	  diámetro	  del	  citoplasma	  axonal	  o	  axolema.	  Este	  

valor,	   que	   resulta	   de	   dividir	   el	   diámetro	   interno	   del	   axón	   con	   respecto	   al	  

diámetro	   externo	   (incluyendo	   la	  mielina)	   se	   denomina	   razón	  G	   (en	   inglés	  G-‐

ratio).	  

	   Para	  la	  realización	  del	  G-‐ratio	  se	  capturaron	  fotografías	  a	  ME	  de	  los	  tres	  

grupos	   de	   estudio,	   y	   se	   procedió	   a	   valorar	   el	   número	   de	   axones	   por	  micra2,	  

para	  obtener	  la	  densidad	  de	  axones	  en	  cada	  grupo.	  	  Posteriormente,	  se	  estimó	  

el	  espesor	  de	  la	  vaina	  de	  mielina	  mediante	  la	  relación	  de	  diámetro	  de	  la	  vaina	  

de	  mielina/diámetro	  del	  axón,	  en	  2	  mediciones	  	  transversal	  y	  longitudinal.	  

Las	  medidas	  se	  hicieron	  con	  un	  programa	  de	  procesamiento	  de	  imagen	  digital	  

Image	  J	  diseñado	  para	  imágenes	  científicas	  multidimensionales.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	  2.15.	  Método	  de	  estimación	  del	  G-‐ratio.	  



	  
82	  |	  P á g i n a 	   	   	   R . G a r c í a 	   G i l 	   2 0 1 5 	  

3.8.-‐ANÁLISIS	  ESTADÍSTICO	  

	   El	   análisis	   estadístico	   se	   realizó	   con	   el	   programa	   Stata	   9.1	   para	  

Windows™	   y	   las	   diferencias	   entre	   grupos	   analizados	   se	   consideraron	  

estadísticamente	   significativas	   para	   p<0,05.	   La	   comparación	   de	   células	   entre	  

más	   de	   dos	   grupos	   se	   realizó	   con	   el	   Test	   de	   Kruskal-‐Wallis;	   y	   para	   la	  

comparación	  específica	  dos	  a	  dos	  empleamos	  el	  Test	  de	  Mann-‐Whitney.	  

	   Finalmente	  para	  confirmar	  la	  significación	  de	  los	  resultados	  y	  establecer	  

los	   intervalos	   de	   confianza	   de	   las	   diferencias	   realizamos	   ajuste	  multivariado,	  

empleando	  modelos	  lineares	  generalizados.	  
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4.-‐RESULTADOS	  

4.1.-‐OBSERVACIÓN	  Y	  VALORACIÓN	  DE	  SIGNOS	  CLÍNICOS	  EN	  MODELO	  EAE.	  

En	   este	   primer	   apartado,	   exponemos	   los	   resultados	   de	   los	   signos	   clínicos	  

observados	  en	  el	  modelo	  EAE	  que	  hemos	  generado.	  Los	  animales	  con	  EAE	  de	  

nuestro	  modelo	  presentaron	   la	  siguiente	  clínica	  al	   inicio:	  debilidad	  en	   la	  cola,	  

debilidad	  de	   las	  patas	   traseras,	  parálisis	  de	   las	  patas	   traseras,	  parálisis	  de	   las	  

cuatro	  extremidades,	  y	  finalmente	  la	  muerte	  del	  animal.	  

Los	  primeros	  síntomas	  clínicos	  de	  la	  EAE	  aparecieron	  desde	  el	  7	  al	  19	  día	  

post-‐inyección,	  y	  el	  curso	  fue	  variable	  con	  una	  esperanza	  de	  vida	  media	  de	  57	  

días	  (en	  un	  rango	  de	  30	  a	  70	  días).	  Aunque	  existía	  un	  retraso	  en	  el	  inicio	  de	  los	  

síntomas	  (en	  el	  grupo	  experimental	  vs	  	  grupo	  EAE)	  no	  se	  alcanzaron	  valores	  de	  

p	   estadísticamente	   significativos	   (p<0,05),	   aunque	   con	   	   una	   tendencia	   a	   la	  

significación	   (p=0.07).	   Al	   no	   haber	   podido	   realizar	   seguimiento	   completo	   en	  

todos	   los	   animales,	   se	   comparó	   el	   grado	   de	   discapacidad	  máximo	   alcanzado	  

para	   cada	   grupo.	   Entonces	   se	   vio	   que	   los	   animales	   del	   grupo	   experimental	  

(tratados	   con	   hMSCs)	   puntuaban	   menos	   en	   la	   escala	   de	   discapacidad	  

(puntuación	   máxima	   2,5),	   mientras	   que	   los	   animales	   del	   grupo	   EAE	   que	  

alcanzaban	  una	  mayor	  discapacidad	  (puntuación	  máxima	  3,5).	  
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Gráfico	   4.1.	  A)	   Promedio	   de	   días	   hasta	   inicio	   de	   los	   síntomas	   en	   el	  

grupo	   EAE	   y	   el	   grupo	   experimental.	   B)	   Promedio	   del	   grado	   de	  

discapacidad	  en	  el	  grupo	  EAE	  y	  el	  grupo	  experimental.	  	  

	  

Durante	   el	   seguimiento	   clínico,	   dos	   de	   los	   ratones	   fallecieron	   antes	   de	   lo	  

esperado:	  uno	  tras	  la	  inyección	  de	  las	  hMSCs,	  probablemente	  por	  fenómenos	  

embólicos	  (por	  agregados	  celulares)	  	  y	  otro,	  del	  grupo	  EAE,	  con	  puntuación	  de	  

3,	  	  durante	  la	  anestesia	  previa	  a	  la	  realización	  de	  resonancia	  magnética.	  Estos	  

resultados	  fueron	  registrados	  para	  el	  estudio	  posterior	  de	  la	   lesión	  medular	  y	  

de	  la	  neuritis,	  aunque	  nosotros	  nos	  centramos	  en	  el	  estudio	  del	  globo	  ocular	  y	  

el	  nervio	  óptico	  que	  era	  el	  objetivo	  de	  nuestro	  trabajo.	  

	  

0
0,5
1

1,5
2

2,5
3

3,5
4

4,5

EAE Experimental

0
2
4
6
8

10
12
14
16

EAE Experimental



R . G a r c í a 	   G i l 	   2 0 1 5 	   	   	   87	  |	  P á g i n a 	  
	   	  

4.2.-‐	   OBJETIVO	   1	   y	   2:	   ESTUDIO	   DEL	   MICROAMBIENTE	   CELULAR	  
INFLAMATORIO	   	   Y	   DE	   LA	   RESPUESTA	  NEUROPROTECTORA	  DE	   LAS	   CÉLULAS	  
MESENQUIMALES	  HUMANAS	  (hMSCs)	  EN	  LA	  RETINA	  Y	  EN	  EL	  NERVIO	  ÓPTICO.	  

En	   los	   siguientes	   apartados	   se	   exponen	   los	   resultados	   obtenidos	   del	   estudio	  

histológico	  de	   las	   secciones	  de	   retina	   y	  nervio	  óptico	   (NO)	  en	   los	   	   grupos	  de	  

estudio.	  

4.2.1.	  ESTUDIO	  DE	  LA	  RETINA	  

Inicialmente	  realizamos	  un	  estudio	  histológico	  básico	  con	  hematoxilina-‐eosina	  

y/o	   azul	   de	   toluidina.	   Analizamos	   secciones	   semifinas,	   y	   realizamos	  

inmunohistoquímica	   para	   detectar	   marcadores	   de	   gliosis	   reactiva	   (GFAP),	  

inflamación	   (microglía,	   Iba1)	   y	   remielinización	   (precursores	   de	  

oligodendrocitos,	   NG2).	   Mediante	   estudio	   ultraestructural	   al	   microscopio	  

electrónico	  pudimos	  apreciar	  cambios	  morfológicos	  más	  sutiles	  y	  alteraciones	  

subcelulares.	  

Mediante	   tinciones	   histológicas	   en	   las	   secciones	   de	   la	   retina	   de	   los	  

animales	  del	  grupo	  control,	  pudimos	  observar	  la	  anatomía	  e	  histología	  normal	  

de	  la	  retina,	  donde	  se	  observaban	  todas	  las	  capas	  de	  la	  retina	  sin	  alteraciones	  

apreciables.	   Las	   	   capas	   nuclear	   interna	   y	   externa	   poseen	   un	   grosor	   de	   4-‐10	  

capas	   de	   células	   (Figura	   4.2.1	   A).	  Morfológicamente	   y	   a	   pocos	   aumentos,	   la	  

retina	   del	   grupo	   EAE,	   no	  mostró	   cambios	   ni	   se	   distinguía	   de	   la	   normalidad,	  

presentando	  el	  grosor	  adecuado	  y	  las	  capas	  correspondientes	  (Figura	  4.2.1	  B).	  	  
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Figura	  4.2.1.	  Estudio	  comparado	  de	  la	  retina	  del	  grupo	  control	  y	  el	  grupo	  EAE.	  A.	  Sección	  

transversal	   de	   la	   retina	  grupo	   control.	  Hematoxilina	   eosina.	  Mantiene	   las	   capas	  de	   la	  

retina	  sin	  alteraciones	  (escala	  10µm).	  B.	  Sección	  transversal	  de	  la	  retina	  grupo	  EAE.	  Azul	  

de	  toluidina.	  Mantiene	  la	  estructura	  de	  las	  capas	  retinianas	  sin	  alteraciones	  aparentes.	  

(escala	  10µm).	  C.	  Sección	  semifina	  de	  la	  retina	  grupo	  control.	  Azul	  de	  toluidina.	  Flechas:	  

CGR	  morfología	  redondeada	  y	  homogénea	  (escala	  10µm).	  	  
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D.	   Sección	   semifina	   de	   la	   retina	   grupo	   EAE.	   Azul	   de	   toluidina.	   Flecha	   negra:	   CGR	   con	  

citoplasma	   oscuro	   e	   irregular.	   Flecha	   roja:	   Células	   gliales	   (no	   presentes	   en	   el	   grupo	  

control)	  (escala	  10	  µm).	  

E-‐F.	   Análisis	   por	   inmunofluorescencia	   de	   las	   proteínas	   GFAP,	   NG2,	   DAPI.	   Muestra	  

representativa	  de	  la	  retina.	  DAPI	  (azul)	  tiñe	  los	  núcleos	  celulares,	  principalmente	  la	  CNE	  

(corresponde	  a	   los	  núcleos	  de	   los	   fotorreceptores,	   conos	  y	  bastones),	   la	  CNI	   y	   la	  CGR;	  

GFAP	  (rojo)	  tiñe	  los	  astrocitos	  y	  sus	  expansiones	  a	  lo	  largo	  de	  la	  capa	  de	  las	  CGR,	  ya	  que	  

actúan	   protegiendo	   y	   dando	   soporte	   a	   estas	   CGR;	   NG2	   (malva),	   los	   precursores	   de	  

oligodendrocitos.	   E.	   Grupo	   control.	   Flechas:	   escasa	   expresión	   de	   GFAP	   en	   las	  

terminaciones	  de	  las	  células	  de	  Müller	  (20x).	  F.	  Grupo	  EAE	  Flechas:	  mayor	  expresión	  de	  

GFAP	  en	  las	  terminaciones	  de	  las	  células	  de	  Müller	  (20x).	  	  

	   Sin	   embargo,	   mediante	   el	   estudio	   de	   secciones	   semifinas	   (1,5	   µm)	   a	  

mayores	  aumentos,	  la	  capa	  de	  las	  CGR	  mostraba	  diferencias	  sustanciales	  entre	  

grupos	   (Figura	   4.2.1	   C	   y	   D).	   Los	   núcleos	   celulares	   aparecen	  más	   pequeños	   y	  

menos	   redondeados	   y	   observamos	   alteraciones	   del	   nucleoplasma	   que	   le	  

confieren	  una	  coloración	  más	  oscura	  en	  el	  grupo	  EAE	  (flecha	  negra	  en	  Figura	  

4.2.1.	  D).	  Además	  se	  observan	  células	  gliales	  no	  presentes	  en	  el	  control	  (flecha	  

roja	   en	   Figura	   4.2.1.	   D).	   Mediante	   inmunohistoquímica	   (Figura	   4.2.1.	   E-‐F)	  

observamos	  un	  aumento	  de	   la	   glía	  de	  Müller	   en	   la	   capa	  de	  CGR	  en	  el	   grupo	  

EAE	   que	   lanzan	   abundantes	   expansiones	   basales	   hacia	   el	   resto	   de	   capas.	   El	  

marcaje	   de	   NG2	   fue	  mínimo	   y	   no	  mostró	   un	   aumento	   de	   celularidad	   de	   un	  

grupo	  respecto	  al	  otro,	  a	  diferencia	  de	  lo	  que	  ocurre	  en	  la	  médula	  espinal.	  	  

	   Procesando	  las	  imágenes	  para	  microscopía	  electrónica	  confirmamos	  que	  

existía	  una	  integridad	  estructural	  de	  las	  capas	  de	  la	  retina	  en	  el	  grupo	  control	  
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tal	  y	  como	  habíamos	  observado	  en	  las	  técnicas	  histológicas	  (Figura	  4.2.2.	  A).	  Al	  

observar	  a	  mayores	  aumentos	   las	  CGR	   (Figura	  4.2.2.	  B-‐D),	  presentan	  un	  gran	  

núcleo	   redondeado	   con	   un	   nucleoplasma	   claro	   y	   1	   ó	   2	   nucléolos	   bien	  

desarrollados,	  con	  una	  dendrita	  única	  dirigida	  hacia	  la	  capa	  plexiforme	  interna	  

(asterisco	   en	   Figura	   4.2.2.C).	   El	   núcleo	   en	   su	   perímetro	   suele	   presentar	   una	  

pequeña	   indentación	  en	   la	  zona	  de	  donde	  parte	   la	  dendrita	   (flecha	  en	  Figura	  

4.2.2.	   C).	   En	   la	   base	   de	   la	   dendrita,	   junto	   al	   núcleo	   presentan	   retículo	  

endoplásmico	  rugoso	  (RER)	  rodeando	  al	  aparato	  de	  Golgi,	  que	  se	  coloca	  en	  el	  

eje	  de	  la	  dendrita	  (Figura	  4.2.2.	  D).	  	  

	   Por	   el	   contrario,	   el	   grupo	   inmunizado	   con	   EAE,	   sin	   tratamiento	  

presentaba	  aparentemente	  una	  estructura	  en	  capas	  preservada	  (Figura	  4.2.3.	  

A),	  pero	  la	  capa	  de	  CGR	  mostraba	  regiones	  pobres	  en	  células,	  CGR	  de	  aspecto	  

alterado,	  y	  células	  de	  microglía,	  que	  de	  normal	  no	  se	  observaban	  en	  esta	  capa	  

(Figura	   4.2.3.	   A,	   recuadro).	   A	   mayores	   aumentos,	   las	   CGR	   mostraban	  

morfologías	   muy	   alteradas	   (Figura	   4.2.3.	   B-‐D)	   con	   pérdida	   de	   la	   morfología	  

redondeada,	   aumento	   de	   las	   invaginaciones	   nucleares	   y	   de	   su	   profundidad	  

(flechas	  en	  Figura	  4.2.3.	  B-‐C),	  y	  las	  células	  de	  microglía	  (Figura	  4.2.3.	  D)	  eran	  un	  

hallazgo	   frecuente.	   Dado	   que	   la	   morfología	   esférica	   representa	   el	   máximo	  

volumen	   por	   área	   de	   envoltura	   nuclear,	   los	   núcleos	   invaginados	   podrían	  

representar	   una	   disminución	   del	   volumen	   o	   que	   el	   aumento	   del	   área	   de	   la	  
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envoltura	  nuclear	  había	  aumentado.	  El	  espacio	  perinuclear	  parecía	  aumentado	  

en	  estas	  células,	  comparadas	  con	  las	  del	  grupo	  control.	  
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Figura	   4.2.2.	   Imagen	  ME	   de	   la	   retina	   grupo	   control.	  A.	   Imagen	   panorámica	   de	   la	   retina,	  

describe	   la	   estructura	   de	   la	   retina	   en	   capas.	   EPR:epitelio	   pigmentario	   de	   la	   retina.	  

FR:fotorreceptores,	   CNE:capa	   nuclear	   externa,	   CPE:capa	   plexiforme	   externa,	   CNI:capa	  

nuclear	   interna,	  CPI:capa	  plexiforme	   interna,	  CGR:células	  ganglionares	  de	   la	   retina	   (escala	  

20µm).	   B.	   GCR	   normal.	   N:núcleo	   (escala	   2µm).C.CGR	   normal.	   N:núcleo.	   Flecha	   roja:	  

invaginaciones	   nucleares	   (escala	   2µm).	   D.	   Espacio	   perinuclear.	   R:retículo	   endoplásmico.	  

G:aparato	  de	  Golgi	  (escala	  1um).	  
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Figura	  4.2.3.	  Imagen	  ME	  de	  la	  retina	  grupo	  EAE.	  A.	  Imagen	  panorámica	  de	  la	  retina,	  describe	  

la	  estructura	  de	  la	  retina	  en	  capas,	  sin	  alteraciones	  apreciable.	  FR:fotorreceptores,	  CNE:capa	  

nuclear	  externa,	  CPE:capa	  plexiforme	  externa,	  CNI:capa	  nuclear	  interna,	  CPI:capa	  plexiforme	  

interna,	  CGR:células	  ganglionares	  de	   la	   retina.	  Recuadro:microglia	   (escala	  20µm)	  B-‐C.	  GCR	  

alterada.	  Flechas:invaginaciones	  	  nucleares	  prominentes	  (escala	  2	  y	  6µm	  respectivamente).	  

D.	  Microglia.	  Flecha:	  lisosoma	  (escala	  2µm).	  
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	   Ante	   estos	   cambios	   morfológicos	   tan	   evidentes	   quisimos	   estudiar	  

cuantitativamente	  el	  efecto	  de	   la	   inmunización	  con	  MOG	  en	   la	   capa	  de	  CGR.	  

Realizamos	   secciones	   longitudinales	   que	   incluían	   retina	   y	   nervio	   óptico,	   e	  

hicimos	   el	   recuento	   de	   CGR	   por	   µm	   sistemáticamente	   por	   cada	   animal	   del	  

grupo	   control	   y	   del	   EAE.	   Confirmando	  nuestras	   observaciones,	   el	   número	  de	  

CGR	   en	   el	   grupo	   control	   presentaba	   valores	   medios	   de	   0.1678	   CGR/µm,	  

mientras	  que	  en	  el	  grupo	  EAE,	   la	  cantidad	  de	  CGR	  se	  encontraba	  disminuida,	  

de	  forma	  significativa	  a	  valores	  de	  0.0967	  CGR/	  µm	  (p=0.0035)	  (Gráfico	  4.2.1.).	  

Es	   decir,	   podíamos	   concluir	   que	   la	   inmunización	   con	   MOG	   producía	   una	  

disminución	  en	  el	  número	  de	  CGR.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Gráfico	  4.2.1.	  Promedio	  de	  CGR/µm.	  
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Efecto	  sobre	  la	  retina	  de	  hMSC-‐NogoRDN	  del	  modelo	  EAE	  

La	   retina	   del	   grupo	   experimental,	   tratado	   con	   hMSCs,	   presentaba	   una	  

estructura	  en	  capas	  sin	  alteraciones	  a	  pequeños	  aumentos	  (Figura	  4.2.4.	  A).	  La	  

inmunofluorescencia	   no	  mostraba	   gliosis	   (GFAP)	   ni	   aumento	   del	   número	   de	  

células	  NG2+	  (Figura	  4.2.4.	  B).	  La	  imagen	  semifina	  mostraba	  una	  capa	  de	  CGR	  

conservada	  con	  células	  de	  morfología	   redondeada	   sin	  aparentes	  alteraciones	  

nucleares	  o	  aumento	  de	  células	  gliales	  (Figura	  4.2.4.	  C).	  	  

	   La	   microscopía	   electrónica	   mostró	   una	   distribución	   en	   capas	   normal	  

(Figura	   4.2.5.	   A)	   y,	   pese	   a	   que	   la	   imagen	   semifina	   no	   había	   mostrado	   una	  

afectación	  grave	  de	  la	  estructura	  de	  la	  capa	  de	  CGR,	  sí	  que	  observamos	  células	  

con	  pérdida	  de	  esfericidad	  en	   los	  núcleos	  y	  grandes	   invaginaciones	  nucleares	  

sinónimo	  de	  afectación	  celular	  (Figura	  4.2.5.	  B).	  
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Figura	  4.2.4.	  Estudio	  grupo	  experimental.	  Estudio	  retina	  y	  NO.	  A.	  Sección	  transversal	  de	   la	  
retina.	   Hematoxilina	   eosina	   (escala	   10µm).C.	   Corte	   semifino	   de	   la	   capa	   de	   CGR.	   Flechas:	  
CGR.	  Azul	   de	   toluidina	   (escala	  10µm).	  D.	   Sección	   longitudinal	   del	   nervio	  óptico.	   Puntas	  de	  
flecha:	  zonas	  con	  mínimo	  incremento	  de	   la	  celularidad.	  Azul	  de	  toluidina	  (escala	  50µm).	  E.	  
Inmunofluorescencia	   verde	   de	   hMSC	   (flecha).	   Recuadro:	   hMSC	   a	   mayor	   aumento	   (escala	  
50um)	   B	   y	   F.	   Analisis	   por	   inmunofluorescencia	   de	   la	   expresión	   de	   GFAP,	   NG2,	   DAPI.	   La	  
inmunofluorescencia	   no	  mostraba	   gliosis	   (GFAP)	   ni	   aumento	   del	   número	   de	   células	   NG2+	  
(escala	  50	  y	  100µm	  respectivamente).	  
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Figura	  4.2.5.	   	   Imagen	  ME	  de	   la	   retina	   y	  nervio	  óptico	  del	   	   grupo	  experimental.	  A.	   Imagen	  
panorámica	   de	   la	   retina,	   describe	   la	   estructura	   de	   la	   retina	   en	   capas,	   	   sin	   alteraciones	  
apreciables.	   EPR:epitelio	   pigmentario	   de	   la	   retina,	   FR:fotorreceptores,	   CNE:capa	   nuclear	  
externa,	   CPE:capa	   plexiforme	   externa,	   CNI:capa	   nuclear	   interna,	   CPI:capa	   plexiforme	  
interna,	   CGR:células	   ganglionares	   de	   la	   retina	   (escala	   20µm)	   B.	   GCR	   alterada.	  
Flecha:invaginación	  nuclear	  prominente	  (escala	  2µm).C.	  Microglía	  (escala	  2µm).	  D.	  Sección	  
transversal	  del	  nervio	  óptico,	  se	  observa	  axones	   irregulares,	   flechas	  axones	  remielinizados,	  
punta	  de	  flecha:	  axones	  amielínicos	  (escala	  5µm)	  	  
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Para	   analizar	   si	   el	   tratamiento	   con	   hMSC-‐NogoRDN	   influía	  

cuantitativamente	  en	  el	  número	  de	  CGR,	  obtuvimos	  la	  media	  de	  CGR	  por	  micra	  

en	   el	   grupo	   experimental	   y	   lo	   comparamos	   con	   las	   medias	   anteriores.	  

Comparamos	  este	  resultado	  en	  función	  del	  grupo	  con	  el	  test	  de	  Kruskal-‐Wallis,	  

las	  diferencias	  fueron	  estadísticamente	  significativas	  (p=0,0427),	  pero	  cuando	  

realizamos	   una	   comparación	   específica	   de	   las	   diferencias	   entre	   la	   media	   de	  

CGR	  por	  micra	  de	   los	   sujetos	  del	   grupo	  experimental	   respecto	  al	   grupo	   	   EAE	  

empleamos	   el	   test	   de	   Mann-‐Whitney,	   las	   diferencias	   no	   resultaron	  

estadísticamente	  significativas	  (p=0,7122)).	  El	  gráfico	  de	  cajas	  mostraba	  que	  la	  

CGR	  media	   es	   ligeramente	   inferior	   en	   el	   grupo	   de	   EAE	   respecto	   al	   grupo	   de	  

tratamiento	   experimental,	   pese	   a	   no	   obtenerse	   significación	   estadística	  

(Gráfico	  4.2.2.).	  

	  

	  

	  

	  

	  

Gráfico	   4.2.2.	   Comparación	   CGR/µm	   entre	   grupo	   experimental	   vs	  

grupo	  EAE.	  	  
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	   Para	   confirmar	   los	   resultados	   empleamos	   modelos	   lineares	  

generalizados	   de	   efectos	   mixtos	   con	   ajuste	   restringido	   por	   máxima	  

verosimilitud.	   El	   objetivo	   de	   este	   análisis	   complementario	   era	   valorar	   las	  

diferencias	   entre	   grupo	   asignado	   teniendo	   en	   cuenta	   tanto	   la	   variabilidad	  

entre	   individuos	   como	   la	   variabilidad	   intraindividual	   en	   los	   resultados	   de	   las	  

muestras	   (es	  decir,	   la	  variabilidad	  en	   los	  resultados	  de	   las	  muestras	  extraídas	  

en	  un	  mismo	  individuo).	  El	  modelo	  fue	  	  globalmente	  significativo	  (p=0,0027).	  

Una	   vez	   realizado	   el	   ajuste	   por	   los	   parámetros	   incluidos	   en	   el	   modelo,	  

tomando	  como	  referencia	  a	  los	  sujetos	  control,	  se	  observa	  que	  las	  muestras	  de	  

los	   sujetos	   del	   grupo	   experimental	   presentan	   0,06	   CGR	   por	   micra	   menos	  

(IC95%:	   0,02-‐0,10)	   que	   las	   muestras	   de	   los	   controles	   sanos,	   sin	   diferencias	  

significativas	  entre	  ambos	  grupos	   (p=0,161).	  En	  el	   caso	  de	   las	  muestras	  en	  el	  

grupo	  EAE,	  la	  diferencia	  ajustada	  respecto	  al	  grupo	  control	  es	  de	  0,07	  CGR	  por	  

micra	   (IC95%:	   0,00-‐0,11)	   lo	   que	   supone	   una	   diferencia	   estadísticamente	  

significativa	   respecto	   a	   éstos	   (p=0,039).	   Considerando	   como	   categoría	   de	  

referencia	  a	  los	  sujetos	  con	  EAE	  tras	  ajustar	  por	  los	  parámetros	  incluidos	  en	  el	  

modelo,	  se	  observa	  que	  las	  muestras	  de	  los	  sujetos	  en	  el	  grupo	  experimental	  

presentan	  0,01	  CGR	  más	  por	  micra	  (IC95%:	  -‐0,04-‐0,07)	  respecto	  a	  las	  muestras	  

de	   los	   sujetos	   con	   EAE;	   esta	   diferencia	   no	   fue	   estadísticamente	   significativa	  

(p=0,552).	  Estos	  datos	  confirmaban	  los	  resultados	  previos.	  
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4.2.2.	  ESTUDIO	  DEL	  NERVIO	  ÓPTICO	  

Como	  habíamos	  realizado	  en	  el	  apartado	  anterior	  con	   la	  retina,	  comenzamos	  

el	  estudio	  mediante	  el	  análisis	  histológico	  del	  nervio	  óptico	   (NO)	  en	  el	  grupo	  

control	  y	  en	  el	  modelo	  animal.	  En	  la	  figura	  4.2.6	  A,	  C,	  E	  	  se	  aprecia	  la	  salida	  del	  

NO	  del	  globo	  ocular	  en	  el	  grupo	  control	  que	  confluye	  en	  forma	  de	  “V”,	  a	  la	  vez	  

que	  atraviesa	  la	  esclera,	  el	  cual	  mantiene	  su	  morfología	  de	  axones	  organizados	  

longitudinalmente	   en	   haces.	   Es	   esa	   porción	   del	   NO,	   la	   intraorbitaria,	   donde	  

estos	   haces	   comienzan	   a	   mielinizarse.	   También	   podemos	   apreciar	   las	  

estructuras	  macroscópicas	   que	   dan	   envoltura	   al	  NO	   (duramadre,	   aracnoides,	  

piamadre).	  
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Figura	   4.2.6.	   Estudio	   comparado	   del	   NO	   grupo	   control	   y	   grupo	   EAE.	   Sección	  

longitudinal	  del	  nervio	  óptico.	  A.	  Grupo	  control.	  Vista	  panorámica	  nervio	  óptico	  normal.	  Azul	  

de	   toluidina.	   Se	   aprecia	   la	   salida	   de	   la	   CFNR	   confluyendo	   en	   el	   NO,	   el	   cual	   mantiene	   su	  



	  
102	  |	  P á g i n a 	   	   	   R . G a r c í a 	   G i l 	   2 0 1 5 	  

morfología	  de	  axones	  organizados	   longitudinalmente	   (escala	  200µm).	  B.	  Grupo	  EAE.	  Vista	  

panorámica	  nervio	  óptico	  enfermo,	  se	  observan	  zonas	  de	  estrechamiento.	   (escala	  200µm).	  	  	  

C.	  Grupo	  control.	  Azul	  de	   toluidina	   (escala	  50µm).	  D.	  Grupo	  EAE.	  Azul	  de	   toluidina	   (escala	  

50µm).	   Punta	   de	   flecha:	   zona	   dañada	   del	   nervio	   óptico,	   con	   disminución	   del	   grosor	   y	  

aumento	   del	   componente	   celular	   a	   ese	   nivel.	   E.	   Grupo	   control	   a	  mayor	   aumento.Azul	   de	  

toluidina	  (escala	  10µm).	  F	  Grupo	  EAE.	  Azul	  de	  toluidina.Aumento	  de	  la	  celularidad	  localizada	  

a	   lo	   largo	   del	   nervio,	   flecha:	   zona	   con	   incremento	   de	   la	   celularidad	   (escala	   10µm).	   G-‐J.	  

Análisis	  por	  inmunofluorescencia	  de	  la	  expresión	  de	  las	  proteínas	  GFAP,	  NG2,	  DAPI.	  Muestra	  

representativa	   del	  NO	   (10x).	  G.	   Imagen	   grupo	   control.	   Autofluorescencia	   roja,	   GFAP,	  muy	  

escasa.	  J.	  Imagen	  grupo	  EAE.	  aumento	  de	  autofluorescencia	  GFAP	  en	  el	  NO	  retrobulbar,	  por	  

activación	  de	  la	  macroglía,	  como	  consecuencia	  del	  proceso	  inflamatorio	  a	  ese	  nivel.	  

	  

En	  el	  caso	  del	  grupo	  EAE	  la	  afectación	  del	  NO	  era	  muy	  evidente	  incluso	  a	  

pequeños	   aumentos	   (Figura	   4.2.6	   B,	   D,	   F).	   La	   estructura	   del	   NO	   en	   cortes	  

longitudinales	  mostraba	  una	  tortuosidad	  no	  observada	  en	  el	  grupo	  control,	  y	  

que	   era	   debida	   al	   estrechamiento	   del	   nervio	   en	   zonas	   bien	   delimitadas	  

También	   era	   muy	   evidente	   el	   aumento	   de	   células	   de	   forma	   “parcheada”,	  

detectable	   en	   la	   tinción	   de	   azul	   de	   toluidina	   como	   núcleos	   azul	  

intenso/morado.	   En	   algunas	   regiones,	   más	   deterioradas,	   se	   observaban	  

infiltrados	  celulares	  que	  podían	  corresponder	  a	  regiones	  perivasculares	  (flecha	  

en	  Figura	  4.2.6.	  F).	  Mediante	  inmunohistoquímica	  con	  GFAP	  (Figura	  4.2.6.	  G-‐H)	  

se	   observaba	   en	   el	   grupo	   EAE	   una	   disrupción	   del	   marcaje	   sobre	   todo	   en	   la	  

entrada	   a	   la	   esclera	   con	   aumento	   de	   la	   gliosis	   formando	   agrupaciones	   de	  

células	  GFAP+.	  
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Figura	  4.2.7.	  Análisis	  por	   inmunofluorescencia	   	  de	   las	  proteínas	   Iba1,	  

DAPI.	  Muestra	   representativa	   de	   sección	   del	   nervio	   óptico	   del	   grupo	  

experimental	   (20x).	   DAPI	   azul	   tiñe	   los	   núcleos	   celulares.	   Iba1	   malva	  

tiñe	  la	  microglia.	  	  

	  

Mediante	   el	   uso	   de	   anticuerpos	   contra	   la	   proteína	   Iba-‐1	   se	   detectó	   la	  

microglía,	   el	   macrófago	   del	   SNC,	   presente	   en	   las	   regiones	   con	   inflamación	  

activa	  (Figura	  4.2.7.).	  
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Cuando	   procedemos	   al	   estudio	   ultraestructural	   del	   NO	   comparado	   entre	   el	  

grupo	  control	  y	  el	  grupo	  EAE,	  en	  la	  figura	  4.2.8.A	  observamos	  como	  en	  el	  grupo	  

control	  los	  axones	  del	  nervio	  óptico	  mantienen	  una	  mielinización	  homogénea,	  

una	  forma	  regular	  y	  una	  disposición	  ordenada,	  por	  el	  contrario,	  el	  grupo	  EAE	  

presenta	  mielinización	  irregular	  de	  los	  axones	  (flecha	  amarilla	  figura	  4.2.8.B)	  y	  

abundantes	  estructuras	  vacuolizadas	  (flecha	  roja	  figura	  4.2.8.B).	  

	  

Además	  las	  expansiones	  de	  los	  astrocitos,	  rellenan	  los	  espacios	  existentes	  por	  

la	  falta	  de	  mielina	  con	  sus	  cuerpos	  celulares	  y	  expansiones	  (figura	  4.2.8.C).	  En	  

la	   figura	  4.2.8.D	   se	  puede	  observar	  un	  astrocito	   gigante,	   de	  núcleo	   irregular.	  

Estos	   astrocitos	   vienen	   caracterizados	   por	   un	   alto	   número	   de	   filamentos	  

intermedios	  (figura	  4.2.8.E).	  
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Figura	  4.2.8.	  Comparación	  ultraestructural	  del	  nervio	  óptico	  del	  grupo	  control	  y	  grupo	  EAE.	  	  

A.	   Grupo	   control.	   Se	   observa	   la	   disposición	   ordenada	   de	   los	   axones	   del	   nervio	   óptico,	   de	  

morfología	   regular	   y	   mielinización	   homogénea	   (escala	   2µm).	   B.	   Grupo	   EAE.	   Los	   axones	  

tienen	  una	  mielinización	   irregular	   (flecha	  amarilla)	   y	  estructuras	  vacuolizadas	   (flecha	   roja)	  

(escala	   2µm).	   	  C.	   Grupo	   EAE.	   Se	   observa	   a	   lo	   largo	  de	   los	   axones	  mielínicos	   citoplama	  de	  

astrocitos,	  flechas:	  expansiones	  astrocitarias	  entre	  los	  axones	  (escala	  20µm).	  	  D.	  Grupo	  EAE.	  

Se	  observa	  un	  astrocito	  de	  gran	  tamaño	  entre	   los	  haces	  de	  mielina	  (escala	  2µm).	  E.	  Grupo	  

EAE.	  Abundantes	  filamentos	  intermedios	  (escala	  200nm).	  
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	   Para	  el	  estudio	  cuantitativo	  de	  estos	  hallazgos,	  obtuvimos	  39	  muestras	  

de	   secciones	   transversales	   del	   NO	   de	   los	   grupos	   de	   estudio	   y	   realizamos	   el	  

recuento	  de	  los	  núcleos	  celulares	  por	  unidad	  de	  superficie.	  

	   En	  el	   grupo	   control,	   el	   número	  de	   células	   a	  nivel	   del	  NO,	  mostró	  unos	  

valores	   medios	   de	   1,86	   células/µm2.	   En	   el	   grupo	   EAE,	   donde	   ya	   habíamos	  

observado	  mediante	   tinciones	   histológicas	   un	   aumento	   aparente	   de	   células,	  

mostró,	  confirmando	  nuestros	  datos	  unos	  valores	  medios	  de	  7,99	  células/µm2	  	  

Al	   realizar	   la	   comparación	   de	   medias	   mediante	   análisis	   estadístico,	   se	  

demostró	  la	  significación	  estadística	  (p=0.00022).	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Gráfico	  4.2.3.	  Promedio	  de	  la	  celularidad	  en	  secciones	  del	  

nervio	  óptico.	  
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Efecto	  sobre	  el	  nervio	  óptico	  de	  hMSC-‐NogoRDN	  en	  el	  modelo	  de	  EAE	  

El	  nervio	  óptico	  de	  los	  animales	  EAE	  tratados	  con	  células	  (	  grupo	  experimental)	  

mostró	  en	  muestras	  histológicas	   teñidas	  con	  azul	  de	   toluidina,	  en	  apariencia,	  

una	  celularidad	  intermedia	  entre	  grupo	  control	  y	  EAE,	  con	  pequeñas	  regiones	  

de	  aumento	  de	  células	  (flechas	  en	  Figura	  4.2.4.D)	  inmersas	  en	  un	  NO	  con	  una	  

estructura	   similar	   a	   la	   del	   grupo	   control.	   El	   aspecto	  no	  era	   tortuoso,	   sino	  de	  

grosor	   bastante	   homogéneo	   en	   toda	   su	   longitud.	   La	   inmunohistoquímica	  

mostraba	   un	   infiltrado	   de	   microglía	   presente	   (Figura	   4.2.4.E),	   pero	   menor	  

afectación	  glial	  que	  en	  el	  modelo	  EAE	  (Figura	  4.2.4.F).	  	  Muy	  ocasionalmente	  se	  

detectaron	  células	  GFP+,	  que	  se	  correspondían	  con	  las	  células	  hMSC-‐NogoRDN,	  

que	   habían	   sido	   co-‐transfectadas	   con	   un	   plásmido	   GFP	   para	   permitir	   su	  

inmunodetección.	   Eran	   células	   grandes	   con	  múltiples	   vacuolas	   en	   el	   interior	  

del	  citoplasma,	  y	  se	  encontraron	  en	  el	  interior	  del	  NO	  (Figura	  4.2.4.E).	  	  

	   Al	   cuantificar	   las	   células	   por	   unidad	   de	   superficie	   mediante	   el	   mismo	  

sistema,	  el	  grupo	  experimental	  mostró	  un	  promedio	  de	  4,3	  células/µm2,	  que	  se	  

encontraba	  en	  el	  punto	  medio	  entre	  los	  valores	  del	  control	  (1,86	  células/µm2)	  y	  

del	  grupo	  EAE	  (7,99	  células/µm2).	  Comparamos	  este	  resultado	  en	  función	  del	  

grupo	   con	   el	   test	   de	   Kruskal-‐Wallis,	   las	   diferencias	   entre	   grupos	   fueron	  

estadísticamente	  significativas	  para	  Kruskal-‐Wallis,	  p=0,0048.	  Posteriormente,	  

comparamos	  específicamente	  las	  diferencias	  entre	  las	  celularidades	  medias	  de	  
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los	  sujetos	  en	  el	  grupo	  experimental	   respecto	  al	  grupo	  EAE	   	  mediante	  Mann-‐

Whitney,	   siendo	   estas	   estadísticamente	   significativas	   (p=0,0143).	   Es	   decir,	   el	  

tratamiento	   con	   hMSC	   produjo	   una	   disminución	   del	   componente	   celular	  

(probablemente	  inflamatorio)	  en	  el	  NO.	  En	  un	  gráfico	  de	  cajas	  se	  representan	  

las	  diferencias	  entre	  el	  grupo	  experimental	  y	  EAE	  y	  se	  observa	  una	  celularidad	  

media	   más	   baja	   y	   con	   una	   menor	   variabilidad	   (rango	   intercuartílico)	   en	   el	  

grupo	  experimental	  respecto	  al	  grupo	  de	  EAE	  (Gráfico	  4.2.4.).	  	  

	   Para	   confirmar	   los	   resultados	   empleamos	   modelos	   lineares	  

generalizados	   de	   efectos	   mixtos	   con	   ajuste	   restringido	   por	   máxima	  

verosimilitud,	   donde	   el	   resultado	   del	   	   modelo	   fue	   globalmente	   significativo	  

(p<0,0001).	   Una	   vez	   realizado	   el	   ajuste	   por	   los	   parámetros	   incluidos	   en	   el	  

modelo,	   se	   observó	   que	   las	  muestras	   de	   los	   sujetos	   del	   grupo	   experimental	  

presentaban	  2,44	  células	  más	  por	  µm2	  (IC95%:	  0,39-‐4,60)	  que	  las	  muestras	  del	  

grupo	  control,	  con	  diferencias	  significativas	  entre	  ambos	  grupos	  (p=0,020).	  En	  

el	  caso	  de	  las	  muestras	  del	  grupo	  EAE,	  la	  diferencia	  ajustada	  respecto	  al	  grupo	  

control	   fue	   de	   6.13	   células/µm2	   (IC95%:	   3,59-‐7,99)	   lo	   que	   suponía	   asimismo	  

una	  diferencia	  estadísticamente	  significativa	  respecto	  a	  éstos	  (p<0,001).	  
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Gráfico	  4.2.4.	  Comparación	  células/µm2grupo	  experimental	  vs	  grupo	  EAE.	  

	  

Utilizando	  como	  categoría	  de	  referencia	  a	  los	  sujetos	  con	  EAE	  se	  observó	  que	  

las	  muestras	  de	  los	  sujetos	  en	  el	  grupo	  experimental	  presentaban	  3,69	  células	  

menos	  por	  µm2	  (IC95%:	  1,10-‐5,09)	  respecto	  a	   las	  muestras	  de	  los	  sujetos	  con	  

EAE;	  esta	  diferencia	  fue	  estadísticamente	  significativa	  (p=0,002).	  
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4.2.3.	  MIELINIZACIÓN	  Y	  DAÑO	  AXONAL	  	  

Aunque	  se	  estudió	  la	  mielinización	  y	  el	  daño	  axonal	  en	  el	  nervio	  óptico,	  hemos	  

expresado	   este	   resultado	   aparte	   por	   tratarse	   del	   estudio	   específico	   de	   la	  

mielinización.	  Estudiamos	  dos	  indicadores:	  

1.   Densidad	  axonal	  

2.   Grado	  de	  mielinización	  por	  axón	  

En	  la	  figura	  4.2.9.	  se	  pueden	  observar	  micrografías	  de	  microscopía	  electrónica	  

que	  muestran	  cortes	   transversales	  del	  nervio	  óptico	  de	   los	  diversos	  grupos	  a	  

estudio	  (A	  (control);	  B	  (EAE))	  y	  C	  (experimental).	  Observando	  las	   imágenes	  es	  

evidente	  que	  existe	  una	  clara	  disrupción	  de	  la	  mielina	  en	  el	  grupo	  EAE,	  donde	  

se	  muestran	   imágenes	   de	   esferoides,	   separación	   de	   las	   capas,	   alteración	   del	  

contenido	   axonal.	   El	   grupo	   experimental,	   parece	   mostrar	   axones	   con	   capas	  

finas	   de	   mielina,	   que	   pueden	   traducir	   un	   fenómeno	   de	   remielinización	   tras	  

daño.	  	  

	   Para	   cuantificar	   el	   daño	   axonal	   y	   la	   alteración	   de	   la	   mielinización	  

estudiamos	  los	  indicadores	  citados	  en	  los	  tres	  grupos:	  

1.	  La	  densidad	  axonal	  

La	  densidad	  axonal	  traduce	  la	  pérdida	  de	  axones	  que	  puede	  asociarse	  al	  daño	  

producido	   por	   la	   inmunización	   con	  MOG.	   Se	   contabilizó	   como	   el	   número	   de	  



R . G a r c í a 	   G i l 	   2 0 1 5 	   	   	   111	  |	  P á g i n a 	  
	   	  

axones	   por	   µm2.	   En	   la	   figura	   4.2.9	   D.	   se	   reflejan	   los	   resultados	   de	   estos	  

recuentos.	   Se	   utilizó	   el	   grupo	   control	   como	   valor	   de	   referencia.	   La	   densidad	  

axonal	  fue	  similar	  en	  los	  tres	  grupos	  a	  estudio,	  con	  rangos	  en	  grupo	  control	  de	  

0.11-‐0.16	   axones/µm2,	   grupo	   experimental	   0.05-‐0.013	   axones/µm2	   y	   en	   el	  

grupo	  EAE	  entre	  0.08-‐0.16	  axones/µm2.	   La	  diferencia	  de	  densidad	  de	  axones	  

no	  fue	  estadísticamente	  significativa	  en	  ninguno	  de	  los	  casos.	  

2.	  Grado	  de	  mielinización	  

La	  mielinización	  se	  puede	  cuantificar	  midiendo	  la	  relación	  del	  grosor	  de	  la	  capa	  

de	  mielina	  respecto	  del	  diámetro	  del	  citoplasma	  axonal	  o	  axolema.	  Este	  valor,	  

que	   resulta	  de	  dividir	   el	   diámetro	   interno	  del	   axón	   con	   respecto	  al	   diámetro	  

externo	   (incluyendo	   la	   mielina)	   se	   denomina	   razón	   G	   (en	   inglés	   G-‐ratio).	  

Hemos	  realizado	  el	  estudio	  de	  >100	  axones	  por	  grupo	  y	  hemos	  representado	  

en	  gráficos	  circulares	  los	  axones	  con	  G-‐ratio	  normal	  (G-‐ratio	  0,74-‐0,84),	  axones	  

remielinizando	  (G-‐ratio	  0,85-‐0,94)	  y/o	  axones	  con	  daño	  mielínico	  (G-‐ratio	  0,95-‐

1)	   (Figura	  4.2.9	  E).	  En	  el	  grupo	  control	  predominaba	  el	  porcentaje	  de	  axones	  

con	  mielinización	  normal	   (79%),	  con	  un	  porcentaje	  de	  21%	  de	  axones	  con	  G-‐

ratio	  de	  remielinización,	  y	  evidentemente,	  no	  encontramos	  daño	  axonal	  (0%).	  

Por	  el	   contrario,	   en	  el	   grupo	  EAE,	  predominaba	  el	  porcentaje	  de	  axones	  que	  

con	   daño	   axonal	   (15%)	   y	   axones	   remielinizando	   (73%),	   siendo	   de	   un	   88%,	   si	  

consideramos	   los	   axones	   que	   han	   sufrido	   daño	   globalmente	   (G-‐ratio	  
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superiores	  a	  0.84).	  El	  grupo	  experimental	  presentaba	  porcentajes	  intermedios,	  

con	  un	  porcentaje	  de	  axones	  con	  mielinización	  normal	  del	  46%,	  frente	  al	  7%	  de	  

axones	   con	   daño	   axonal.	   Destacar	   un	   porcentaje	   de	   axones	   en	   estado	   de	  

remielinización	  del	  47%,	  con	  lo	  que	  el	  daño	  axonal	  global	  se	  reduciría	  al	  54%.	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Figura	   4.2.9.	   Estudio	   daño	   axonal	  mediante	   G-‐ratio.	   Las	   imágenes	   corresponden	   a	   cortes	  

transversal	  del	  nervio	  óptico	  a	  ME	  .A.	  grupo	  control.	  B.	  grupo	  EAE.	  	  C.	  grupo	  experimental.	  	  

D.	  Gráfico	  de	  barras:	  estudio	  de	  la	  densidad	  axonal	  (números	  de	  axones	  por	  µm2).	  E.	  gráficos	  

circulares.	   Exponemos	   el	   resultado	   del	   G-‐ratio,	   considerando	   los	   siguientes	   valores	   de	  

referencia:	  Axones	  con	  mielinización	  normal	   (G-‐ratio	  0,74-‐0,84),	  axones	   remielinizando	   (G-‐

ratio	  0,85-‐0,94),	  axones	  con	  daño	  mielínico	  (G-‐ratio	  0,95-‐1).	  	  
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5.-‐DISCUSIÓN	  

En	  esta	  tesis	  doctoral	  hemos	  estudiado	  los	  cambios	  que	  ocurren	  en	  la	  retina	  y	  

nervio	  óptico	   (NO)	   tras	   inmunización	  con	   la	  proteína	  de	   la	  mielina	   (MOG)	  en	  

ratón,	   y	   hemos	   analizado	   el	   efecto	   de	   la	   infusión	   endovenosa	   de	   células	  

mesenquimales	   transfectadas	   con	   un	   gen	   específico	   (MSC-‐NogoRDN)	   para	  

favorecer	   la	   regeneración	   axonal.	   Hemos	   concluido	   que	   el	   modelo	   animal	  

presenta	  una	   alteración	   significativa	   de	   la	   capa	  de	   células	   ganglionares	   de	   la	  

retina	   (CGR)	  morfológica	   y	   cuantitativa.	  Además,	   el	  NO	   se	   vio	   	   intensamente	  

afectado	  con	  una	  gliosis	  reactiva	  y	  un	  aumento	  del	  daño	  axonal.	  Al	  tratar	  a	  los	  

animales	   con	  MSC-‐NogoRDN	   se	   observó	   un	   menor	   deterioro	   tanto	   en	   retina	  

como	   en	   NO,	   pese	   a	   una	   baja	   tasa	   de	   injerto	   de	   MSC.	   A	   continuación	  

discutiremos	  uno	  a	  uno	  los	  resultados	  obtenidos.	  

	  

5.1.-‐Idoneidad	   del	   modelo	   animal	   de	   EAE	   para	   el	   estudio	   de	   alteraciones	  	  

desmielinizantes	  en	  retina	  y	  NO.	  

Uno	   de	   los	   objetivos	   de	   esta	   tesis	   doctoral	   era	   estudiar	   el	   microambiente	  

inflamatorio	  presente	  en	  el	  modelo	  EAE	  que	  habíamos	  generado.	  No	  hay	  duda	  

de	   que	   los	   estudios	   realizados	   en	   el	   modelo	   EAE	   han	   sido	   y	   siguen	   siendo	  

vitales	   para	   conocer	   y	   comprender	   conceptos	   generales	   y	   específicos	   de	   los	  

mecanismos	  de	  autoinmunidad	  que	  tienen	  lugar	  en	  la	  EM.	  A	  pesar	  de	  que	  no	  

existe	   ningún	   modelo	   EAE	   hasta	   la	   fecha	   capaz	   de	   mimetizar	   todas	   las	  
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características	   inmunopatológicas	   de	   la	   enfermedad	   humana,	   es	   una	   buena	  

alternativa	  para	  el	  estudio	  de	  aspectos	  concretos	  de	  la	  enfermedad.	  Debemos	  

tener	  presente	  que	  el	  modelo	  que	  usa	  la	  proteína	  MOG	  para	  generar	  EAE	  tiene	  

un	   inicio	   más	   tardío	   de	   la	   apoptosis	   de	   las	   CGR,	   en	   comparación	   con	   otros	  

modelos	   de	   ratones	   EAE158,159.	   Esto	   sugiere	   que	   distintos	   antígenos	   en	   la	  

inmunización	   inducen	   diferentes	   respuestas	   inflamatorias	   o	   que	   diferentes	  

cepas	   de	   ratón	   tienen	   niveles	   de	   resistencia	   a	   la	   pérdida	   de	   CGR	   variables	  

debido	  a	   su	  distinto	   fondo	  genético.	  Existen	  estudios	  que	  demuestran	  que	   la	  

cepa	  de	  ratón	   influye	  significativamente	  en	  el	  punto	  de	  partida	  de	   la	  pérdida	  

de	  CGR160,	  esto	  también	  podría	  afectar	  a	  la	  aparición	  de	  la	  EAE.	  

	   En	   nuestro	   caso,	   los	   ratones	   B6/C57	   tras	   la	   inoculación	   con	   MOG	  

presentaron	  un	  curso	  crónico	  progresivo	  de	  la	   lesión	  medular,	  tal	  y	  como	  era	  

de	   esperar	   según	   lo	   publicado80.	   Sin	   embargo	   no	   pudimos	   hacer	   un	  

seguimiento	   clínico	   de	   la	   afectación	   visual	   in	   vivo,	   porque	   para	   esto	   se	  

requieren	  técnicas	  más	  específicas	  que	  luego	  comentaremos.	  	  	  

	   En	   los	   estudios	   publicados	   sobre	   los	   distintos	   modelos	   de	   daño	  

axonal	  (isquemia	  transitoria	  de	  la	  retina161,	  la	  elevación	  de	  la	  PIO,	  axotomía	  por	  

corte	   o	   aplastamiento	   del	   NO162)	   la	   interrupción	   de	   los	   axones	   de	   las	   CGR	  

provocaba	   una	   degeneración	   retrógrada	   axonal	   induciendo	   la	   muerte	   de	   la	  

CGR163.	   La	  muerte	   de	   las	   CGR	   era	  mayor	   y	  más	   rápida	   cuanto	  más	   cerca	   del	  
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globo	   ocular	   se	   produce	   el	   daño.	   De	   igual	   manera,	   en	   nuestro	   modelo,	  

observamos	  una	  pérdida	  significativa	  de	  CGR	  en	  ratones	  EAE	  en	  comparación	  

con	   el	   grupo	   control.	   Pese	   a	   ello,	   la	   estructura	   y	   la	   morfología	   de	   la	   retina	  

permanecieron	   intactas	   después	   de	   la	   inmunización	   EAE.	   En	   base	   a	   nuestros	  

resultados	  podríamos	  pensar	  que,	  de	  igual	  manera	  que	  en	  los	  otros	  modelos,	  

el	   daño	   primario	   ocurre	   en	   el	   NO,	   y	   la	   desaferentización	   condiciona	   la	  

degeneración	  y	  muerte	  de	  las	  CGR	  a	  posteriori.	  Otra	  posibilidad	  a	  barajar	  era	  la	  

de	  que	  la	  muerte	  de	  CGR	  se	  debiese	  a	  un	  aumento	  de	  la	  respuesta	  inflamatoria	  

propia	  de	  la	  EAE.	  De	  hecho,	  trabajos	  en	  donde	  existía	  inflamación	  ocular	  grave,	  

el	  número	  de	  CGR	  fue	  significativamente	  menor	  que	  el	  número	  de	  CGR	  en	  ojos	  

con	   inflamación	   leve164.	   En	   el	   modelo	   EAE	   encontramos	   un	   aumento	   de	   las	  

células	   de	   la	   glía	   (glía	   de	  Müller)	   en	   la	   capa	  de	  CGR.	   Estos	   hallazgos	  podrían	  

considerarse	  una	  respuesta	  a	  la	  inflamación	  retiniana165.	  	  

	   Respecto	  a	  la	  lesión	  observada	  en	  el	  NO	  en	  la	  EAE,	  la	  susceptibilidad	  

del	  NO	  al	  ataque	  inflamatorio	  es	  inherente	  a	  la	  debilidad	  de	  la	  barrera	  hemato-‐

encefálica	  de	  los	  vasos	  sanguíneos	  en	  la	  región	  retrobulbar	  del	  NO166,	  esto	  es	  

responsable	  de	  las	  lesiones	  a	  ese	  nivel,	  tanto	  en	  EAE	  y	  EM.	  A	  diferencia	  de	  los	  

axones	  del	  nervio	  óptico	  de	  los	  seres	  humanos	  y	  gatos,	  que	  están	  totalmente	  

mielinizados	   inmediatamente	   detrás	   la	   lámina	   cribosa,	   los	   de	   los	   ratones	   se	  

mielinizan	  progresivamente	  a	  una	  distancia	  de	  120	  a	  250	  µm	  por	  detrás	  de	  la	  
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lámina	  cribosa167.	  En	  el	  análisis	  cuantitativo	  realizado,	  observamos	  un	  aumento	  

en	  la	  densidad	  de	  infiltración	  de	  células	  de	  forma	  significativa	  en	  el	  NO	  durante	  

la	   progresión	   aguda	   de	   la	   EAE.	   Se	   confirmó,	   como	   se	   había	   observado	   en	  	  

estudios	   previos168	   que	   la	   severa	   infiltración	   celular	   se	   concentraba	   en	   la	  

región	   mielinizada	   del	   NO.	   Por	   el	   contrario,	   se	   detectó	   un	   bajo	   nivel	   de	  

respuesta	   inflamatoria	   en	   las	   regiones	   amielínicas.	   Además,	   en	   las	   tinciones	  

histológicas	  se	  pudieron	  observar	  células	  inflamatorias	  de	  la	  sangre	  (linfocitos	  

y	   macrófagos)	   de	   forma	   homogénea,	   a	   excepción	   de	   pequeñas	  

concentraciones	   perivasculares.	   Estos	   infiltrados	   ya	   se	   habían	   descrito	   en	   la	  

EAE169.	  

	   El	  resultado	  del	  proceso	  inflamatorio	  sobre	  los	  axones	  mielínicos	  del	  

NO	  fue	  la	  afectación	  de	  la	  mielina	  en	  el	  grupo	  afectado	  por	  EAE.	  Este	  aspecto	  

ha	  sido	  estudiado,	  aunque	  existen	  pocos	  trabajos	  al	  respecto,	  y	  en	  ellos	  se	  ha	  

detectado	   una	   desmielinización	   diseminada	   con	   múltiples	   focos	   de	  

degradación170.	  	  

	   La	  activación	  de	  la	  macroglía,	  juega	  pues	  un	  papel	  muy	  relevante	  en	  

el	  daño	  axonal	  del	  NO	  y	  la	  apoptosis	  de	  la	  CGR.	  Esto	  también	  se	  ha	  descrito	  en	  

otras	  enfermedades	  de	  la	  retina,	  como	  la	  degeneración	  macular	  asociada	  a	  la	  

edad,	  la	  retinopatía	  diabética171	  o	  el	  glaucoma	  crónico	  de	  ángulo	  abierto.	  La	  vía	  

común	   en	   aquellas	   enfermedades	   parece	   ser	   la	   expresión	   de	   moléculas	  
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neurotóxicas	   como	   interleucinas	   por	   astrocitos	   y	   células	   de	   Müller,	   que	  

conducen	  mayor	  activación	  de	  la	  cascada	  inflamatoria172.	  También	  se	  observó	  

un	   aumento	   de	   células	   de	  microglía,	   en	   relación	   con	   el	   evento	   inflamatorio	  

inmunitario.	   La	   activación	   y	  migración	  de	   la	  microglía	   a	   la	   zona	   lesionada	  ha	  

sido	   descrita	   en	   lesiones	   neuronales,	   isquémicas,	   metabólicas	   así	   como	  

retinopatías	  hereditarias173.	  En	  el	  microambiente	  inflamatorio	  donde	  ocurre	  la	  

lesión	  neuronal,	  la	  microglía	  se	  activa	  y	  libera	  sustancias	  proinflamatorias	  tales	  

como	   el	   TNF-‐α	   y	   las	   interleucinas.	   Esta	   inflamación	   activa,	   produciría	   una	  

disrupción	   de	   la	   barrera	   hematoencefálica174,	   que	   podía	   afectar	   al	  NO	  o	   a	   la	  

retina	   como	   demuestran	   las	   uveítis	   autoinmunes175.	   En	   la	   degeneración	  

macular	  asociada	  a	   la	  edad,	   los	  macrófagos	  están	  presentes	  durante	  las	  fases	  

tempranas	  de	  la	  enfermedad	  y	  se	  pueden	  asociar	  directamente	  con	  la	  pérdida	  

de	  CGR	  debido	  a	  la	  fagocitosis	  de	  los	  depósitos	  de	  células176.	  	  

	  

5.2.	  Propiedades	  neuroprotectoras	  y	  neurorregeneración	  tras	  administración	  

endovenosa	  de	  MSC-‐NogoRDN	  

Nuestros	   resultados	  mostraron	  una	  mejoría	   en	   los	   parámetros	   analizados	   en	  

NO	   y	   retina	   tras	   la	   administración	   de	   MSCs	   transfectadas.	   En	   el	   caso	   de	   la	  

retina,	   disminuyó	   la	   pérdida	  de	  CGR	   (aunque	   fue	  más	  una	   tendencia	  que	  no	  

alcanzó	  significación	  estadística)	  y	  en	  el	  NO	  evitaba	  la	  pérdida	  de	  mielina	  en	  un	  
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34%	   y	   reducía	   el	   grado	   de	   inflamación	   (en	   forma	   de	   gliosis	   y	   celularidad	  

inflamatoria).	   Las	   hMSC	   representan	   una	   población	   de	   células	   madre	  

“multipotente”	   que	   cuando	   se	   administran	   por	   vía	   endovenosa	   poseen	   la	  

capacidad	   de	   migrar	   e	   injertar	   en	   lugares	   donde	   existe	   un	   daño	   tisular	   e	  

inflamación119.	   Estas	   hMSCs	   inoculadas	   en	   el	   grupo	   experimental	   y	   tras	   el	  

procesado	   de	   la	   muestra,	   debían	   ser	   detectadas	   por	   la	   presencia	   de	  

fluorescencia	   verde.	   Encontramos,	   aunque	   pocas,	   hMSCs	   GFP+	   injertadas	   en	  

las	  zonas	  inflamadas	  del	  NO,	  lo	  que	  confirmaba	  los	  trabajos	  que	  hablan	  de	  un	  

tropismo	  de	  estas	  células	  al	  microambiente	  inflamatorio.	  

	   La	  escasa	  detección	  de	  células	  GFP+,	  pese	  a	  que	  se	  obtuvo	  mejoría	  

histológica,	  podía	  deberse	  a	  varias	  causas,	  entre	  ellas:	  una	  tasa	  de	  injerto	  muy	  

baja	  en	  el	  SNC	  por	  secuestro	  en	  otros	  órganos,	  o	  la	  muerte	  de	  la	  MSC	  aunque	  

haya	   injertado	  con	  éxito.	  En	  cuanto	  a	   la	  tasa	  de	   injerto	  baja,	  existen	  estudios	  

que	   sugieren	   que	   el	   efecto	   primer	   paso	   hepático	   y/o	   pulmonar	   son	   los	  

obstáculos	  más	   importante	   para	   el	   injerto	   de	   las	  MSC	   administradas	   por	   vía	  

intravenosa.	   Tanto	   el	   tamaño	   celular,	   la	   cantidad	   de	   receptores	   de	   adhesión	  

y/o	  tipo	  de	  célula	  madre	  parecen	  ser	  variables	  cruciales	  para	  el	  paso	  pulmonar	  

de	  las	  células	  madre177,178,179.	  Según	  los	  estudios	  realizados	  a	  este	  respecto,	  las	  

hMSCs	   administradas	   por	   vena	   de	   la	   cola	   en	   los	   ratones	   se	   acumulan	  

inicialmente,	   en	   los	   pulmones,	   y	   poco	   a	   poco	   pasan	   a	   hígado,	   bazo,	   riñón	   y	  
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médula	   ósea	   en	   las	   primeras	   48h177,178.	   Rochefort	   et	   al.	   encontraron	   una	  

acumulación	  pulmonar	  50-‐60%	  de	  MSCs	  una	  hora	  después	  de	  la	  inyección	  con	  

la	  subsiguiente	  disminución	  a	  alrededor	  de	  30%	  3h	  después	  de	  la	  inyección180.	  

En	   los	   seres	   humanos,	   inyectaron	   MSC	   por	   vía	   intravenosa	   y	   también	  

mostraron	  una	  captación	  pulmonar	  alta	  en	  30	  min179.	  

	   En	   cuanto	   a	   la	   muerte	   de	   las	   MSCs,	   numerosos	   estudios	   han	  

demostrado	  la	  baja	  inmunogenicidad	  de	  las	  células	  madre	  mesenquimales,	  que	  

al	  no	  expresar	  MHC-‐II	  evitan	  el	  reconocimiento	  por	  las	  células	  dendríticas	  y	  los	  

linfocitos	  T.	  Sin	  embargo,	  pese	  a	  que	  se	   las	  ha	  considerado	  como	  células	  que	  

no	   producen	   rechazo,	   cuando	   las	   células	   son	   expuestas	   a	   un	   medio	  

inflamatorio	   caracterizado	   por	   la	   presencia	   de	   niveles	   elevados	   de	  	  	  	  	  

interferón-‐ɣ181	   comienzan	   a	   expresar	   el	   HLA-‐DR	   (MHC-‐II),	   y	   por	   tanto,	   a	   ser	  

inmunógenas	  y	  susceptibles	  de	  rechazo.	  

	   Sea	   cual	   fuere	   la	   causa	   de	   la	   llegada	   de	   un	   número	   pequeño	   de	  

células	   al	   sistema	   visual,	   hemos	   encontrado	   unos	   efectos	   neuroprotectores	  

tras	   su	  administración.	   Este	  efecto,	  denominado	  “by-‐stander”,	   se	  ha	  descrito	  

en	  estudios	   en	   infarto	  de	  miocardio	   tras	   infusión	  de	  MSC,	  donde	   se	  observó	  

mejoría	   clínica	   y	   funcional,	   pero	   no	   se	   pudieron	   identificar	   células	   injertadas	  

ejerciendo	   de	   miocardiocitos182.Las	   MSCs	   se	   caracterizan	   por	   una	   capacidad	  

elevada	   de	   comunicación	   paracrina	   basada	   en	   la	   liberación	   de	   vesículas	   de	  
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pequeño	  tamaño	  o	  exosomas183.	  A	   los	  exosomas	  se	  ha	  atribuido	  el	  efecto	  de	  

MSC	   a	   distancia.	   La	   disminución	   de	   la	   respuesta	   inflamatoria	   que	   hemos	  

observado	   en	   nuestro	   estudio,	   podría	   deberse	   a	   la	   liberación	   de	   exosomas	  

conteniendo	  el	  transgen	  NogoRDN,	  además	  de	  ejercer	  la	  función	  neurotrófica	  e	  

inmunomoduladora	  atribuida	  a	  las	  MSCs.	  Sin	  embargo,	  los	  mecanismos	  aún	  no	  

se	   entienden	   completamente.	   Nuestra	   hipótesis	   es	   que	   la	   administración	  

simultánea	  de	  un	  millón	  de	  células	  durante	  la	  inmunización,	  podría	  “desviar”	  la	  

respuesta	  de	  células	  T	  necesaria	  para	  la	  generación	  de	  Ac	  anti-‐MOG.	  	  

Tras	   la	  administración	  de	  MSCs,	  se	  observó	  además	  una	  mejoría	  en	  

el	   G-‐ratio	   o	   grado	   de	   mielinización	   axonal	   del	   NO.	   La	   disminución	   de	   la	  

respuesta	   inflamatoria	   atribuida	   a	   las	   MSCs,	   previene	   el	   daño	   sobre	   los	  

oligodendrocitos	   maduros	   que	   son	   la	   principal	   fuente	   de	   mielina.	   	   Y	  

probablemente	   esa	   sea	   la	   causa	   de	   la	   mejoría	   histológica.	   Sin	   embargo,	   no	  

podemos	   descartar	   que	   exista	   cierto	   grado	   de	   regeneración	   mielínica	   o	  

remielinización,	  debida	  a	   la	  migración	  hacia	   la	  zona	   lesionada	  de	  precursores	  

de	  oligodendrocitos	   (OPCs),	  células	  que	  expresan	  NG2.	  A	  este	  respecto,	  en	   la	  

inmunohistoquímica	   realizada	   para	   detectar	   células	   NG2+,	   no	   encontramos	  

diferencias	  entre	  grupos.	  	  
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5.3.	  Papel	  de	  Nogo	  en	  la	  inhibición	  de	  la	  regeneración	  axonal.	  

Como	  comentábamos,	  en	  nuestro	  trabajo	  la	  inyección	  de	  MSC-‐NogoRDN	  sí	  que	  

evidenció	   un	   efecto	   neuroprotector,	   pero	   no	   se	   consiguió	   el	   objetivo	   que	  

pretendía	   revertir	   el	   daño	   axonal.	   Es	   decir,	   una	   vez	   el	   animal	   alcanzaba	   una	  

puntuación	   en	   la	   escala	   de	   discapacidad,	   nunca	   se	   redujo	   el	   grado	   de	   lesión	  

neuronal,	  al	  menos	  en	   la	  afectación	  medular	  motora,	  que	  era	  el	  único	   factor	  

que	   pudimos	   analizar.	   De	   hecho	   los	   animales	   fueron	   deteriorándose	  

progresivamente	   hasta	   cumplir	   criterios	   de	   punto	   final	   y	   ser	   sacrificados,	   sin	  

excepción.	  	  	  

	   La	  utilización	  del	  dominante	  negativo	  del	  receptor	  de	  Nogo	  se	  basó	  

en	   trabajos	   recientes,	   el	   estudio	   de	   la	   expresión	   de	   la	   proteína	  Nogo-‐A	   y	   su	  

receptor	  NgR	  en	  muestras	  anatomopatológicas	  de	  lesiones	  desmielinizantes	  de	  

EM	   demostró	   que	   la	   expresión	   de	   ambos	   estaba	   aumentada:	   Nogo-‐A	   en	   los	  

oligodendrocitos	  supervivientes	  y	  su	  receptor	  en	  los	  astrocitos	  y	  la	  microglía184.	  

Además,	  en	  pacientes	  con	  EM	  se	  han	  detectado	  anticuerpos	  anti-‐Nogo-‐A	  IgM	  

en	   plasma,	   así	   como	   la	   síntesis	   intratecal	   de	   anticuerpos	   IgG	   contra	  Nogo-‐A.	  

Estos	  últimos	  fueron	  hallados	  más	  frecuentemente	  en	  pacientes	   jóvenes	  y	  en	  

pacientes	  con	  formas	  de	  EM-‐RR69.	  Se	  han	  descrito	  modos	  de	  bloqueo	  de	  Nogo	  

en	  la	  literatura	  que	  se	  han	  mostrado	  efectivos	  en	  la	  EAE.	  La	  inducción	  activa	  de	  

anticuerpos	   contra	  Nogo	  A,	   así	   como	   la	   inmunización	  pasiva	   con	  anticuerpos	  
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neutralizantes	   IgG	   anti	   Nogo-‐A	   mejoraron	   en	   forma	   marcada	   la	   evolución	  

clínica	  de	  la	  enfermedad	  y	  los	  hallazgos	  histológicos	  de	  las	  lesiones.	  Además,	  se	  

evidenció	   una	   disminución	   significativa	   en	   la	   producción	   de	   IFN-‐ɣ	   y	   un	  

aumento	  de	   citocinas	   anti-‐inflamatorias	   como	  TGF-‐ß	  e	   IL-‐10,	   lo	  que	   indica	  el	  

cambio	   de	   una	   respuesta	   patogénica	   Th1	   a	   una	   protectora	   Th296,97.	   Sin	  

embargo,	   en	   estos	   estudios	   no	   se	   describe	   una	   regeneración	   axonal.	   En	  

nuestro	   caso,	   el	   dominante	   negativo	   ejercía	   una	   acción	   como	   antagonista	  

competitivo,	   ya	   que	   Nogo-‐A	   al	   unirse	   a	   este	   receptor,	   no	   poseía	   acción	  

catalítica.	  

	   	  Si	   se	   esperaba	   una	   recuperación	   neurológica	   mediante	   el	   efecto	  

sobre	   la	   regeneración	   axonal,	   ésta	   no	   se	   obtuvo.	   Las	   posibles	   causas	   que	  

barajamos	   serían:	   a)	   la	   no	   expresión	   en	   membrana	   de	   las	   células	   (hecho	  

descartado,	  ya	  que	  previamente	  se	  había	  comprobado	  en	  el	  laboratorio	  que	  sí	  

que	  se	  expresaba	  en	  membrana),	  b)	  que	  se	  inhibiera	  la	  expresión	  del	  episoma	  

(plásmido	   de	   ADN	   de	   acción	   en	   citosol)	   al	   introducirse	   en	   el	   organismo	   por	  

degradación	  por	  ADNasas	  del	  citoplasma,	  o	  porque	  al	  morir	   la	  célula	  MSC,	  el	  

episoma	  se	  había	  liberado	  al	  espacio	  extracelular	  y	  eliminado.	  	  

	   Si,	   relacionándolo	  con	  estudios	  previos,	   lo	  que	  se	  esperaba	  era	  una	  

menor	   afectación,	   en	   ese	   caso,	   los	   beneficios	   atribuibles	   a	   las	  MSCs	   podrían	  

ser	  debidos	  a	  la	  acción	  del	  plásmido	  en	  el	  microambiente.	  Esto	  podría	  justificar	  
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que	   no	   hubiera	   células,	   pero	   sí	   que	   hubiera	   plásmido	   (vehiculizado	   por	  

exosomas,	   por	   ejemplo).	   Para	   confirmar	   este	   hecho,	   está	   en	   proceso	   la	  

expresión	  de	  NogoRDN	  en	  el	  microambiente	  inflamatorio.	  	  

	   Por	  último,	  es	  posible	  que	  los	  axones	  se	  regeneren,	  pero	  las	  CGR	  no	  

se	   pueden	   recuperar.	   Sobre	   aquellas	   en	   estadio	   intermedio,	   es	   decir,	   que	  

hayan	   sufrido	   lesión	   axonal	   pero	   aún	   no	   se	   han	   perdido.	   A	   este	   respecto,	   la	  

pérdida	  de	  CGR	  tras	  axotomía	  se	  ha	  intentado	  revertir	  mediante	  el	  empleo	  de	  

factores	  neurotróficos,	  o	  utilizando	  ratones	  transgénicos	  con	  la	  sobreexpresión	  

de	  genes	  antiapoptóticos,	  pero	   los	  resultados	  respecto	  a	   la	  supervivencia	  y/o	  

la	   regeneración	   de	   las	   CGR	   han	   sido	   poco	   esperanzadores185.	   El	   por	   qué	   no	  

regeneran	   estas	   CGR	   es	   una	   cuestión	   a	   resolver,	   aunque	   el	   hecho	   de	   que	  

existan	  distintos	  subtipos	  de	  CGR186,	  podrían	  suponer	  que	  cada	  subtipo	  tuviera	  

una	   susceptibilidad	   variable	   ante	   el	  mismo	   tipo	   de	   daño	   o	   de	   terapia.	   En	   el	  

futuro	  sería	  muy	  interesante	  identificar	  marcadores	  moleculares	  específicos	  de	  

las	  subpoblaciones	  de	  CGR	  para	  confirmar	  o	  no	  esta	  hipótesis.	  

	   Por	   último,	   aunque	   antes	   de	   concluir	   esta	   discusión,	   nos	   gustaría	  

comentar	   brevemente	   las	   limitaciones	   de	   este	   estudio,	   que,	   aunque	  

prometedor,	  se	  trata	  de	  un	  estudio	  piloto.	  Uno	  de	  los	  problemas	  a	  los	  que	  nos	  

hemos	  enfrentado	  en	  este	  proyecto	  ha	  sido	  la	  imposibilidad	  del	  seguimiento	  in	  

vivo	  de	  la	  patología	  ocular.	  Por	  eso	  consideramos	  de	  interés,	  discutir	  el	  estado-‐
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de-‐arte	   de	   esta	   cuestión.	   En	   los	   últimos	   años,	   la	   tomografía	   de	   coherencia	  

óptica	   (OCT)	   se	   ha	   convertido	   en	   un	  método	   común	   para	   la	   observación	   no	  

invasiva	  y	  para	  investigar	  la	  morfología	  de	  la	  retina	  en	  roedores187,188.	  Aunque	  

las	  principales	  capas	  de	  la	  retina	  pueden	  ser	  identificadas	  utilizando	  el	  OCT,	  es	  

un	  proceso	  complejo,	  ya	  que	  en	  roedores,	   la	  retina	  es	  muy	  fina,	  y	  sobre	  todo	  

porque	  todos	  los	  sistemas	  disponibles	  actualmente	  han	  sido	  diseñados	  para	  los	  

ojos	   humanos.	   Sería	   de	   gran	   utilidad	   en	   los	   estudios	   de	   modelos	  

experimentales	  de	  lesión	  visual,	  poseer	  de	  esta	  tecnología	  adecuada	  al	  ratón,	  

ya	  que	  es	  fácil	  de	  realizar,	  rápida	  e	   incruenta.	  Permitiendo	  obtener	   imágenes	  

de	   la	   retina	   que	   aun	   siendo	   virtuales	   recrean	   con	   bastante	   fidelidad	   la	  

morfología	   tisular,	   como	   si	   de	   un	   corte	   histológico	   se	   tratara,	   in	   situ	   y	   en	  

tiempo	  real,	  nos	  permitiría,	  además	  de	   identificar	  alteraciones	  patológicas	  de	  

dicha	   morfología,	   hacer	   mediciones	   de	   gran	   fiabilidad	   y	   reproducibilidad,	   y	  

analizar	   de	   forma	   temprana	   y	   continuada	   la	   respuesta	   a	   los	   distintos	  

tratamientos	  ensayados.	  	  

	   Otro	   inconveniente	   del	   estudio	   fue	   el	   tamaño	   muestral,	   aunque	  

pudimos	   utilizar	   controles	   y	   EAE	   históricos	   que	   habíamos	   utilizado	   en	   la	  

optimización	   de	   la	   técnica	   que	   posteriormente	   llevamos	   a	   cabo	   durante	   el	  

trabajo.	   Si	   bien	   es	   verdad,	   que	   existían	   cambios	   histológicos	   claros,	   en	   el	  

modelo	  generado	  pero	  también	  tras	  tratamiento	  que	  alcanzaron	  significación	  
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estadística.	  Sería	  interesante	  en	  un	  futuro	  ampliar	  este	  estudio	  mejorando	  las	  

limitaciones	  encontradas.	  

	   Finalmente,	   después	   de	   todo	   lo	   expuesto,	   podemos	   concluir	   que	  

hemos	   caracterizado	   el	   microambiente	   inflamatorio	   tras	   inmunización	   con	  

MOG	   en	   un	   modelo	   experimental	   de	   EM,	   y	   hemos	   encontrado	   un	   efecto	  

neuroprotector	   que	   probablemente	   se	   deba	   a	   la	   infusión	   de	  MSC	   sin	   poder	  

encontrar	  un	  efecto	  regenerador	  debido	  al	  bloqueo	  de	  Nogo.	  Hemos	  seguido	  

la	   enfermedad	   con	   escalas	   de	   discapacidad	   motora,	   pero	   sería	   en	   el	   futuro	  

ideal	   poseer	   una	   técnica	   de	   visualización	   in	   vivo	   y	   seguimiento	   del	   modelo.	  

Ampliando	   tamaño	   muestral	   podríamos	   analizar	   otros	   efectos	   no	  

determinados	  en	  este	  trabajo.	  	  
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6.-‐CONCLUSIONES	  

	  

En	  base	  a	  los	  resultados	  obtenidos	  en	  los	  experimentos	  descritos	  en	  esta	  Tesis	  

Doctoral	  concluimos:	  

En	  el	  modelo	  EAE	  generado	  en	  ratón	  B6/C57,	  mediante	  MOG:	  

	   1.-‐Hemos	   estudiado	   el	   microambiente	   inflamatorio,	   que	   habíamos	  

generado,	   el	   cual	   presenta	   una	   alteración	   significativa	   de	   la	   capa	   de	   CGR	  

morfológica	   y	   cuantitativa;	   y	  el	  NO	   se	   vio	  afectado	   con	  una	  gliosis	   reactiva	   y	  

aumento	  del	  daño	  axonal.	  

	   2.-‐Hemos	   encontrado	   un	   efecto	   neuroprotector	   tras	   la	   administración	  

de	   MSCs	   transfectadas	   con	   NogoRDN,	   apreciándose	   menor	   pérdida	   de	   CGR,	  

disminución	  de	  la	  pérdida	  de	  mielina	  y	  menor	  grado	  de	  inflamación	  en	  el	  NO.	  

	   3.-‐No	   hemos	   encontrado	   un	   efecto	   regenerador	   debido	   al	   bloqueo	   de	  

Nogo,	  no	  se	  consiguió	  revertir	  el	  daño	  axonal.	  

	   4.-‐Hemos	   confirmado	   el	   tropismo	   de	   las	   hMSC	   al	   tejido	   inflamado	   del	  

NO,	  después	  de	  su	  inoculación	  endovenosa.	  
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