I WAL AUTONG]
Ot % Herigp

=09 A
i

Universidad Nacional Autonoma de México
Doctorado en Ciencias Biomédicas
Instituto de Investigaciones Biomédicas

CORTICOESTEROIDES INTRANASALES COMO TRATAMIENTO DE RECAIDAS DE
ESCLEROSIS MULTIPLE

Tesis

Que para optar por el grado de
Doctora en Ciencias

Presenta:
Dunia Rassy Kuri

Directora de Tesis
Dra. Edda Sciutto Conde
Instituto de Investigaciones Biomédicas

Comité Tutor
Dra. Agnes Odile Marie Fleury
Facultad de Medicina

Dra. Gohar Gevorgyan
Instituto de Investigaciones Biomédicas

Ciudad de México, junio de 2021



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



La realizacion de este proyecto de tesis fue posible gracias al apoyo de:

Posgrado en Ciencias Biomédicas de la UNAM, de manera particular a Azucena Ayala, Ivonne
Torres y Marisol Villafafiez.

CONACyT por el apoyo recibido mediante el proyecto SALUD-2013-01-201448 y por la beca
CONACYyT nacional, nimero de becario 594491.

Fundacion Miguel Aleman por el Estimulo a Investigaciones Médicas “Miguel Aleman Valdés”
recibido en 2017.

UNAM por los fondos recibidos a través de DGAPA, proyecto IN211917 y por medio del
“Programa de Investigacion para el Desarrollo y la Optimizacion de Vacunas,
Inmunomoduladores y Métodos Diagndsticos” (PROVACADI) del Instituto de Investigaciones
Biomédicas.

Instituto Nacional de Neurologia y Neurocirugia Manuel Velasco Suarez, Secretaria de Salud, en
especial a la Dra. Yamel Rito, la Dra. Teresita Corona Vazquez, y el Dr. José de Jesus Flores
Rivera.

Dr. Miguel Tapia (Unidad de Microscopia), Dra. Tzipe Govezensky (Apoyo Estadistico) y Pedro
Medina del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM



Como familiar de un paciente con una enfermedad cronica, siempre nos estamos preguntando si ese ser
querido esta recibiendo la mejor atencion posible de entre aquello que existe en la faz de este planeta.
:Se habria podido hacer algo diferente? Sin querer, y un poco queriendo, terminé realizando un proyecto
de esclerosis multiple, justamente esclerosis multiple remitente recurrente. Ese proceso de investigacion,
en libros, en platicas con médicos, escuchando de otros pacientes, fue también un proceso de catarsis
emocional. Hoy estoy segura y tranquila de que mi mama recibié el mejor tratamiento disponible mientras
vivio. También quiero que otros familiares de pacientes con esclerosis multiple sientan lo mismo que yo
independientemente de su situacion econdémica y de su origen. Por eso me ilusionaria que un poco de los
conocimientos adquiridos de este proyecto puedan impactar en la calidad de vida de los pacientes.
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1. Resumen

La esclerosis multiple remitente recurrente (EMRR) es una enfermedad cronica
autoinmune y degenerativa del sistema nervioso central (SNC) que se caracteriza por
episodios agudos de neuroinflamacién conocidos como recaidas. Aunque en afios
recientes se han desarrollado tratamientos que buscan reducir su frecuencia, estas siguen
siendo una realidad de los pacientes y su adecuado manejo determina la evolucién. El
tratamiento estandar para las recaidas consiste en altas dosis (1-2 g) de metilprednisolona
(MP) intravenosa (IV) por 3 a 5 dias que requiere atencién hospitalaria, es invasiva y
conlleva multiples efectos adversos por la gran exposicion sistémica necesaria para
alcanzar concentraciones minimas efectivas en el SNC. Muchas de estas desventajas se
podrian evitar a través de la administracion intranasal (IN). Al ser una ruta mas directa
hacia el SNC, dosis menores pueden ser igualmente efectivas sin presentar efectos
adversos.

Tomando en cuenta lo anterior este trabajo explora la eficacia de la administracion IN de
MP para reducir la neuroinflamacion en un modelo murino de encefalomielitis
autoinmune experimental (EAE), el modelo mas empleado de EMRR.

El tratamiento IN logroé suprimir el pico de actividad de la EAE al igual que la
administracion IV. A nivel histologico se observd una reduccion en el niUmero de focos de
inflamacién y menores evidencias de desmielinizacion que en el grupo que no recibio
tratamiento. Por medio de inmunofluorescencia, se corroboré la menor infiltracion de
linfocitos hacia la médula espinal y una reduccion en la expresién de Ibal en
macrofagos/microglia y de GFAP en los grupos que recibieron MP. La morfologia de las
células gliales en los grupos tratados sugiere una respuesta antiinflamatoria sustentada
en menores niveles de citocinas pro-inflamatorias (IL-1 B, IL-6, IL-17, IFN-y, and TNF-a).
Al comparar la distribucidén y concentraciones alcanzadas en el SNC, se encontré que
empleando la via IN a las 24 horas posteriores a la administracion, la concentracion de
MP era 9 veces superior. Dosis menores de 100 mg/kg y 25 mg/kg fueron capaces de
reducir los grados de EAE. Los resultados de este trabajo apuntan ademas a que la
administracion intranasal no inflige dafos en la cavidad nasal.

En conjunto, los resultados indican que la administracion IN de MP es por lo menos igual
de efectiva que la administracion 1V para el control de la neuroinflamacién en la EAE.



Summary

Relapsing Remitting Multiple Sclerosis (RRMS) is a chronical, autoimmune and
degenerative disease affecting the central nervous system (CNS). It is characterized by
acute episodes of neuroinflammation known as relapses. Despite the existence of disease-
modifying therapies seeking to reduce relapse frequency, these are still a reality for RRMS
patients. Adequate relapse management determines patient evolution. The
recommended treatment for these acute neuroinflammation episodes consists of high
doses (1-2 g) of intravenous (IV) methylprednisolone (MP) for 3-5 days. Nevertheless, this
administration route is invasive and involves systemic exposure with multiple unwanted
side effects. Many of the undesirable characteristics of IV administration can be addressed
through intranasal (IN) drug administration. As a more direct route into the CNS, higher
concentrations can be reached with less side effects. The purpose of this study was to
assess the feasibility of IN MP to control neuroinflammation in EAE model, the most
frequently used experimental model of RRMS.

Intranasal MP administration suppressed the activity peak normally observed in EAE as
effectively as IV MP. Histopathological analysis revealed that both, IN and IV-treated
groups had reduced immune cell infiltration and demyelination in the CNS compared to
controls. The treatments also reduced expression of Ibal on macrophages/microglia and
GFAP on astrocytes. Their morphology suggests an ongoing anti-inflammatory response
backed by the reduction of pro-inflammatory cytokine levels (IL-1 B, IL-6, IL-17, IFN-y, and
TNF-a).

HPLC and immunofluorescence revealed a higher presence and concentration of MP in
the CNS after IN administration. MP levels were up to 9 times higher when administered
through this route. When smaller doses (25 mg/kg and 100 mg7kg) were given to mice
with EAE, these were also able to contain the severity associated to the model. A
preliminary side effect evaluation revealed no damage in the nasal cavity after intranasal
administration.

Altogether, this study demonstrates that IN delivery of MP is as efficient as the IV route
to treat neuroinflammation in EAE.



2. Introduccion

Esta seccion tiene la intencidn de presentar los conocimientos previos a partir de los
cuales se partio para plantear y desarrollar este trabajo.La primera parte se enfoca en
ofrecer una perspectiva general sobre la esclerosis multiple. Se describen primero sus
manifestaciones clinicas y factores de riesgo. A continuacion, se introducen los diferentes
tipos de esta enfermedad y se hace énfasis en la esclerosis multiple remitente recurrente,
la mas frecuente de ellas, y sobre la cual este proyecto busca incidir. Para esta forma, se
describe lo que sucede a nivel inmunolégico y se relaciona con lo que sucede en el
modelo experimental mas comun de este tipo de esclerosis multiple.

La segunda parte incluye los tratamientos disponibles para lidiar con la inflamacion en el
largo plazo, pero también cuando ocurren recaidas. Debido al riesgo que conllevan estas
Ultimas de dejar secuelas, es necesario intervenir. Hasta la fecha la metilprednisolona
intravenosa es el tratamiento estandar para el tratamiento de recaidas a pesar de estar
asociado a multiples efectos adversos. Todo esto, ademas del mecanismo de accion de la
metilprednisolona, se especifica en esta parte.

La tercera parte trata sobre el uso de la via intranasal para llegar al SNC. Aqui se incluyen
las ventajas, desventajas, caracteristicas de las moléculas que se desean administrar por
esta ruta. Se describen también las hipétesis sobre cémo se transportan las moléculas de
la cavidad nasal al cerebro y médula. Esta seccion resume ademas los antecedentes
publicados mas relevantes para la realizacion de este trabajo; aquellos que emplean la
administracion intranasal para el control de la neuroinflamacion en modelos
experimentales de la esclerosis multiple, asi como en la enfermedad misma. Finalmente,
se vislumbran algunos efectos que la administracién intranasal de metilprednisolona
pudiera tener en pacientes.

2.1. Esclerosis miltiple
2.1.1.  Manifestaciones clinicas y epidemiologia

La esclerosis multiple (EM) es una enfermedad cronica, inflamatoria y degenerativa del
sistema nervioso central (SNC) en la que una respuesta autoinmune genera lesiones
desmielinizantes. La EM se manifiesta y evoluciona de formas heterogéneas en la que los
signos clinicos correlacionan con el sitio, tamafio y diseminacion de las lesiones
desmielinizantes en el SNC (Filippi et al., 2018). Las lesiones pueden estar tanto en la
sustancia gris como en la blanca. Frecuentemente se detectan en la region periventricular,
el nervio éptico, el tallo cerebral, el cerebelo y la médula espinal (Kutzelnigg & Lassmann,



2014). Las lesiones aparecen como zonas ovoides de mayor intensidad en imagenes de
resonancia magnética (Wilson & Islam, 2019).

En etapas tempranas de la EM, estas lesiones dan lugar a episodios agudos de déficits
neuroldgicos temporales e inflamacion que se manifiestan con sintomas sensoriales
(parestesia, signo de Lhermitte), motores (hiperreflexia, debilidad muscular, espasticidad),
y/o cognitivos (fatiga, depresion, demencia). Conforme la EM avanza, los déficits
neuroldgicos se convierten en daflos permanentes por el deterioro de axones (Dendrou
et al, 2015). La acumulacion de lesiones, aunada al dafio axonal, conduce a que los
pacientes experimenten una pérdida gradual de sus funciones motoras y, por ende, una
discapacidad progresiva (Reynolds et al., 2011).

En el mundo, segun el censo mas reciente, existen 2.3 millones de personas con EM,
siendo mas comun en mujeres con una proporcion de tres mujeres por cada hombre
diagnosticado (Filippi et al., 2018). La mayor incidencia en mujeres se ha intentado explicar
como causa de factores hormonales y genéticos (Golden et al., 2019; Ysrraelit & Correale,
2019), pero también como una interaccién de estos con factores ambientales como la
ocupacion, la composicion de la microbiota, uso de tintes o barniz de ufias y uso de
anticonceptivos (Ceribelli et al., 2019; Filippi et al., 2018). En México, no se han hecho
estudios epidemioldgicos a nivel nacional, pero de acuerdo a los pocos estudios de
prevalencia local, se ha estimado que la tasa es de 7-8 casos por cada 100 mil habitantes
(Negrotto & Correale, 2018). Esto daria alrededor de 10 mil pacientes en el pais, aunque
otras fuentes aseguran que pudiera ser el doble (Rivera & Macias, 2017). La edad
promedio en que se desencadena la esclerosis multiple es de 30 afos, por lo que
representa la causa mas importante de discapacidad neurolégica no traumatica en
adultos jovenes a nivel mundial (Dobson & Giovannoni, 2019). Asimismo, la EM
representa un gran impacto econémico. En México, donde alrededor del 60% de los
pacientes no cuenta con seguridad social, los tratamientos implican un gasto minimo de
240 mil pesos al aflo (Segunda Comision de Trabajo de la Comision Permanente del
Honorable Congreso de la Unién, 2015).

2.1.2. Factores de riesgo

La EM se describid por primera vez a finales del siglo XIX por el neurdlogo francés Jean-
Martin Charcot. Han pasado décadas completas, pero hasta hoy, no se conoce la etiologia
de esta enfermedad ni se puede prevenir su aparicion. Con los conocimientos
acumulados, se puede aseverar que la EM se considera una enfermedad multifactorial en
la que interactian factores genéticos y ambientales.



La EM no es una enfermedad hereditaria, pero si existe cierta predisposicion genética. Se
sabe por estudios epidemiologicos en gemelos monocigoticos, que los genes Unicamente
pueden hacer a un individuo alrededor de un 35% mas susceptible de desarrollar esta
enfermedad (Cree, 2014). La predisposicion proviene de polimorfismos o variantes en
genes que codifican proteinas clave de la respuesta inmune. Por medio de estudios de
asociacion de genoma completo, se han encontrado polimorfismos asociados a la
esclerosis multiple en mas de 200 regiones genéticas (Baranzini & Oksenberg, 2017). De
estos, el polimorfismo que mayor evidencia y asociacién tiene con el riesgo de desarrollar
EM es el alelo HLA-DRB1*15:01 del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) (Filippi
et al., 2018). Este alelo esta especialmente presente en poblacion europea, en la cual existe
una mayor prevalencia de la enfermedad (Hollenbach & Oksenberg, 2015). También se
han identificado variantes en los genes que codifican los receptores de las citocinas IL-2
e IL-7, y en el gen TNFRFIA que conlleva a la produccién de una forma soluble del
receptor de TNF-a (Didonna & Oksenberg, 2017). Otras variantes reportadas en pacientes
son en genes asociados a la produccion de citocinas, como IL-7 e IL-12, de moléculas co-
estimulatorias para la presentacion de antigenos como CD37, CD40 y CD80; y en
componentes de vias de sefalizacién como polimorfismos en la tirosina cinasa 2 y MAP
cinasa 1 (Cotsapas et al., 2018; Cree, 2014). Ademas de genes involucrados en el sistema
inmune, se han encontrado polimorfismos en genes que codifican enzimas dentro de la
sintesis de vitamina D, cuyos niveles reducidos constituyen otro factor de riesgo para
padecer EM (M. Lu et al., 2018).

Otro grupo de factores genéticos, el cual ha cobrado en afios recientes mayor relevancia
son los ARNs no codificantes, especialmente los microARN (miRNAs), que participan en
la regulacién post-transcripcional (Piket et al, 2019). En la EM se han encontrado
consistentemente en diferentes estudios alrededor de 60 miRNAs cuyos patrones de
expresion varian respecto a individuos sanos, entre ellos miR-155, miR-223, miR-21y miR-
146. (Juzwik et al., 2019; Mohammed, 2020). Las vias de sefializacion mas afectadas en la
EM por estos microARN son la de TGF-B (un factor de crecimiento y citocina clave para la
diferenciacion de linfocitos T) y las de uniones adherentes en epitelios (Piket et al., 2019).
Ademas se han identificado miRNAs provenientes de diferentes virus como Epstein Barr,
enfermedad de Marek (hepatitis aviar), y virus del simio 40 (SV40), los tres asociados con
el riesgo de desarrollar la EM (Juzwik et al., 2019).

Como se menciono arriba, el poseer un polimorfismo, variante genética, o diferentes
patrones de expresién de los miRNAs mencionados arriba, no es suficiente para
desarrollar EM. En conjunto con ellos se requiere una condicion o estimulo ambiental que
desencadene episodios de inflamacién. Los mas frecuentemente asociados, por estudios
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epidemiolégicos, son el tabaquismo, la obesidad, y algunas infecciones, especialmente la
mononucleosis (Filippi et al., 2018).

Fumar o simplemente ser un fumador pasivo puede aumentar el riesgo de padecer EM
hasta un 17% (Alfredsson & Olsson, 2019). Entre mayor sea la frecuencia y cuanto mas
tiempo se lleve fumando, mayor es el riesgo. El tabaquismo por si solo contribuye a la
generacion de un ambiente inflamatorio generando especies reactivas de oxigeno vy
favoreciendo la liberacion de citocinas como IL-8 y TNF-a (Lee et al,, 2012). Fumar puede
ocasionar ademas cambios a nivel epigenético; por ejemplo, cambios en los patrones de
metilacion del ADN. Una metilacion disminuida en el promotor del gen para la arginina
deiminasa genera una variante citrulinada de la proteina basica de mielina que resulta
mucho mas labil y vulnerable a enzimas proteoliticas (Z. Wang et al., 2019).

La obesidad, en especifico entre los 18 y 25 aflos de edad, se considera otro factor de
riesgo, aunque frecuentemente la obesidad viene desde la infancia. Una estimacion sefiala
que si se previene la obesidad desde edades tempranas, se podria evitar el 15% de casos
de EM (Gianfrancesco & Barcellos, 2016). La obesidad se considera un estado de
inflamacién de bajo grado que a largo plazo puede desregular la respuesta inmune y
permitir la entrada de microorganismos o células inmunes hiperreactivas al SNC (Van
Dyken & Lacoste, 2018). Esta inflamacién puede estar dada por las acciones de adipocinas
(leptina, resistina y visfatina) (Guerrero-Garcia et al., 2016). Otra explicacion de esta
inflamacién persistente es que los adipocitos en el tejido adiposo blanco pueden actuar
como células presentadoras de antigenos y secretar quimiocinas que atraen monocitos.
En el contexto local de inflamacion, estos monocitos se diferencian hacia macréfagos que
producen citocinas pro-inflamatorias como TNF-a e IL-18 y pudieran desencadenar
respuestas inflamatorias en otros tejidos (Palavra et al., 2016).

La busqueda de factores ambientales por muchos afos estuvo ligada a los patrones
observados en estudios globales de prevalencia de la EM. Los porcentajes de la poblacién
afectados por esta enfermedad aumentaban conforme la latitud aumentaba; es decir que
el mayor nimero de casos estaba en paises cercanos a los polos. Esa distribucion se
explicé por una reducida exposicion a microorganismos durante la infancia en estas zonas
y se conoce como la hipotesis de la higiene. Es cierto que la exposicion a microorganismos
patdégenos y comensales puede prevenir la diferenciacion y mejorar la regulacion de
linfocitos autorreactivos y la desensitizaciéon de receptores tipo 7o// que suelen
desencadenar respuestas inflamatorias (Bach, 2018). Sin embargo, la evidencia impide
seguir considerando la latitud y la exposiciébn temprana a microorganismos como factores
de riesgo para la EM: no hay asociacion entre el nUmero de infecciones en la infancia y el
riesgo de desarrollar EM, la induccién de un modelo animal de EM, la encefalomielitis
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autoinmune experimental (EAE), no se puede realizar en ambientes libres de patdgenos;
los estudios de prevalencia de EM en un mayor ndmero de paises han roto el patrén
previamente descrito, (Arndt et al., 2014; Wendel-Haga & Celius, 2017).

Lo que si es posible considerar como un factor de riesgo, independientemente de su
distribucion, son las infecciones por el virus del Epstein Barr (VEB). Varias infecciones
virales se han implicado como causa de la EM, pero esta es la que tiene mayor evidencia
(Ahmed et al., 2019). Son multiples los estudios que arrojan una seropositividad mayor al
97% para el VEB en pacientes diagnosticados con EM (D. S. Goodin, 2014a). A pesar de
que es bastante sencillo infectarse con este virus, Unicamente representa un factor de
riesgo si la persona desarrolla mononucleosis. Esto ocurre en una cuarta parte de los
casos. Es plausible que este virus pudiera tener un rol en el desarrollo de la EM, ademas
de por la presencia de miRNAs, porque el VEB tiene homologia con la secuencia de la
proteina basica de mielina y podria participar en la generacion de linfocitos autorreactivos
por una activacion cruzada (Ahmed et al., 2019; Filippi et al., 2018). También se conoce
que el VEB se aloja en el SNC y es capaz de activar linfocitos B (Hassani et al., 2018).

También derivado de los patrones geograficos de prevalencia de la EM, se establecieron
como factores de riesgo la exposicion solar y los niveles de vitamina D. Los rayos UV son
necesarios para la sintesis de esta vitamina. Las regiones que reciben menor luz del sol, y
que probablemente tienen una produccion deficiente de vitamina D, son aquellas donde
inicialmente se registré una mayor prevalencia de la EM. Algunos estudios en el modelo
de EAE han demostrado que la radiacion UV puede tener un papel por si sola: puede
prevenir la migracion de células inflamatorias hacia el SNC y la desmielinizacion (Tarlinton
etal., 2019). Sin embargo, la vitamina D es necesaria para regular funciones inmunes como
reducir la produccion de IL-2, IL-17 e IFN-y y atenuar la proliferacion de linfocitos CD4" y
CD8*, asi como la actividad citotdxica en estos ultimos (Sintzel et al., 2018). Un estudio
epidemiolégico en personal del ejército de los Estados Unidos de América encontr6 que
las personas con niveles de 25-hidroxi vitamina D (el metabolito que provee con mayor
exactitud la cantidad de vitamina D producida y almacenada) mayores a 40 ng/ml, tenia
62% menos probabilidades de desarrollar EM (Munger et al., 2006).

La investigacion sobre factores de riesgo ha explorado en afos recientes el papel que
tiene la composicion de nuestra dieta y del microbioma en la etiologia de la EM (Bhise &
Dhib-Jalbut, 2016). Hay evidencia de que las dietas altas en sales y en acidos grasos de
cadena larga pueden promover respuestas inflamatorias de tipo Th17 (Katz Sand, 2018).
La dieta también puede tener efectos sobre la composicién de la microbiota (Gilbert et
al, 2018). Mas alld de que existan especies que protejan o que incrementen la
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susceptibilidad a padecer esclerosis multiple, el microbioma tiene la capacidad de regular
la tolerancia y la respuesta inmune innata (Wasko et al., 2020).

2.1.3. Evolucidén y tipos de esclerosis multiple

Los factores anteriormente descritos pueden aumentar la susceptibilidad de que una
persona desarrolle EM, pero se requiere de un evento inflamatorio considerable en el SNC
para desencadenarla. Las teorias sobre el origen de este evento inflamatorio se describen
mas adelante. Pueden pasar afios desde este evento hasta que el paciente note los
primeros sintomas y sea diagnosticado. Considerando la evolucién desde el diagnéstico,
pueden distinguirse tres tipos de EM: primaria progresiva, remitente recurrente y
secundaria progresiva. S6lo un 10% padece la forma primaria progresiva en donde el
dafno aparece desde el inicio y es continuo. La evolucién de este tipo de EM se muestra
en rosa en la Figura 1. Entre 80% y 85% de los pacientes desarrollan la forma remitente
recurrente (EMRR), en azul en la misma figura, (Steinman, 2014; Vollmer, 2007). En este
tipo se presentan episodios agudos de neuroinflamacién, cuando aparecen o se agravan
los sintomas neurologicos, llamados recaidas o brotes. Las recaidas se definen a partir de
hallazgos clinicos y de acuerdo con un panel internacional se define como “sintomas
reportados por el paciente u objetivamente medidos tipicos de un evento desmielinizante
con inflamacion aguda en el SNC con una duracion de al menos 24 horas, en ausencia de
fiebre o infecciones” (Polman et al., 2011). La aparicién de los brotes es impredecible,
aunque hay autores que sugieren que las infecciones, el aumento en los niveles de cortisol
y/o osteopontina, los bajos niveles de vitamina D, y la estacion del afio pueden influir
(Berkovich, 2016; Deckx et al., 2013; D. S. Goodin et al., 2016; Kalincik, 2015; Yadav et al.,
2015). En promedio, los pacientes experimentan una recaida al afo, aunque los
tratamientos mas recientes incluso han logrado disminuir la frecuencia de estas. Los
sintomas, la severidad y la duracion de los brotes, que puede ser de dias a semanas, es
variable; es por esto que en ocasiones los pacientes experimentan secuelas irreversibles
incluso cuando reciben tratamiento para la recaida (Vollmer, 2007). A estos episodios de
neuroinflamacion aguda, le siguen periodos de remision donde la inflamacion se controla
y puede haber una remielinizacion parcial (Dendrou et al., 2015). Con el paso del tiempo,
conforme se acumula la discapacidad, la inflamacién se vuelve cronica, aumenta la
degeneracion del tejido nervioso y se pierde la capacidad de reparar los dafios en el SNC,
los pacientes avanzan a la forma secundaria progresiva de la EM (EMSP). Este tipo se
ilustra en color turquesa en la Figura 1. Alrededor de 10 afios después de ser
diagnosticados con EMRR, 25% de los pacientes progresan a EMSP; tras 30 afios el
porcentaje aumenta a 75% (Khurana & Medin, 2017).

13



Figura 1.
Evolucién y tipos de esclerosis maltiple
Antes de la aparicion de los sintomas, existe un evento que desencadena la inflamacién en el
SNC. La severidad y la respuesta del sistema inmune a este episodio depende de la
interaccion de los factores de riesgo. Las barras representan las recaidas, que en algunos
casos pasan desapercibidas por los pacientes. Las flechas representan episodios de
inflamacion que se registran en el SNC, registrados mediante resonancia magnética y suelen
ser mas frecuentes que las recaidas. Imagen adaptada de Olsson et al., 2017.

2.1.4. Inmunopatologia de la esclerosis multiple remitente recurrente

La EMRR se ha considerado por mucho tiempo una patologia mediada por linfocitos T
autorreactivos, CD4* principalmente, que se activan en la periferia y posteriormente
migran hacia el SNC (modelo extrinseco) (Dendrou et al., 2015). Esta activacion se podria
dar por un mimetismo molecular, la co-expresion de receptores en linfocitos T con
diferentes especificidades, o por una activacion inespecifica tras un evento inflamatorio
(Naegele & Martin, 2014). Pero la presencia de linfocitos autorreactivos en periferia no es
suficiente para explicar el origen de esta enfermedad, pues no son exclusivos de
pacientes; también existen en personas sanas (Louveau et al., 2016). Ademas, una vez en
el SNC, los linfocitos CD4* no son la poblacion celular dominante ni las que sufren una
mayor expansion clonal (Bhise & Dhib-Jalbut, 2016). Dadas estas observaciones, otra
posibilidad es que se den eventos dentro del SNC que generen dafio y desencadenen
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neuroinflamacion. Estos eventos podrian ser defectos primarios, como mutaciones en los
oligodendrocitos, eventos como estrés oxidativo exacerbado, disfunciones
mitocondriales, o una comunicacién deficiente entre los axones y la glia. Todos estos
eventos causan que los oligodentrocitos aumenten su produccién de of-cristalina
(Tungland, 2018; van Noort & Amor, 2013). La liberacion de af-cristalina activa células
inmunes residentes del SNC, principalmente la microglia, la cual aumenta su expresion de
MHC de tipos I y II, produciendo citocinas pro-inflamatorias y quimiocinas que reclutan
células inmunes: linfocitos T (CD4* y CD8*) y B, monocitos, macréfagos y células
dendriticas (Dargahi et al., 2017). Una tercera posibilidad seria una combinacién de los 2
modelos anteriores: antigenos del SNC podrian llegar a los nodulos linfaticos y activar
una respuesta periférica. Para generar linfocitos autorreactivos, se cree necesario que el
drenaje de antigenos suceda dentro de un contexto de inflamacion o neurodegeneracién
(Louveau et al., 2016). Otra opcion es que linfocitos especificos para mielina que
participen en la vigilancia inmunoldgica del SNC, se activen al ingresar a un SNC
inflamado (Tungland, 2018).

Las alteraciones en la respuesta inmune en pacientes con EM pueden propiciar eventos
inflamatorios que permitan la activacion de linfocitos autorreactivos en la periferia (Bhise
& Dhib-Jalbut, 2016). Anteriormente se mencionaron varias mutaciones en citocinas,
receptores de citocinas, moléculas co-estimulatorias, asi como la existencia de miRNAs
gue pueden contribuir con este efecto. Pero quiza el componente mas reconocido en esta
patologia es la pérdida de tolerancia inmunoldgica por defectos en los linfocitos T
reguladores. En la literatura se menciona la deficiencia o ausencia de linfocitos T
reguladores naive (CD4*CD25"FoxP3*CD45RA") y algunas otras poblaciones como Tr1,
células efectoras reguladoras CD39* y células reguladoras foliculares (Filippi et al., 2018;
Mobhr et al.,, 2018; Yadav et al.,, 2015). Para compensar estas deficiencias (nUmero o funcion
efectora)) hay una expansién de células T reguladoras de memoria
(CD4*CD25*FoxP3*CD45RAY), pero aln asi es insuficiente por su menor capacidad
supresora (Bhise & Dhib-Jalbut, 2016).

Independientemente del origen de la EMRR, se considera que una recaida inicia con la
activacién de linfocitos T (CD4* y CD8*) y B en los érganos linfoides. Para que esta
activacién suceda se necesita que reconozcan antigenos en la periferia. También puede
ocurrir por una inactivacion inespecifica en un contexto de inflamacién (Figura 2). Los
linfocitos T se diferencian y proliferan hacia los tipos Th1y Th17. Estos linfocitos secretan
citocinas pro-inflamatorias, como IFN-y, TNF-a e IL-17, y metaloproteinasas que rompen
las uniones estrechas en la barrera hematoencefalica o BHE (Naegele & Martin, 2014). La
secrecion de estos mediadores provoca ademas que aumente la expresion de moléculas
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de adhesién tanto en la superficie de los linfocitos, como en el endotelio de la BHE,
permitiendo que los linfocitos se adhieran e inicien su transito hacia el SNC.

Figura 2.
Respuesta inmune durante recaidas en EMRR

1) Linfocitos autorreactivos escapan hacia la periferia desde el timo. 2) Debido a defectos en
los mecanismos supresores de linfocitos T reguladores, los linfocitos autorreactivos son
activados por células dendriticas o linfocitos B en presencia de antigenos del SNC.
Dependiendo de las sefiales de mediadores en el entorno, pueden diferenciarse hacia
linfocitos CD4* Thl o Th1l7. También se activan linfocitos CD8* autorreactivos. 3) Los
linfocitos activados secretan citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-17 que
aumentan la permeabilidad de la BHE y la expresiéon de moléculas de adhesién; también
secretan metaloproteinasas que ayudan a desintegrarla. En los espacios perivasculares puede
haber reactivacion de linfocitos con una mayor liberacién de citocinas. 4) La microglia puede
reactivar también linfocitos. La microglia activada como respuesta a la neuroinflamacién
produce especies reactivas y citocinas como IL-1p y TNF-a y es indistinguible de los
macréfagos que se infiltran. 5) Los astrocitos pueden participar también presentando
antigenos; el entorno inflamatorio modifica su morfologia y secreta IL-6, IFN-y, e IL-1p. 6)
Los linfocitos B que migran al SNC se diferencian hacia células plasmaticas que producen
anticuerpos. Estos anticuerpos contribuyen a la desmielinizacién a través de fagocitosis o
activacion del sistema de complemento. 7) Los linfocitos CD8* atacan directamente a los
oligodendrocitos. Las especies reactivas y citocinas pro-inflamatorias contribuyen a la
desmielinizacién. Adaptado de Yadav et al. (2015).

Una vez dentro del SNC, los linfocitos CD4* reconocen antigenos en el MHCII en la
superficie de microglia, macréfagos, células dendriticas o linfocitos B y se reactivan. Esta
reactivacion libera mas citocinas pro-inflamatorias (IFN-y, TNF-a, e IL-17) y quimiocinas,
que permiten por un lado la infiltracion del parénquima, y por otro, la activacion de la
microglia/macréfagos M1 (pro-inflamatorios). Esta microglia M1 puede producir dafio
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tisular por la liberacion de 6xido nitrico y especies reactivas de oxigeno y nitrogeno (Al-
Badri & Castorina, 2018). La microglia/macréfagos pueden secretar ademas citocinas
como TNF-a, IL-6, e IL-1B (J. J. J. Wang et al, 2019). Los linfocitos CD8" citotoxicos
reconocen el MHCI, expresado Unicamente en condiciones de neuroinflamacion, en
neuronas, oligodendrocitos y astrocitos (Yadav et al,, 2015). Por si solos, los linfocitos
CD8* son capaces de producir lesiones desmielinizantes y dafio axonal. De hecho, se suele
encontrar un mayor numero de linfocitos T CD8* en las lesiones (Dendrou et al., 2015).
Los linfocitos B que penetran al SNC se activan como células plasmaticas y también
pueden funcionar como células presentadoras de antigenos o liberar anticuerpos. Estos
anticuerpos tienen la capacidad de actuar como opsoninas y activar el sistema del
complemento (Wekerle, 2017).

Todavia no se conoce qué sefales o eventos promueven la respuesta anti-inflamatoria y
reparadora de tejidos que se observa en las remisiones. Dentro de esta fase, los
macrofagos pasan a un perfil anti-inflamatorio (M2), tras fagocitar mielina y activar sus
receptores PPAR (Bogie et al, 2013). Esta microglia/macréfagos M2 secreta IL-4, la
citocina principal en respuestas anti-inflamatorias (Ponomarev et al., 2007). En la remisién
se ha observado que existe deposicién de proteinas amiloides, af-cristalina y tau, entre
otras, que inhiben moléculas pro-inflamatorias en los sitios de desmielinizacién
(Steinman, 2014). En esta fase incrementan las Tregs (CD39*) en circulacion que por un
lado inhiben a los linfocitos Th17 y, por otro, producen IL-10 (Sambucci et al., 2019).

2.1.5. Modelos experimentales de la EMRR: EAE

Muchos de los conocimientos sobre la inmunopatologia de la EMRR se han obtenido a
través del uso de modelos animales. Ademas, ante la imposibilidad de tomar biopsias de
las lesiones en SNC en los pacientes o muestras repetidas de liquido cefalorraquideo,
practicamente todos los estudios preclinicos de la EMRR se han realizado en modelos
animales (Denic et al.,, 2011).

En la Tabla 1 se muestran los modelos mas empleados para el estudio de la EMRR. No
todos los modelos permiten estudiar adecuadamente todos los aspectos ni replican al
100% lo que ocurre en pacientes. No obstante, el mas empleado, por ser el modelo mas
robusto, relativamente facil de inducir y reproducible es la encefalomielitis autoinmune
experimental (EAE)(Giralt et al., 2018). Este modelo es comiunmente empleado para
evaluar nuevas estrategias terapéuticas.
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NUmero

Induccién Modelo animal Fortalezas Limitaciones )
referencias*
o Modelo més empleado Uso de adyuvantes
Encefalomieli Alta complejidad:
ncefalomielitis
Autoinmune _ ) Imita sintomas de EMRR multiples células 16,633
autoinmune experimental) )
involucradas.
Sistema sensible de evaluacion Suceptibilidad variable
Virus de la encefalomielitis
. . .y 434
Viral murina de Theiler (TMEV) Cirugia
_ Virus de la hepatitis murina Apoya componente ambiental EM Cepas especiales de
autoinmune ) 70
(MHV) raton

Virus del bosque Semliki (SFV) 32

Reproducible y predecible Dafo irreversible
Cuprizona Fécil de detectar y evaluar No considera linf. By T 508

,_ Induccién sencilla BHE intacta
Toxicos . . - :
o Reproducible y predecible Dafo irreversible
Lisolecitina y bromurode —— . - : :
etidio Util para estudiar remielinizacién y componente | No considera linf. By T 400
celular. Dafio a tejido.
. Efectos consistentes en mielinizacion. Sin inflamacion.
» Transgénicos y cepas
Genéticos . o » . . . 994
especiales Permite aislar funcion de moléculas. Baja relevancia para EM.
Tabla 4.

Principales modelos animales de la EMRR.
Modificada de: Gudi et al. 2014, Glial response during cuprizone-induced de- and remyelination
in the CNS: lessons learned. * Menciones del modelo en busqueda en Pubmed, septiembre 2020.
Los términos de busqueda empleados se encuentran en el Anexo L.

La EAE se puede inducir mediante una inmunizacién con auto-antigenos de mielina,
conocida como forma activa, o mediante la transferencia de linfocitos T activados
reactivos para mielina (forma pasiva) (Stromnes & Goverman, 2006). La forma activa es la
mas recurrida, pero tiene multiples variantes. Dependiendo de la especie, cepa y el
péptido encefalitogénico empleado, se producen diferentes patrones de susceptibilidad,
severidad y cursos de evolucién (Burrows et al., 2019). La induccion de la EAE en ratones
requiere adicionalmente el uso de un adyuvante y de toxina de Bordetella pertussis, PTX
por sus iniciales en inglés (Lassmann & Bradl, 2017).

La cepa de ratones con mayor susceptibilidad y comiUnmente disponible para

investigacion es la C57BL6/J. Para inducir EAE en esta especie, se usa un péptido de 20
aminoacidos cuya secuencia proviene de la glicoproteina de oligodendrocitos asociados
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a la mielina (MOGss.s5). Esta proteina forma parte de la membrana externa de la mielina
en el SNC (Glatigny & Bettelli 2018). El péptido se inyecta subcutdneamente con
adyuvante completo de Freund (ACF), una emulsién de agua y aceite con micobacterias
muertas, que ademas de permitir que el antigeno permanezca por mayor tiempo en el
sitio de inoculacién y se transporte mas efectivamente hacia ganglios linfaticos, genera
un ambiente pro-inflamatorio necesario para la activacion de linfocitos autorreactivos
especificos para el péptido MOGssss (Billiau & Matthys, 2001). Adicionalmente, los
ratones reciben por via intraperitoneal la PTX que tiene efectos sobre la inmunidad innata
y adaptativa; también actua sobre la BHE. Esta toxina tiene la capacidad de mejorar la
presentacion antigénica, de inhibir la anergia de linfocitos T y de suprimir la funcién de
células T reguladoras (Lassmann & Bradl, 2017). Respecto a la BHE, la PTX puede inhibir
la expresion de moléculas de unidn estrecha, incrementando su permeabilidad. La ruptura
de la BHE en la EAE favorece la llegada al SNC de células efectoras y autorreactivas (Weber
et al,, 2010).

Al seguir este protocolo, los ratones desarrollan una EAE de forma monofasica que
asemeja una recaida seguida de una remision. La estimulacion con el ACF y la PTX activan
linfocitos especificos para mielina CD4*, Th1y Th17, en la periferia que logran atravesar
la BHE y posteriormente reactivarse por células presentadoras de antigeno principalmente
de tipo MHCII como microglia y macréfagos (Kurschus, 2015). A nivel inmunopatolégico,
se genera una respuesta inflamatoria similar a la observada en pacientes: la
microglia/macréfagos adquieren un perfil M1 y liberan citocinas pro-inflamatorias como
como TNF-q, IL-1B e IL-6 y especies reactivas. La expresion de moléculas de adhesion, por
ejemplo ICAM-1, igualmente se eleva (Zhao et al., 2008). Las lesiones que se suelen
observar en la EAE son principalmente en la sustancia blanca de la médula espinal con
multiples focos de infiltrado de células mononucleares (linfocitos y macrofagos
especialmente) (Constantinescu et al.,, 2011).

La EAE replica muchos de los aspectos inmunopatologicos de la EMRR, pero no constituye
un modelo perfecto. Una de las grandes criticas que se le hace al modelo de la EAE es
que se genera artificialmente un ambiente pro-inflamatorio originado por componentes
bacterianos que se reconocen por medio de patrones de reconocimiento de patdégenos
('t Hart et al., 2011). Asi, este modelo Unicamente simula la hipdtesis extrinseca del origen
de la EM. En contraste con los infiltrados en pacientes donde la mayoria son linfocitos
CD8" y macréfagos, en la EAE predominan los linfocitos CD4* (Kurschus, 2015). Otra gran
diferencia es que mientras en los pacientes las lesiones pueden estar en el encéfalo y en
la médula espinal y no siguen un mismo patrén de evolucion, en la EAE murina, las
lesiones aparecen principalmente en la médula espinal y siguen siempre un patron
ascendente (Lassmann & Bradl, 2017; Simmons et al., 2013).
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2.2. Tratamiento de la EMRR

2.2.1. Tratamiento modificador de la enfermedad

Gracias a modelos experimentales como la EAE, hoy se cuentan con mdultiples
tratamientos que pueden modificar la evolucion previamente presentada de la EMRR.
Independientemente de un tratamiento sintomatico, actualmente el enfoque del
tratamiento de la EMRR es reducir en la mayor medida posible, a través de tratamientos
modificadores de la enfermedad (TME), la actividad de la enfermedad, un estado
conocido por sus siglas en inglés como NEDA (no evidencia de actividad de la
enfermedad) (Pandit, 2019). En el estado NEDA, los pacientes deben de estar libres de
recaidas y no deben experimentar sintomas mas severos o nuevos.

Disminucion
Mecanismo de accion tasade Efectos adversos
recaida anual

Estabiliza BHE, promueve diferenciacion hacia

Interferon-beta T 15-36% Sindrome resfriado
Acetatode Presentacion antigenos, promueve X .,

) . L, . . 29-35% Malestar zona inyeccién
glatiramer diferenciacién de linfocitos Th2.

. X Inhibe sintesis pirimidinas inhibiendo Teratogénico, alopecia, ndusea,
Teriflunomida . L, . . . 31-36% .

proliferacion de linfocitos T activados. diarrea
Linfopenia, riesgo de

DMF Anti-oxidacién, promueve diferenciacion Th2, 20-53% leucoencefalopatia multifocal
(Dimetilfumarato) modula células dendriticas. 0 progresiva (LPM), molestias

gastrointestinales
Inhibe migracion de linfocitos desde ganglios

o 48%-60% Riesgo LMP, infeccionesy arritmias
linfaticos.

Fingolimod

Natalizumab Inhibe migracion de linfocitos hacia SNC. 69% Riesgo LMP, reacciones alérgicas

Riesgo de afecciones autoinmunes
Anti-CD52: deplecién prolongada de linfocitos <

Alemtuzumab TvB 49-69% secundarias, reacciones alérgicas,
g infecciones
Bloquea topoisomerasa Il, inhibe sintesis de Riesgo de cardiomiopatia
Mitoxantrone q P i i ) 60-70% 9 i X p, y
ADN, reduce nimero de linfocitos. leucemia, alopecia, ndusea
Analogo purinas, interfiere sintesis de ADN, Linfopenia, infecciones, alopecia,
Cladribina B e 58% - ) -
inhibe proliferacion de linfocitos By T. cancer
Reactivacion de herpes, reducciéon
Ocrelizumab Anticuerpo monoclonal CD20 (linfocitos B) 46% niveles de anticuerpos en sangre,

infecciones, cancer

Tabla 5.
Tratamientos modificadores de la enfermedad (TME) disponibles para EMRR.

Recopilada a partir de datos de Faissner & Gold, 2018; Filippi et al., 2018; Fogarty, Schmitz,
Tubridy, Walsh, & Barry, 2016; Torkildsen et al., 2016
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El principal objetivo de los TME es controlar la neuroinflamacion, ya sea inhibiendo la
migracion de linfocitos hacia el SNC, promoviendo la diferenciacion de linfocitos Th2 o
restableciendo la BHE, como se puede observar en la Tabla 2.

Los TME se clasifican como de primera, segunda o tercera linea de acuerdo a su eficacia,
su seguridad y la accesibilidad a los tratamientos (Filippi et al., 2018). Entre los de primer
linea se encuentran el interferbn beta y el acetato de glatiramer, ademas del
dimetilfumarato y teriflunomida (Torkildsen et al., 2016). Debido a que los ultimos 2 son
tratamientos diarios orales el apego suele ser menor. En caso de que estos tratamientos
fallen, o se quiera iniciar con una terapia mas agresiva, puede recurrirse a los TME de
segunda linea, con mayor eficacia, aunque con un menor perfil de seguridad y
extremadamente costosos: fingolimod, natalizumab y alemtuzumab (Filippi et al., 2018).
Pese a la gran variedad de TME, es necesario recalcar que ninguna de estas terapias
previene por completo la aparicion de recaidas y todas se enfocan en controlar la
inflamacién desde la periferia, y no dentro del SNC.

En la Tabla 2, ademas de los mecanismos, se muestran las tasas de disminucion anual de
recaidas. Los TME pueden alcanzar tasas de efectividad de entre el 15 al 70% (Faissner &
Gold, 2018; Filippi et al., 2018; Fogarty et al., 2016; Torkildsen et al., 2016) pero el riesgo
de infiltracion celular, especialmente la mediada por linfocitos autorreactivos contra el
SNC, asi como la aparicion de nuevas lesiones o recaidas sigue siendo latente.

2.2.2. Tratamiento de recaidas

La posibilidad de que un paciente experimente recaidas sigue siendo considerable. Por
ejemplo, un estudio indica que una quinta parte de los pacientes pueden experimentar
recaidas dentro del primer afio de uso de un TME (Kantor et al., 2020). A pesar de que a
la mayoria de las recaidas le sigue un periodo de reparacion en el SNC, especialmente en
etapas tempranas de la enfermedad, es importante tratar las recaidas para acortar su
duracion y reducir la discapacidad asociada a ellas. El tratamiento de eleccién contra
recaidas consiste en la administracion de 1 g de metilprednisolona (MP) por via
intravenosa (IV) cada 24 h, de 3 a 5 dosis dependiendo de la severidad de los sintomas
(CENETEC, 2010). Desde la década de los 70s, en que se inicié el tratamiento con MP, se
ha reportado que este favorece la recuperacion en los brotes respecto a aquellos
pacientes que soélo reciben placebo. Entre los estudios al respecto destacan el de Milligan,
Newcombe, & Compston (1987) en el que reportan mejoras fisicas de los pacientes
después de la primera y cuarta semanas posteriores al tratamiento utilizando la escala
EDSS (Escala de Discapacidad y Sistemas Funcionales o Expanded Disability Status Scale,
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por sus siglas en inglés). Esta escala se basa en la cuantificacion de la afectacion de ocho
sistemas funcionales (visual, tallo cerebral, motor, sensitivo, cerebelo-vestibular, mental,
vésico-esfinteriano y sexual), donde 0 es un paciente sin discapacidad y 10 representa la
muerte (Anexo II). Al mes posterior al tratamiento con MP, el 77% de los pacientes que
sufrié un brote tuvo una reduccién en el EDSS de por lo menos un punto, mientras que
solo 22% del grupo placebo experimenté esta reduccion. Adicionalmente, un meta-
analisis de estudios sobre el efecto de la MP en la EMRR, indica que este tratamiento
favorece la recuperacion de una recaida y reduce hasta en un 60% las probabilidades de
que los sintomas permanezcan o empeoren dentro de las siguientes 5 semanas (Filippini
et al., 2009)

222.1. MPy sus efectos anti-inflamatorios

La MP es un glucocorticoide sintético de duracién intermedia (vida media de 12-36 h) con
baja actividad mineralocorticoide, 5 veces mas potente que la hidrocortisona (D. S.
Goodin, 2014b). El hecho de que tenga baja actividad mineralocorticoide significa,
ademas de no unirse a estos receptores, que su administracion no ocasiona retencion de
agua y sodio. La MP actla a través de su unidn a receptores de glucocorticoides en la
superficie de las células. Existen receptores en practicamente todas las células, incluyendo
las relevantes para este trabajo: linfocitos, macréfagos, microglia, astrocitos e incluso
oligodendrocitos y neuronas (Witt & Sandoval, 2014; Zen et al.,, 2011). La MP puede entrar
ademas a las células por difusion pasiva al citosol y desacoplando complejos del receptor
glucocorticoide (GR) y chaperonas (Schweingruber et al., 2012). Una vez en el citosol
interactia con proteinas citosolicas de sefializacion como PI3K y se transloca al nucleo.
En el nucleo puede funcionar uniéndose a regiones conocidas como elementos de
respuesta a glucocorticoides, acoplarse con factores de transcripcién o una mezcla de las
2. De esta manera puede inhibir a factores de transcripcion como NF-kB, AP-1, Fos y NFAT.
También puede modular la actividad de IkBa (inhibidor de NF-kB) y de los cierres de
leucina inducidos por glucocorticoides (Desmet & De Bosscher, 2017). A través de esta
via de sefalizacidon se dan los efectos gendmicos de la MP: induccion de apoptosis de
linfocitos T CD4*, inhibicion de la expresion de moléculas del MHCIl'y disminucion en la
produccidn de oxido nitrico y especies reactivas de oxigeno (Tischner & Reichardt, 2007).
Adicionalmente, a través de estos efectos gendmicos aumenta la expresion de proteinas
de uniones estrechas en el endotelio de la BHE, restaurando su funcién y disminuyendo
la expresion de moléculas de adhesion (Salvador et al., 2014). Otro efecto gendmico,
recientemente demostrado en monocitos es que los glucocorticoides inducen un fenotipo
anti-inflamatorio (M2) (Fischer et al., 2019).
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Existe otra serie de efectos tras la administracion de glucocorticoides, que se pueden
observar incluso antes que los gendmicos y se dan por la interaccion de los GR con cinasas
en el citosol. Ejemplos de estos efectos, conocidos como efectos rapidos, son la
remodelacion del citoesqueleto, que impide la migracion hacia el SNC (Fischer et al., 2013)
y la apoptosis de linfocitos T (Cruz-Topete & Cidlowski, 2018). Ambos tipos de efectos,
tanto los rapidos como los gendmicos, son deseables para combatir la inflamacion
asociada a las recaidas.

2222  Rutas de administracion de la MP y sus inconvenientes

Si bien la via IV es la mas recurrida para la administracion de MP en recaidas,
probablemente porque permite alcanzar altas concentraciones en plasma en cuestion de
minutos, podria no ser la mejor para llegar al SNC. Como parte de las desventajas de esta
via esta la unidén a proteinas plasmaticas. En el caso de la MP, un 78% de la dosis
administrada se queda en el plasma, unida a proteinas (Brunton et al., 2011). Otro
obstaculo de la via IV para acceder al SNC son las glucoproteinas P o ABCB1 en la BHE.
Estas proteinas pueden expulsar de regreso a la circulacion los glucocorticoides (Witt &
Sandoval, 2014).

El Unico estudio de farmacocinética en pacientes de EMRR que se les dio tratamiento para
recaidas tampoco permite advertir una entrada sustancial de MP al SNC. Defer, Barré,
Ledudal, Tillement, & Degos (1995) reportan que cuando se administran 1500 mg de MP
IV, a las 6 horas se alcanza una concentracién maxima en liquido cefalorraquideo (LCR)
de 0.64 mg/I. Considerando un volumen aproximado de 150 ml de LCR, y que de lo que
llega al LCR, la mayoria se va hacia la circulacion y no hacia el SNC, esto implica que menos
del 0.001% de lo que se administroé acabé en el tejido nervioso. El farmaco puede llegar
por difusién del LCR al tejido nervioso, pero su eficacia esta limitada por la baja velocidad
del proceso y por la distancia que pueda existir de la superficie del SNC al foco de
inflamacion; entre mayor es la distancia, menor es la concentracion alcanzada (Pardridge,
2016).

Otro conjunto de desventajas relacionados al uso de la MP 1V son las asociadas a esta via
de administracion: es una via invasiva que requiere condiciones de asepsia y que
Unicamente se puede realizar por personal capacitado (médicos o enfermeras). Incluso
asi, en el 35 a 50% de los procedimientos puede haber complicaciones como
flebitis/tromboflebitis, infiltracion, extravasacion, hematomas y dafio a nervios e
infecciones (Dychter et al.,, 2012; Helm et al., 2015). Los pacientes que sufren recaidas
constantes a menudo experimentan un colapso de venas o problemas con la
permeabilidad de estas. Ante la incapacidad de encontrar una vena para realizar la
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administracion, el personal médico recurre al uso de catéteres centrales, incrementando
el riesgo de infecciones. Aunado a esto, para administrar 1 g de MP por esta via se
requieren por lo menos entre 10 y 30 minutos para evitar el riesgo de arritmias, arresto
cardiaco o colapso circulatorio (FDA, 2011). Por lo general, en la practica, la administracién
de MP 1V, se hace en 1-2 horas, sin incluir el tiempo invertido para trasladarse al centro
de salud en los 3 o 5 dias consecutivos en los que se recibe el tratamiento.

Como se menciond anteriormente, para que la MP llegue al SNC mediante la via 1V, se
necesitan altas dosis que representan una gran exposicién sistémica. Al haber receptores
de glucocorticoides en practicamente todas las células del cuerpo humano, la MP actla
sobre multiples 6rganos y no Unicamente en el SNC (Whirledge & DeFranco, 2017). Esta
exposicién sistémica inevitablemente esta ligada a efectos adversos a corto y largo plazo.
En el corto plazo, diferentes estudios mencionan que hasta el 90% de los pacientes
experimentan al menos un efecto adverso durante y/o después de recibir MP (Jongen et
al., 2016; Le Page et al,, 2015; Martinelli et al., 2009; Ramo-Tello et al., 2014; Shaygannejad
et al., 2013). Los efectos adversos mas frecuentemente reportados son: alteracion del
gusto, dispepsia, bochornos, insomnio y palpitaciones. Sus frecuencias en diferentes
estudios se muestran en la Tabla 3.

Adicionalmente, se sabe que en el largo plazo, la administracién repetida de altas dosis
de glucocorticoides puede desencadenar problemas de salud crénicos como
hipertension, pérdida de masa dsea, aumento de peso, sindrome de Cushing iatrogénico,
insuficiencia adrenal, aumento de susceptibilidad a infecciones y riesgo de desarrollar
diabetes mellitus, cataratas y glaucoma (Bevan & Gelfand, 2015; Thrower, 2009).

Especificamente en la EMRR se han reportado multiples casos de hepatotoxicidad tras el
tratamiento intravenoso con MP (Adamec et al., 2018; Cottin et al., 2020; Nociti et al.,
2018). Algunos casos incluso evolucionaron hacia hepatitis (Cagdo et al., 2018). También
existen diversos reportes de choque anafilactico (Deruaz et al., 2007; Takahashi et al.,
2018), necrosis avascular (Carulli et al., 2015; Sahraian et al., 2012) y problemas cardiacos,
entre estos, arritmias y fibrilacion atrial (Moretti et al., 2000; Pavici¢ et al., 2019;
Vasheghani-Farahani et al., 2011).

Debido a todo lo anterior, se han explorado otras vias para administrar la MP. Una de
ellas es la via intratecal (IT). El farmaco administrado por esta ruta se inyecta en el espacio
subaracnoideo, evitando el paso por la BHE (Bernat, 1981; Miller, 2009). Al ser una
aplicacion directa al SNC requiere menores dosis que generan menores efectos sistémicos
(Mdller, 2009). Esta via se usé para tratar recaidas en la segunda mitad del siglo XX, pero
posteriormente se abandond. Los pocos estudios ciegos y controlados comparando la via
IT con otras vias no demostraron que fuera superior, haciendo injustificable el uso de esta
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via invasiva (Heun et al., 1992; Rocchelli et al., 1982). Sin embargo, el desuso de la via IT
se debidé en mayor medida a que en pacientes con EMRR se asoci6 a efectos adversos
como meningitis, aracnoiditis y vejiga neurdgena (Nelson et al., 1973; Nelson & Landau,
2001). En la actualidad esta via se usa en la EM Unicamente como tratamiento para la
espasticidad en los tipos progresivos (Abu-Mugheisib et al., 2012).

Efectos adversos de metilprednisolona intravenosa

Numero de pacientes por estudio.

Efecto Adverso A B C D E F Promedio
64 59 99 24 66 20
Insomnio 35% 44% 64% 67% 54% 20% 47%
Dispepsia 40% 53% 45% 25% NR 45% 42%
Alteracién gusto 28% 61% 81% 67% 48% 5% 48%
Palpitaciones 20% 29% 29% 21% 7% NR 21%
Bochornos/
o 40% 61% 59% 25% 55% 27% 45%
enrojecimiento cara
Ansiedad 4% 36% 37% 9% NR 27% 23%
Dolor de Cabeza 10% NR 64% 54% NR NR 43%
Nausea 1% NR 34% 29% NR NR 21%
Total pacientes que
90.6% 96.6% 97% 98% NR 65% 89%
reportaron EA %
Tabla 6.

Efectos adversos de la administracion de MP IV en maltiples estudios.

Otra ruta ampliamente explorada es la via oral. De acuerdo con un meta analisis, la
administracion de glucocorticoides por esta via ha demostrado una eficacia similar a la
de la via IV en términos clinicos (Burton et al., 2012). Los estudios publicados emplearon
dosis de entre 500 y 1250 mg de MP. Aquellos que administraron dosis inferiores
probablemente no tomaron en cuenta que la biodisponibilidad por via oral de la MP es
de alrededor de 82% (Groenewoud et al., 1994). Los niveles de MP que finalmente podrian
llegar al SNC tras la administracion oral se reducen también debido al metabolismo de
primer paso (Burton et al., 2012). Este metabolismo de primer paso provoca ademas que
la MP oral tarde 2 horas en alcanzar su concentracion maxima, mientras que la MP IV lo
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hace en 30-40 minutos (Repovic & Lublin, 2011). La concentracién maxima que alcanza la
MP oral en plasma es de alrededor de una quinta parte de aquella alcanzada por via IV
(Antal et al., 1983). Incluso con esta menor concentracion maxima, los pacientes reportan
practicamente los mismos efectos adversos asociados a la via IV (Le Page et al., 2015;
Ramo-Tello et al.,, 2014).

La via oral no ha ganado popularidad pues, aunque la administracion es sencilla, genera
otro tipo de problemas: no existe MP en tabletas en el mercado mexicano. El otro
glucocortiocoide oral que se ha propuesto para el tratamiento de recaidas es la
prednisona; la dosis planteada es de 1250 mg que equivaldrian a 1000 mg de MP (Morrow
et al., 2004). Para la prednisona, la dosis mas alta disponible en nuestro pais es de 50 mg,
lo que significa que los pacientes tendrian que ingerir 25 tabletas (PLM Latinoamérica,
2020). En condiciones controladas se puede verificar cuantas tabletas se ingieren, pero sin
supervision, el apego al tratamiento tiende a disminuir conforme aumenta el nUmero de
tabletas (M. T. Brown & Bussell, 2011). Otra consideracidon importante antes de optar por
corticoesteroides orales es que en conjunto con anti-inflamatorios no esteroideos,
pueden aumentar el riesgo de desarrollar Ulceras pépticas y otras complicaciones
gastrointestinales (Caplan et al., 2017; Hernandez-Diaz & Rodriguez, 2001).

La via IV, IT y oral han sido ampliamente exploradas dentro del contexto de recaidas de
EMRR. Sin embargo, existe otra via que promete una mejor distribucion de farmacos hacia
el SNC: la via intranasal.

2.3.La via intranasal (IN) como opcién de administracién de la MP

2.3.1. Breve historia de la via IN como ruta hacia en SNC

El descubrimiento de una via directa desde la nariz hasta el cerebro no es reciente. El
descubrimiento en 1912 de que el virus de la poliomielitis podia llegar al cerebro por esta
via fue solo el primer paso para averiguar que se trataba de una ruta de acceso comun
para microorganismos hacia el SNC (D. S. Quintana et al, 2016). Varios modelos
experimentales de infecciones virales que producen encefalitis explotan este principio,
inoculando el virus directamente en la nariz (Durrant et al,, 2016). Incluso, algunos autores
proponen que la EM podria desencadenarse por virus o bacterias que acceden al SNC
mediante la cavidad nasal (Blackmore et al.,, 2017; Ebringer et al., 2012; Leibovitch et al.,
2018).

En 1986 Baker y Spencer (H. Baker & Spencer, 1986) observaron que si administraban

hemaglutinina de germen de trigo (38kDa) marcada con peroxidasa de rabano por la
nariz, esta se absorbia por el nervio olfatorio y podia llegar al bulbo olfatorio. Tres afios
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después, William H. Frey II patentaria la via IN como una forma de hacer llegar farmacos
al SNC, evadiendo la BHE (Frey II, 1989). Los hallazgos de la década de los 80s permitieron
comprender que no se necesitaba pasar por la circulacion para eventualmente llegar al
SNC ni se necesitaban formulaciones especiales para que una molécula llegara de la nariz
a al cerebro o a la médula espinal.

Las hipotesis sobre los mecanismos que participan en la via IN se sentaron en los afios
siguientes y poco a poco fueron aumentando las publicaciones hasta rebasar las cien
publicaciones alrededor de 2011 y 250 en 2019 (NCBIL, 2020). Hoy en dia no sélo se han
publicado trabajos en modelos experimentales, sino que se han reportado varios ensayos
clinicos e incluso han salido algunos productos al mercado que usan la via IN para tratar
condiciones neurolégicas como la migrafia. Un hallazgo comun en estos estudios,
independientemente de la etapa de desarrollo, fue un rapido efecto terapéutico y una
concentracién mayor en LCR que cuando se administra por la viaIV u oral (Diener & Evers,
2007; Morgan & Soh, 2017; Rao et al., 2016).

2.3.2. Ventajas de la via IN

Varias de las ventajas asociadas a esta via, incluida la rapida absorcion y mayores
concentraciones, tienen que ver con el hecho de que el paso de farmacos es directamente
de la cavidad nasal al SNC, evitando la BHE. Para cuestiones farmacocinéticas, esto tiene
varias implicaciones. Por ejemplo, en comparacion con la via oral, en la via IN los farmacos
no sufren metabolismo de primer paso en el tracto gastrointestinal ni en el higado,
permitiendo que se administren dosis menores y que aun lleguen al SNC. La amplia
superficie que representa la nariz permite una rapida absorcion, tal y como la observada
en las pruebas clinicas (Mittal et al., 2014).

Cuando el objetivo es que una molécula llegue al SNC a través de esta via, al evitar la
circulacién, una minima parte de la dosis sufriria la unién a proteinas plasmaticas. Esto
ayuda a que se prolongue la duracion y la intensidad de la accién de un farmaco
(Chapman et al,, 2013). La relativa cercania entre nariz y SNC permite que se puedan
alcanzar concentraciones elevadas rapidamente, al igual que en la via IV. Sin embargo,
por medio de la via IN se puede controlar mejor la dosis, manteniéndose dentro de los
margenes terapéuticos y evitando aumentos abruptos en la concentracion en el LCR del
farmaco administrado.

Asimismo, el hecho de que sea una via directa de la nariz al SNC evitaria los efectos

adversos de la MP en la periferia. La probabilidad de sufrir efectos adversos se podria
disminuir ain mas si se considera que por esta via esta reportado que alrededor del 1%
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del farmaco administrado llega al SNC (Illum, 2015). Esto permitiria reducir las dosis
recomendadas y disminuir la exposicién sistémica

Quiza la mayor ventaja de la via IN es que no es invasiva. Esto la convierte en una via con
complicaciones minimas; su riesgo de desarrollar infecciones y transmitirlas de un
individuo a otro es minimo (Lochhead & Thorne, 2012). Esta administracién es mucho
mas sencilla, pues toma segundos y por lo general los dispositivos son faciles de usar.
Tampoco se requiere de una gran capacitacién del personal, de multiples insumos, ni
condiciones de esterilidad.

A pesar de todos estos beneficios, si esta via no se ha empleado extensivamente para el
tratamiento de desérdenes del SNC es porque no cualquier molécula tiene las

propiedades necesarias para ser transportada por esta ruta de administracion.

2.3.3. Requisitos para la administracion intranasal

Las propiedades fisicoquimicas de un farmaco y su formulacion influyen en la eficiencia
para llegar al SNC a través de la via IN. Entre estas propiedades, el peso molecular, la
lipofilicidad y su solubilidad son las mas importantes (Bitter et al., 2011). A través de los
ahos, se ha experimentado con moléculas de varios tipos cuyos tamafos van desde los
cientos hasta miles de daltones (Da), pero su concentracion en SNC disminuye conforme
el tamafo incrementa (Pathak, 2018). Las moléculas de alrededor de 400 Da tienden a
absorberse facilmente y transportare entre la nariz y cerebro. Sin embargo, la naturaleza
fisicoquimica también define su trayectoria de la cavidad nasal hacia el SNC. La
liposolubilidad de una molécula, por ejemplo, determina su tasa de difusién pasiva a
través de epitelios y por ende qué tan bien se absorbe, se distribuye y se elimina. El
método mas comun para cuantificar la liposolubilidad es usando el logaritmo del
coeficiente de reparto octanol-agua o log £, que en términos sencillos mide la proporcién
en que una molécula en solucion se disuelve en agua y en un solvente organico o lipidico
(Bhal, 2007). Un valor de log P positivo indica que el compuesto es lipofilico, mientras
gue uno negativo indica que es hidrofilico. Para un transporte eficiente hacia el SNC, se
requieren moléculas lipofilicas con un log Pde entre 1.5y 2.7 (van Woensel et al., 2013).

La combinacién de propiedades fisicoquimicas permite que una molécula lipofilica de
bajo peso molecular (<500 Da) tenga la facilidad para absorberse por los capilares hacia
la circulacién sistémica y atravesar la BHE con biodisponibilidades de cerca del 90 % (Frey
I, 1989). Adicionalmente a la fraccion absorbida en la circulacion, estas moléculas pueden
llegar al SNC por vias directas desde la cavidad nasal con efectos en cuestion de minutos
(Dhuria et al., 2010). Este ultimo seria el caso de la MP, particularmente el succinato sédico
de MP, que tiene un log P de 2.53 y un peso molecular de 496.53 Da (Drugbank, 2020).
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Otro punto a favor del succinato sédico de MP es que en solucion tiene un pH entre 7 y
8, dentro del rango para evitar dafos a la mucosa (Pires et al., 2009).

Adicionalmente, la solubilidad del farmaco puede determinar el éxito de su
administracion por via IN. La solubilidad esta ligada a la absorcion y determina el volumen
que se administra. Un farmaco ideal para administrar por la via intranasal es aquel que
puede solubilizarse en un volumen minimo y puede absorberse rapidamente sin
necesidad de disolverse (Erdd et al.,, 2018). Los volumenes maximos a administrar por via
intranasal son 20 pL en ratones, en ratas 100 pL y en humanos 200 uL (Per G Djupesland
et al., 2014). Estos volumenes se suelen dividir equitativamente entre las 2 fosas nasales
para tener la mayor superficie de absorcion posible. Para que la dosis tenga la suficiente
potencia, se recomienda una solubilidad mayor a 50 mg/ml (Bitter et al., 2011). El
succinato soédico de MP tiene una solubilidad minima en agua 667 mg/ml que
representaria la posibilidad de administrar, por lo menos, 133 mg en una dosis para el
volumen recomendado en humanos (Yalkowsky & He, 2003).

Una vez tomando en cuenta estos factores, y asegurandose que una molécula cubra en

gran parte los requisitos, cobra importancia el saber como llega el farmaco al SNC a través
de la via IN.

2.3.4. Distribucién de farmacos desde la cavidad nasal hasta el SNC

Son dos las regiones de interés principal en cuanto a la administracion IN. Por un lado, se
encuentra la regidn olfatoria, inervada por el nervio olfatorio, cuyas dendritas estan en
contacto con cavidad nasal (regiones moradas en la Figura 3, paneles Ay B). La otra regién
de interés es la region respiratoria, inervada por el nervio trigémino que llega a tallo
cerebral (regiones en amarillo de los paneles A y B en la Figura 3). Algunas de sus
terminaciones libres se encuentran cerca de la superficie epitelial (Lochhead & Thorne,
2012).

Dependiendo de si una sustancia utiliza primordialmente el nervio trigémino o olfatorio
para viajar hacia el SNC, es donde se pueden encontrar las mayores concentraciones de
farmaco tras la administracion IN (Ganger & Schindowski, 2018). Una concentracion
mayor en el bulbo olfatorio indica un transporte mediante el nervio olfatorio (Figura 3,
flechas azules). Por el contrario, si se detecta una concentracion mas elevada en el tronco
encefalico, probablemente la sustancia haya llegado a través del nervio trigémino (Figura
3, flechas rojas). Posterior a su llegada a estas zonas anatémicas, las sustancias pueden
distribuirse en minutos a otras zonas del SNC mediante flujo convectivo en espacios
perivasculares o a través del LCR (Lochhead & Davis, 2019). Las zonas donde
frecuentemente se puede encontrar altas concentraciones de una molécula después de
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su administracion IN son: hipocampo, nucleo estriado, puente troncoencefalico, corteza
(en un gradiente rostral-caudal) y la médula espinal cervical (Chung et al.,, 2020; Fan et al,,
2019; Hanson et al., 2009; Johnson et al.,, 2010; Kumar et al., 2018).

Figura 3.

Rutas de la administracion intranasal desde la cavidad nasal hacia el SNC.
Administracién IN en humanos (A) y en ratén (B). Para ambos casos, el bulbo olfatorio y las
neuronas que emanan de €l estan en morado. El nervio trigémino se muestra en amarillo.
Tras la administracién IN el farmaco puede llegar al SNC a través del nervio olfatorio (flechas
azules) o trigémino (flechas rojas). C) Posibilidades de transporte desde el epitelio hacia la
lamina propia. Adaptada de Selvaraj, Gowthamarajan, & Karri, 2017 y Veronesi et al., 2020.

Una vez que un farmaco se encuentra en contacto con el epitelio o con las terminaciones
nerviosas, hay 2 vias que puede seguir para llegar al SNC: la extracelular y la intracelular
(Ilum, 2015). El transporte extracelular de la nariz hacia el SNC se da en dos etapas. En la
primera, el reto es que el farmaco atraviese el epitelio nasal y llegue a la lamina propia. El
mecanismo principal es la difusion paracelular, por espacios entre las células del epitelio
(Figura 4, flechas rojas). A pesar de que las uniones estrechas pudieran presentar un
obstaculo, la alta tasa de recambio permite que moléculas tan grandes como la albumina
(65kDa) puedan pasar (Crowe et al., 2018). Otra posibilidad, como se muestra en el mismo
panel de la Figura 4 en azul, es que el farmaco atraviese el epitelio por transcitosis. Una
vez que este llega a la lamina propia, hay varias posibilidades para que alcance el SNC.
Quiza la mas directa es la difusion o conveccion en canales perineurales, perivasculares o
linfaticos asociados a las fibras nerviosas que liberan las moléculas en el espacio
subaracnoideo o directamente al compartimiento craneal. Otras opciones son que se
absorban por capilares linfaticos o sanguineos (Witt & Sandoval, 2014)
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En la via intracelular, también ilustrado en la Figura 4 en verde, el mecanismo principal es
la endocitosis. Involucra la internalizacién del farmaco a la neurona, y a pesar de que
puede estar mediado por receptores, el amplio rango de dimensiones de moléculas que
se sabe puede usar esta via hace pensar que es mas comun la pinocitosis. Las moléculas
viajan a través del soma y el axdn de las neuronas. Este es un proceso extremadamente
lento, tomando hasta 24 horas para que el farmaco se pueda detectar en el cerebro
(Crowe et al., 2018).

Figura 4.
Posibilidades de transporte desde el epitelio hacia la lamina propia.
Adaptada de Dhuria et al., 2010; Lochhead & Thorne, 2012.

Aunque la via intracelular y extracelular representan procesos disimiles, no resulta tan
simple distinguir la via que un farmaco sigue, no sélo por las técnicas que se requieren,
sino porque una rama del nervio trigémino, confluye en la placa cribiforme con el nervio
olfatorio (H. Baker & Spencer, 1986). Ademas, son pocos los trabajos que se preocupan
por establecer o al menos ofrecer una hipdtesis sobre la via de entrada hacia el SNC (Frey
II, 1989; Stein & Thiel, 2017). No obstante, cuando lo hacen, la mayoria de los trabajos
reportan la presencia del farmaco en el SNC en cuestion de minutos o un par de horas.
Esto apuntaria a que el transporte es mas bien extraneuronal o extracelular.

2.3.5 Desventajas de la via IN

La via IN, al igual que otras rutas de administracion, tiene sus propias desventajas. Los
mecanismos fisioldgicos que ayudan a remover cuerpos extrafios de la nariz pueden
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actuar en contra de la administracion IN. Estos mecanismos son el aclaramiento mucociliar
y la degradacién enzimatica (Serralheiro et al., 2014). La tasa de aclaramiento mucociliar
se puede modificar tras la administracion de farmacos ya sea mediante alteraciones del
ritmo con que los cilios se mueven o por la produccién de moco. Cualquier compuesto
que irrite la mucosa, por ejemplo, hace que el aclaramiento se incremente y que su
permanencia en la cavidad nasal se reduzca (Ganger & Schindowski, 2018; Gizurarson,
2015). Se estima que si una formulacion carece de mucoadhesivos, el mecanismo de
aclaramiento la remueve de la cavidad nasal en 20 minutos (I.-D. Kim et al., 2012). Si esto
no fuera suficiente, en la cavidad nasal existen exopeptidasas y endopeptidasas que
pueden degradar el farmaco (Sarkar, 1992).

Esta via no puede usarse en cualquier paciente; hay condiciones que afectan la absorcion
de un farmaco en la cavidad nasal. El aclaramiento mucociliar puede ser afectado en
padecimientos como la fibrosis quistica, asma y diabetes (Pires et al., 2009). Las alergias e
infecciones pueden producir una hipertrofia de cornetes que impide una adecuada
exposicién al farmaco y su distribucion en la cavidad nasal (Grassin-Delyle et al., 2012).
Condiciones como un tabique nasal desviado o perforado también afectarian la eficiencia
de la via IN (Frank et al., 2012; Suman, 2013).

Mas alla de las caracteristicas de los pacientes, no cualquier molécula o formulacién se
puede administrar por via IN. Anteriormente se comentdé de las caracteristicas
fisicoquimicas necesarias para que una molécula se pueda administrar por esta via.
Ademas es necesario considerar que una formulacion por debajo de un pH de 5.5 o mayor
de 6.5 puede irritar la nariz y afectar la absorcion (Bitter et al., 2011). Un pH mayor a 6.5
puede favorecer el crecimiento de bacterias dentro de la cavidad nasal (Suman, 2013). Las
formulaciones también pueden incluir preservadores o agentes promotores de
permeacién que produzcan irritacion o dafio en la cavidad nasal (Dhuria et al., 2010;
Quadir et al,, 1999).

La alta variabilidad de eficiencia entre individuos se suele citar como otra desventaja de
la via IN. Esta variabilidad, mas alla de alteraciones o padecimientos evidentes, se puede
deber a las diferencias en dimensiones de la cavidad nasal entre pacientes: Las personas
con valvulas nasales mas anchas tienen mayor posibilidad de responder favorablemente
a un tratamiento IN (D S Quintana et al., 2015). Otra fuentes de variabilidad puede ser la
técnica de administracion que se emplea (gotas vs. spray) y la pérdida de dosis asociada
a la técnica y su dominio (Per G Djupesland, 2018). Para minimizar la variabilidad, se han
disenado diferentes dispositivos cuyo blanco es la cavidad nasal superior, donde se
encuentran las inervaciones del nervio olfatorio. Estos dispositivos también toman en
cuenta la anatomia y los movimientos de las valvulas nasales (Per G Djupesland et al.,
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2014; Erdo et al., 2018). Sin embargo, se necesita capacitar a los pacientes en el uso de
estos dispositivos para que no se pierda parte de la dosis por una inhalacion o deglucion.

Dentro de los efectos adversos que se suelen reportar para medicamentos administrados
por la via IN esta un sabor amargo, epistaxis (hemorragia nasal), irritacién nasal y de la
garganta (Erdé et al,, 2018; Grassin-Delyle et al., 2012; Quadir et al., 1999). El uso frecuente
de esta ruta podria causar a la larga dafios en la mucosa nasal que representarian una
pérdida del olfato o una mayor susceptibilidad a infecciones (Campbell et al., 2012). Los
efectos adversos relacionados al uso de corticoesteroides IN se describen mas adelante.

Habiendo presentado un panorama sobre la ruta de administracién IN y la idoneidad de
la MP para administrarse por ella, la Ultima parte de esta introduccion detalla las
experiencias previas usando esta ruta. Este proyecto no es el primero en explorar la via IN
en modelos experimentales de EMRR, pero si es de los pocos que busca usarla para el
tratamiento de las recaidas.

2.3.5. Antecedentes clinicos v preclinicos de la via IN

23.6.1. Antecedentes de la via IN en modelos experimentales de EM

La via IN se empezd a explorar en modelos de la EM, en la década de los 90s. El primer
estudio que empled esta ruta fue en un modelo de rata donde se observé que al
administrar péptidos de proteinas de la mielina a través de la nariz antes de la induccion
de la EAE, se podia inducir tolerancia contra linfocitos autorreactivos (Bai et al., 1997). Al
evaluar ARN mensajero de citocinas en SNC, encontraron que TNF-a disminuia y TGF-$ e
IL-4 aumentaban su expresion. A pesar de que se siguieron realizando estudios de
administracion IN de estos péptidos, el analisis se enfocd a sus efectos en la periferia y
no a lo que estaba ocurriendo en el SNC.

La ruta IN se concibié como una forma de controlar la neuroinflamacion de la EM hasta
2004, cuando en ratas sanas, se evaluo el efecto del interferén beta, el tratamiento
modificador de la enfermedad mas comun en EMRR, por la via IN (Ross et al., 2004). Por
medio de una autorradiografia los investigadores reportaron que no sélo el interferon
beta llegaba a todo el cerebro, sino que lo hacia en concentraciones muy superiores (98
%) a las alcanzadas por la via IV. También reportaron que hallaron el farmaco en los
ganglios cervicales profundos. El experimento se repitié en monos, donde se reporté que,
tras la administracién IN, el interferon se concentraba en el encéfalo, especialmente en
los bulbos olfatorios y ganglios basales (Thorne et al., 2008). Recientemente se retom¢ la
exploracion de este farmaco por via IN. Al encapsularlo en nanoparticulas se demostré
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que estas eran mas efectivas para revertir el dafio causado por la EAE que la
administracion peritoneal (Gonzalez et al., 2020).

Usando la via IN se han estudiado diferentes estrategias para reducir la neuroinflamacion
en modelos de EM. Por ejemplo, se encontré que un péptido derivado del fibrindgeno, al
administrarse por la via IN, inhibia la activacion de la microglia y suprimia la paralisis
asociada a la EAE (Adams et al., 2007). Asimismo hubo intentos de administrar por la nariz
fagos o virus no patdgenos, modificados para que expresaran la proteina basica de
mielina o interferén beta, pero ambos intentos se usaron de manera preventiva y no
terapéutica, teniendo resultados poco alentadores (Quinn et al., 2008; Rakover et al.,
2010). La via IN se empled también para el transplante de células: linfocitos T reguladores,
células mononucleares, microglia, y células mesenquimales estromales modificadas para
mejorar la respuesta inmunosupresora y anti-inflamatoria o para promover la
remielinizacion (Beigi Boroujeni et al., 2020; Fransson et al., 2012, 2014; Guo et al., 2019;
Mayo et al., 2016; Zhang et al., 2014). En los ultimos afos se ha buscado el desarrollo de
nanoparticulas con farmacos como la teriflunomida (Gadhave & Kokare, 2019) o con
ARNSs de silenciamiento (Youssef et al., 2019). Estos estudios no han evaluado el efecto
sobre la neuroinflamacién, sino sobre la remielinizacién.

Otro grupo de estrategias empleando la via IN, en la que por cierto contribuye este
proyecto, es la administracion de farmacos anti-inflamatorios. Un par de inhibidores de
las cascadas de inflamacion han demostrado efectos protectores en la EAE; se trata de
inhibidores de STAT3 (transductor de sefial y activador de la transcripcion 3) y ROCK
(cinasa asociadas a rho), JSI-124 (Zhuang et al., 2011) y FSD-C10 respectivamente (Li et
al., 2014). Al inhibir STATS3, la diferenciacién de linfocitos CD4* hacia un fenotipo Th17 se
ve impedida y las células mieloides (monocitos y macréfagos) pierden su capacidad de
funcionar como células presentadoras de antigeno (Egwuagu & Larkin, III, 2013; H. C. Lu
et al,, 2020). Bloquear la actividad de ROCK también interfiere con la activacion,
proliferacion, diferenciacion y migracion de linfocitos autorreactivos, pero ademas
contribuye a la generacion de linfocitos T reguladores y microglia/macréfagos M2 (Yan
et al.,, 2019).

Especificamente hablando del uso de glucocorticoides por via IN en el modelo de EAE
existen una publicacién previa. Duchi, Ovadia, & Touitou (2013) administraron
prednisolona de manera preventiva (antes de inducir el modelo) en la EAE. La dosis que
emplearon fue minima, equivalente a 1.2 mg/kg de MP. No obstante, con ella pudieron
retrasar la aparicion de la EAE y los signos correspondieron a menores grados de
severidad que el grupo que recibié prednisolona subcutanea (control). También
observaron que los niveles de citocinas pro-inflamatorias disminuyeron comparado con
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los controles. Las diferencias entre este trabajo publicado y el que se describe en esta
tesis, se explican en la Justificacién.

2321  Antecedentes de la via intranasal en EMRR

Hasta el momento de la escritura de esta tesis, no habia trabajos publicados empleando
la via IN en pacientes con EMRR como una forma de controlar la neuroinflamacién en
recaidas. Lo que si se encontro fue un par de registros en la base de datos de ensayos
clinicos de los Institutos Nacionales de Salud de los Estados Unidos de América. El primero
de ellos, registrado en 2008, detalla un estudio piloto en 10 pacientes usando
dexametasona para las recaidas (Touitou & Karussis, 2008). Sin embargo, este estudio no
recibié autorizacién del Ministerio de Salud de Israel y no se llevé a cabo. El sequndo de
ellos, en desarrollo, busca mejorar la funcién cognitiva de los pacientes con EM mediante
la administracion IN de insulina (Newsome & Mowry, 2016). Como objetivo secundario
tiene averiguar si la administracion IN de insulina modifica las mediciones de estrés
oxidativo, dafio axonal, estrés celular y el metabolismo en la EM.

Otro uso de la via IN en la EMRR es como tratamiento de un sintoma secundario, la
enuresis nocturna y la disfuncién de la vejiga. Para esto se puede administrar
desmopresina IN (Ferreira & Letwin, 1998; Fredrikson, 1996). La desmopresina se concibid
desde el principio para tener un efecto sistémico y no en el SNC (Ganger & Schindowski,
2018). Sus propiedades como una molécula hidrofilica, de alto peso molecular y baja
absorcién no la hacen un buen candidato para llegar al SNC, pero no se puede descartar
que tras la administracién IN una fraccién pudiera llegar al cerebro (Merkus, 2006).

2322  Experiencias en el uso de esteroides nasales en pacientes: posibles efectos
aaversos

A falta de un antecedente directo del uso de glucocorticoides IN para el tratamiento de
neuroinflamacion, por lo menos las experiencias previas en el uso de glucocorticoides
nasales pueden darnos una idea de los alcances y posibles efectos adversos que se
podrian observar al usar MP IN para tratar recaidas.

El uso de un corticoesteroide por via IN ciertamente no es novedoso. Los esteroides
intranasales en pacientes llevan en uso desde mediados de la década de los 50s. Son el
tratamiento recomendado para rinitis alérgica, asma, y polipos nasales, aunque también
se utilizan en rinosinusitis aguda y cronica, hipertrofia de adenoides y conjuntivitis alérgica
(Sastre & Mosges, 2012). Ademas de reducir la inflamacion de vias respiratorias, el uso de
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glucocorticoides intranasales tiene beneficios como regenerar y restaurar la funcion de la
mucosa (Samolinski et al., 2014).

No obstante, los glucocorticoides IN actualmente disponibles tienen como objetivo
actuar directamente sobre la mucosa nasal (accion topica), por lo que las formulaciones
buscan la menor absorcién y distribuirse principalmente en la cavidad nasal anterior (Per
Gisle Djupesland, 2013; Marx et al., 2015). Por ello, no hay exposicién sistémica y no
presentan los efectos adversos de las otras vias de administracion de corticoesteroides,
aunque si tienen efectos a nivel local.

Incluso y cuando carecen de la formulacion ideal, existe evidencia de que los
corticoesteroides nasales que existen en el mercado podrian tener como efecto
secundario fortuito el proteger al SNC de eventos inflamatorios y degenerativos. Al menos
esto es lo que los autores concluyeron tras evaluar la incidencia de enfermedad de
Alzheimer entre usuarios de un spray nasal de propionato de fluticasona (Lehrer &
Rheinstein, 2018).

Dentro de tantos afios de uso, los efectos adversos reportados son relativamente leves y
transitorios. La terapia IN con corticoesteroides frecuentemente produce irritacién menor
en la cavidad nasal. Ademas de esta irritacion, los efectos adversos mas comunes son la
epistaxis, inflamacion de la garganta, sequedad nasal, sensacion de quemazon y picazén
(Gupta & Fonacier, 2016). En la mayoria de los casos estos efectos son moderados y se
resuelven solos sin descontinuar el tratamiento. Una revision sistematica donde se
incluyeron 34 estudios o reportes de caso concluy6 que no hay evidencia histolégica que
corresponda a una atrofia de las mucosas tras el uso de corticoesteroides IN (Verkerk et
al., 2015). Los pocos casos de atrofia de la mucosa nasal y la perforacién o ulceracion del
tabique nasal probablemente se originan por una técnica inapropiada de administracion
(Lambert, 2013).

Vale la pena mencionar que mientras en los padecimientos como rinitis y asma el
tratamiento es cronico, para la EM se contempla un uso esporadico, Unicamente dentro
de las recaidas. Es posible que incluso estos efectos adversos reportados para la
administracion IN de corticoesteroides no sean experimentados por pacientes que los
usen por 3 o 5 dias, entre 1y 3 veces al afio.
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3. Justificacion

Existen miles de esfuerzos alrededor del mundo para reducir la discapacidad y la
neurodegeneracién ligada a la EMRR. Son buenas intenciones; la mayoria de los
tratamientos que se han desarrollado buscan reducir el nimero de recaidas en el largo
plazo (Faissner & Gold, 2018). Sin embargo, en la actualidad las recaidas son todavia parte
de la realidad de la EMRR y son escasos los esfuerzos que buscan mejorar su tratamiento
incluso sabiendo que determinan la evolucion de la EMRR (D. S. Goodin et al.,, 2016).

Aunado a esto, el tratamiento estandar actual de las recaidas por la via IV representa en
si un impacto econémico para los pacientes en México. Los pacientes tienen que dedicar
tiempo no soélo para ir a una consulta donde les confirmen que estan atravesando una
recaida, sino que ademas necesitan asistir al centro de salud por tres o cinco dias
consecutivos para recibir el tratamiento. Los pacientes acuden aun y cuando saben que
la MP 1V frecuentemente implica efectos adversos importantes e incomodidad.

Hasta que los tratamientos modificadores de la enfermedad alcancen tasas de
disminucién de recaidas cercanas al 100%, sera necesario un tratamiento para las recaidas.
Por ello se requiere la identificacion de otra via de administracion que mantenga la
eficacia, prometa una mejor entrada del medicamento al SNC, controlando la
neuroinflamacion desde el SNC, y evite la frecuencia e intensidad de los efectos adversos
que se han reportado al emplear la via oral e IV. La administracién de MP deberia ser
sencilla, funcional y menos invasiva que lo que la administracion IV representa
actualmente.

Por el momento, la via oral para el tratamiento de recaidas no es una alternativa debido
a la falta de presentaciones farmacéuticas con la dosis requerida. Si la administracion IN
de MP resulta efectiva constituiria un tratamiento que se pueda aplicar en segundos tras
la identificacion de sintomas de una recaida desde la comodidad de casa, puede tener un
mejor apego y puede ayudar a que los pacientes tengan una mejor recuperacion de las
recaidas, con menos discapacidad acumulada. Para un ensayo piloto, no necesitaria de
grandes reformulaciones.

De entre los diferentes modelos para la EM, se decidié emplear el modelo de la EAE con
MOGss.ss en este trabajo por ser un modelo reproducible y robusto (Bittner et al., 2014).
Gracias a su evolucidn monofasica, es sencillo evaluar la eficacia de un tratamiento. Por
supuesto que la EAE tiene varias desventajas y no imita por completo a la EMRR, pero es
el Unico modelo que considera ampliamente la inmunopatologia y donde se puede
estudiar los efectos de un tratamiento sobre el sistema inmune (D. Baker & Amor, 2014;
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Lassmann & Bradl, 2017). Debido a lo anterior, no resulta extrafio que sea el modelo mas
empleado en investigacién traslacional de EMRR.

Aunque existen antecedentes de la eficacia de la administracion de glucocorticoides IN
en la EAE, la administraciéon se realiz6 desde el dia induccion del modelo (Duchi et al.,
2013). Esto modifica desde un principio la respuesta neuroinflamatoria, resultando en una
EAE mas severa (Wust et al., 2012). Ademas, pensando desde un enfoque terapéutico, los
pacientes no acuden a los servicios de salud sino hasta después de presentar sintomas y
no hay evidencia de que un tratamiento a largo plazo con corticoesteroides retrase la
aparicion de recaidas (Ciccone et al., 2008).Otra gran diferencia en el trabajo de Duchi et
al., (2013) es que las dosis de glucocorticoide se dieron diariamente, desde la induccién
hasta el sacrificio, mientras que en este trabajo se plantea administrar Gnicamente 3 dosis
tras el inicio de los signos.

No obstante que los esquemas de dosificacion y administracién varian, los resultados
positivos publicados anteriormente con glucocorticoides y otros agentes anti-
inflamatorios por via IN en la EAE ofrecen suficiente evidencia para pensar que la
administracion IN de MP sera por lo menos igual de eficaz que la via IV para reducir la
severidad de la EAE (Duchi et al, 2013; Guo et al, 2019; Zhuang et al, 2011). De
comprobarse esto, el hecho de que la MP sea ya un farmaco aprobado para uso en el
tratamiento de recaidas de la EMRR, permitiria ofrecer una opcion de tratamiento en el
mediano plazo en contraste con otras moléculas que se han probado por la via IN en la
EAE.
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4. Hipotesis y Objetivos

4.1. Hipotesis

La administracién IN de MP es capaz de controlar la inflamacion en el SNC y el
agravamiento neurolégico asociado al modelo de EAE con una eficacia igual o mayor que
la de la administracion IV de MP.

4.2. Objetivo principal
Estudiar la capacidad de la MP IN para controlar la severidad de los signos en la EAE y
promover efectos anti-inflamatorios, asi como compararlos con los de la administracion

IV de MP con el fin de proponer una opcion adicional de tratamiento de recaidas en la
EMRR.

4.2.1. Obijetivos particulares

a) Realizar un seguimiento de los signos y grados de EAE tras la administracién de
MP IV e IN y hasta los 28 dias post-induccion.

b) Describir la extensién y localizacion de infiltrados celulares y probables zonas de
desmielinizacion en médula espinal.

c) Observar si existen cambios en la activacion y morfologia glial en la médula
espinal tras el tratamiento con MP IN y si se asemejan a los efectos de la MP V.

d) Determinar si el tratamiento IN de MP puede reducir los niveles de citocinas pro-
inflamatorias en SNC y periferia.

e) Indagar la concentracion de MP que llega al SNC tras la administracién IN en
comparacion con la IV y definir probables dosis menores.

f) Estudiar efectos de diferentes concentraciones de MP IN sobre la evolucion de la
EAE.

g) Explorar posibles efectos secundarios de administracion IN a nivel de la cavidad
nasal.
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5. Metodologia

5.1. Encefalomielitis autoinmune experimental

El protocolo que se describe a continuacion fue registrado y aprobado por la Comision
Institucional para el Uso y Cuidado de los Animales de Laboratorio (CICUAL) del Instituto
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM con el nimero de protocolo 1285. La EAE se
indujo en ratones hembra C57BL6/J de 10 a 12 semanas de edad y con un peso minimo
de 18 g. Los ratones se alojaron en grupos de 3 0 4 y se les proveyd agua y comida
ilimitada. Se eligieron hembras puesto que no hay en la literatura evidencias de
diferencias entre sexos en esta cepa y podian agruparse sin problema alguno (Okuda et
al., 2002). Se prepar6 una emulsién 1:1 de péptido MOGss.ss resuspendido en solucién
salina y adyuvante completo de Freund con 5 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis
H37RA. La emulsion se inyectd en 4 puntos de los flancos dorsales de manera subcutanea.
Todos los animales se indujeron bajo anestesia con sevoflurano para evitar mas
inyecciones de las necesarias y garantizar que la emulsiéon se depositara adecuadamente.
En cada punto se inyectaron 50 ul de la emulsién, dando un total de 200 pl por ratén.
Adicionalmente se les inyectaron intraperitonealmente 300 ng de toxina de Bordetella
pertussis. Los ratones recibieron una segunda dosis de toxina 48 h después. Los animales
se pesaron al momento de la induccion y diariamente hasta su sacrificio. Los signos de la
EAE se evaluaron de acuerdo a la escala de Bittner, Afzali, Wiend|, & Meuth, 2014 (Anexo
I). El peso y los grados fueron obtenidos por un evaluador ciego a los tratamientos.
Cuando los animales fueron evaluados con un grado 5 o superior, se les colocé comida
himeda en el piso de la caja y se monitorearon 2 veces al dia. Los porcentajes de
induccion de la EAE de todos los experimentos se ubicé entre 47.8 y 100%.

5.2. Calculo de la dosis equivalente de MP

Para convertir la dosis de MP empleada en humanos, 1 g, a una dosis apropiada para
ratones se empleo la férmula de Reagan-Shaw y colaboradores (Reagan-Shaw et al., 2008)
que considera la superficie de absorcion de cada una de las especies. Asi se obtuvo una
dosis de 205 mg/kg que se redondeé para fines practicos a 200 mg/kg.

5.3.Preparacién y administracién de tratamientos

Se empled para todos los tratamientos una presentacién comercial de MP, Solumedro/
(Pfizer, México) de 500 mg. Estos se disolvieron en la menor concentracion posible del
diluyente (agua inyectable con 2% alcohol bencilico), 2.3 ml, para poder preparar las dosis
en la concentracion y volumen final necesarios. Ya reconstituida la MP, Unicamente se
conservo por 10 dias en refrigeracién y previo a cada uso se mezclo en el vortex.
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Para observar una diferencia de por lo menos 2 grados en la escala de EAE con un poder
de 80% y una significancia del 95% se calculd, de acuerdo con los resultados obtenidos
por Duchi et al. (2013) con prednisolona y un piloto inicial, que la nrequerida por grupo
experimental era de 6 ratones. Este tamafio de muestra se calculé con la herramienta en
Internet Power and Sample Size (Vanderbilt University). Se decidié que la diferencia
observada fuera de 2 grados para evitar ruido de evaluaciones subjetivas cuando los
signos observados no correspondian a un grado especifico en la escala.

Unicamente aquellos ratones que alcanzaron un grado 2 (paralisis total de la cola) se
asignaron a uno de los grupos experimentales. Para asegurarse que todos los grupos
experimentales tuvieran condiciones iniciales similares, se cuidd que los grupos tuvieran
promedios similares en cuanto al peso corporal y el grado de EAE a la aparicidn de signos.
Los promedios se compararon mediante una ANOVA (peso) o Kruskal-Wallis (grados EAE).
Se comprobd que no hubiese diferencias significativas antes de decidir en qué grupo se
asignaba un ratén. Los grupos experimentales empleados fueron los siguientes:

A) Controles (EAE+SS): recibieron solucion salina (SS) con 2% de alcohol bencilico
(diluyente de MP) por via IV (200 pl volumen final) o por via IN (20 pl volumen final). La
mitad de los ratones se trataba por via IV y la otra mitad IN.

B) Intravenosos (EAE+MP 1V): recibieron solucién de MP (200 mg/kg) ajustada al peso del
primer dia de tratamiento por inyecciéon en venas laterales de la cola en un volumen
maximo de 200 pl. La administracion se realizd posterior a la dilatacion de venas con agua
a 45 °C. Se consider6é una administracion exitosa si al momento de realizar la inyeccion
no hubo resistencia y se observé sangre en el lugar de inyeccion o en la jeringa (Shimizu,
2004).

C) Intranasales (EAE+MP IN): recibieron 10 ul en cada fosa de la solucién de MP (200
mg/kg) ajustada al peso del primer dia de tratamiento. Las dosis intranasales se aplicaron
con una micropipeta, colocando la punta y liberando la solucién lentamente en la fosa
nasal con el raton boca arriba en la palma de la mano. Para evitar el uso de anestesia, se
adopto un protocolo de habituacién al agarre en posicion supina, mostrado en la Figura
5 (Hanson et al.,, 2013). Se asegur6 que la dosis se absorbiera por completo antes de
incorporar al raton a la caja. Todos los tratamientos se administraron una vez al dia por
tres dias consecutivos.
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Figura 5.
Administracién intranasal en ratones.
El animal se coloca en posicién supina, sosteniéndose con el dedo pulgar e indice. La solucién se
va depositando lentamente en las fosas nasales, intercaldandolas hasta administrar toda la dosis.
Se da tiempo de que la fraccién de la dosis administrada se absorba. El agarre se mantiene hasta
que la solucioén se absorbe por completo.

5.4. Obtencién y procesamiento de muestras

Se emplearon 2 tiempos de sacrificio para permitir una evaluacion mas sensible de los
efectos de la MP IN. El primero se llevé a cabo un dia después del ultimo tratamiento,
cuando los ratones aun experimentaban la fase aguda, o pico, de la EAE y se puede
caracterizar mejor la respuesta inflamatoria. El segundo punto de sacrificio se realiz6 a los
28 dias. Este punto nos permitio observar la evolucién de la EAE y la desmielinizacion. Los
animales se sacrificaron usando 1.5 mg de ketamina y 0.2 mg de xilazina intraperitoneal.
Para las pruebas de histologia e inmunfluorescencia se perfundié usando
paraformaldehido al 4%, mientras que, para la mediciéon de citocinas, se realizd con
solucion salina estéril.

5.5. Descripcién histolégica de la infiltracion celular y el epitelio nasal

Posterior a la perfusion, las médulas espinales y las cavidades nasales se extrajeron y se
fijaron por 24 h en paraformaldehido al 4%. Las médulas se incluyeron en parafina y se
cortaron en secciones de 5 ym para posteriormente tenirse con hematoxilina y eosina
para evaluar inflamacién o con azul luxol rapido y violeta de cresilo para desmielinizacion.
Se realizaron cortes seriados de segmentos de la médula espinal correspondientes a las
porciones lumbares y toracicas. En el caso de las cavidades nasales, se siguid¢ una técnica
en la que se remueven los huesos y posteriormente se incluyen por congelacion en Tissue-
Tek (Dunston et al., 2013). Se realizaron cortes de 7 ym pertenecientes al epitelio
respiratorio y al epitelio olfatorio. Las imagenes se adquirieron usando un microscopio
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Olympus BX51-WI y se reconstruyeron usando el programa Stereo Investigator (MBF
Bioscience).

Para los cortes de la médula espinal, se evalud la inflamacién y desmielinizacion en cortes
de 6 ratones por grupo usando una escala propuesta por Brahmachari y Pahan (2007).
Segun sus resultados y los de otra fuente donde se emplea esta escala (Mondal et al.,
2018), se determin6 en Power and Sample Size (Vanderbilt University) este tamafo de
muestra considerando una desviacion estandar de 1, un poder de 80% y una alfa de 0.05
para detectar diferencias de por lo menos 2 puntos entre muestras.

La inflamacién se cuantificd, de acuerdo con escalas previamente publicadas, como el
nimero de células infiltradas y el nimero de vasos rodeados. La cuantificacion del
infiltrado se realiz6 por evaluadores ciegos que analizaron imagenes obtenidas con un
aumento de 40x de diferentes puntos de la sustancia blanca en la médula espinal: funiculo
posterior (centro), funiculos laterales (izquierdo y derecho) y funiculo anterior (izquierdo
y derecho). Se contaron nicleos en areas equivalentes a 0.01 mm?2. Al promedio de estas
5 areas, se les rest6 25, el promedio de nucleos hallados en cortes en animales sin
tratamiento. Esto se repitid con 5 cortes subsecuentes por animal. Los valores en la grafica
en la seccion de Resultados representan el promedio de estos conteos por animal. En
reconstrucciones de la médula capturadas a 20x, un evaluador ciego contabilizo el
numero de vasos rodeados siempre y cuando cumplieran con la siguiente definicion:
acumulacion de leucocitos en la sustancia blanca en forma de anillo rodeando el lumen
que corresponderia a un vaso (Agrawal et al., 2013). Segun el nimero de vasos rodeados
hallados, se les asignd un valor del 0 al 3: 0, sin vasos rodeados de infiltrado; 1, 1-2 vasos
rodeados de infiltrado; 2, 3-5 vasos rodeados de infiltrado; y 3, mas de 5 vasos rodeados
de infiltrado por corte (Brahmachari & Pahan, 2007). La evaluacién se realizé en cinco
cortes seriados de seis ratones por grupo experimental.

Para evaluar la diseminacién de la desmielinizacion (tinciones Kliver Barrera con azul
Luxol rapido y violeta de cresilo) se usaron también reconstrucciones de imagenes de
médulas con un aumento de 20x. Un evaluador ciego a los tratamientos examiné 5
imagenes seriadas por animal usando la siguiente rdbrica: 1, trazas de desmielinizacion
subpial (Unicamente en los margenes); 2, desmielinizacién subpial y perivascular
evidente; 3, desmielinizacion subpial o perivascular confluyente; 4, desmielinizacién
perivascular o subpial masiva involucrando la mitad de la médula espinal con presencia
de infiltrado celular en el parénquima; 5, desmielinizacion perivascular o subpial extensiva
involucrando todo el corte de médula espinal y con presencia de infiltrado celular en el
parénquima (Zappia et al, 2005). Se analizaron imagenes de 6 ratones por grupo
experimental.
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5.6. Inmunofluorescencia

Los tejidos para inmunofluorescencia se procesaron por congelacién. Antes de ser
incluidos en Tissue-Tek, se sometieron a gradientes de sacarosa. El grosor de los cortes
fue de 40 um y correspondieron a la seccidon lumbar/toracica de la médula espinal. Los
cortes se preservaron en PBS 1x hasta ser tratados mediante la técnica de flotacién con
volumenes finales de 200 pl. Para la recuperacion de antigenos se incubaron los cortes en
acido férmico al 70% por 3 min a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron con
TBS (solucion salina tamponada con Tris) y bloqueadas con una solucion 2% de albumina
de suero bovino (BSA) en TBS por 30 min a temperatura ambiente. Los cortes se incubaron
toda la noche a 4 °C con los anticuerpos primarios en BSA al 10% en TBS. Tras realizar los
lavados, las muestras se incubaron con los anticuerpos secundarios durante 90 min a
temperatura ambiente diluidos de la misma forma. Las muestras se montaron sobre
portaobjetos con medio Vectashield con DAPI (4 '6-diamidino-2-fenilindol) para
visualizar nucleos. Las combinaciones y concentraciones de anticuerpos empleados
fueron las siguientes:

Marcador Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

1:1000 anti-cabra de burro

Iba1 1:200 anti-Iba1 cabra Alexa Fluor 488
(microglia y macrofagos) Abcam, Cambridge, MA )
Abcam, Cambridge, MA
GFAP 1:500 anti-GFAP conejo 1:1000 anti-conejo de
(astrocitos) Dako, Santa Clara, CA cabra Alexa Fluor 594
Invitrogen, Carlsbad, CA
MBP 1:500 goat anti-conejo de
(proteina bésica de 1:1000 anti-MBP conejo cabra IgG H&L Alexa Fluor
ol Abcam, Cambridge, MA 488
mielina) Abcam, Cambridge, MA
1:500 anti-borrego de
MP 1:300 anti-MP de borrego conejo IgG - H&L Alexa
(metilprednisolona) Fitzgerald, North Acton, MA Fluor 594
Abcam, Cambridge, MA
CD3 1:250 anti-ratén CD3 marcado con Alexa Fluor 647
(linfocitos) Biolegend, San Diego, CA

Tabla 4.
Combinaciones de anticuerpos empleados para los ensayos de inmunofluorescencia.

Las imagenes se capturaron con un microscopio Olympus BX51-WI (Center Valley, PA) y
se reconstruyeron usando el programa Stereo Investigator (MBF Bioscience). En el caso
de las imagenes de la distribucion de MP, las imagenes se capturaron con un microscopio
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confocal Nikon ATR-STORM. El analisis de la sefial fluorescente se realiz6 con el programa
Image) (NIH). Se consideraron los resultados observados en experimentos similares de
donde se determiné que se requiere por lo menos una diferencia de 5 unidades
(porcentaje area o intensidad media de fluorescencia) y se determiné una desviacién
estandar de 2 (Evonuk et al., 2015; Hu et al., 2018). Asi se calculd el tamafo de la muestra
en 4 ratones por grupo, con un poder de 80% y una alfa de 0.05 (Vanderbilt University).
En la evaluacion de la neuroinflamacion (Iba1, GFAP y CD3) se analizaron cortes de por lo
menos 4 animales, todos con el mismo grado de EAE al momento del sacrificio.

5.7. Medicion de citocinas

Posterior a la perfusion, se recuperd la médula espinal, cerebro y bazo de los ratones y se
disgregaron en PBS con PMSF 0.1% con un homogeneizador. EIl PMSF o fluoruro de
fenilmetilsulfonilo es un inhibidor de proteasas de serina, empleado para prevenir la
degradacion de las citocinas. Los sobrenadantes se recuperaron y se utilizaron para
cuantificar tanto proteina, mediante el método de Lowry, como citocinas. Las citocinas se
midieron mediante un inmunoensayo magnético multiple. Se adquirieron las perlas
magnéticas personalizadas para medir IFN-y, TNF-a, IL-1p, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-17 (Merck
Millipore). Los niveles que se detectaron de cada citocina en el lector magnético se
ajustaron a las concentraciones de proteina de cada muestra. El tamafio de la muestra se
eligio con base en estudios previos publicados (Giles et al., 2018; Way et al., 2015). Puesto
que la desviacion estandar varia de analito a analito, no se realizd el calculo de poder de
la muestra.

5.8. Andlisis estadistico

Los datos (grados EAE, porcentaje de marca fluorescente, intensidad media fluorescente,
concentraciones de citocinas) muestran los promedios y el error estandar de la media.
Para determinar si existian diferencias entre grupos se realizé una ANOVA de una via con
la prueba post hoc de Tukey para variables con distribucion normal y Kruskal-Wallis para
las demas, con una prueba post-hoc Dunnett T3. Se consideré estadisticamente
significativo un valor de p menor a 0.05. Las areas bajo la curva se calcularon tomando en
cuenta el mismo nimero de dias para todos los animales experimentales con el fin de
aumentar la confianza. Para calcularla se sumo la mitad de los grados de EAE del primer
y Ultimo dia de seguimiento, mas los grados obtenidos en el resto de los dias (Fleming et
al., 2005). Todos los analisis estadisticos se realizaron en Prism 8.0 (GraphPad Software
Inc.).
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6. Resultados

6.1. La administracién de MP IN reduce la severidad asociada al modelo de EAE

A pesar de que los efectos de la MP se han explorado antes en la EAE, no existe un
consenso sobre la dosis a usar en ratones (Chan et al., 2008; Chen et al., 2010; Z. Wei et
al, 2015). Se decidié estudiar la dosis empleada para recaidas en pacientes (1 g) y
convertirla, ajustando por peso y la superficie de absorcion, al equivalente de la dosis para
raton (200 mg/kg). Con esta dosis, administrada tanto por via IV (control positivo) como
por la via IN, se busco suprimir el aumento sostenido en grados (pico) que se observa
entre 2 y 3 dias posteriores a la aparicion de signos de la EAE y se asocia a una mayor
actividad inflamatoria (Bittner et al., 2014). Como control negativo se design6 un grupo
al que se le administraria de forma IV o IN solucién salina (SS).

Alrededor de 10 dias después de inducir la EAE, los ratones presentaron los primeros
signos del modelo. Siempre y cuando estos signos correspondieran a un grado 2 o
superior, se asignaron a uno de los 3 grupos de tratamiento. La asignacion se llevo a cabo
cuidando que todos los grupos partieran de un grado de EAE y peso corporal similar. A
través de una prueba estadistica se pudo comprobar que no habia diferencias
estadisticamente significativas en estas 2 variables entre los 3 grupos (Tabla 5). Los
tratamientos se administraron por 3 dias consecutivos a partir del inicio de los signos cada
24 h. Se siguio la evolucion de la EAE durante 28 dias a partir de su induccién. Diariamente,
un colaborador ciego a los tratamientos registrd los grados y el peso corporal.

EAE + SS EAE+MPIV EAE+MPIN

Peso corporal (g) 19.12+1.0 18.9+1.1 189+0.9
Grado EAE 25+0.22 3.0+0.26 23+0.33
Tabla 5.

No existieron diferencias en cuanto a los grados de EAE y peso corporal de

los grupos al inicio de los tratamientos.
Los ratones se asignaron a un grupo de tratamiento cuando alcanzaron por lo menos un
grado 2 de EAE (parélisis de cola) de acuerdo con la evaluacién realizada en ciego. El andlisis
estadistico se hizo con una prueba ANOVA para el peso corporal y con una Kruskal-Wallis
para lo grados de EAE.

En la Figura 6 se puede observar como la severidad en los grupos tratados con MP no
incrementd de manera importante después de los dias de tratamiento. Mientras tanto, el
grupo EAE+SS si experiment6 una mayor severidad, registrando un incremento sostenido
en la escala de grados y alcanzando sus grados maximos entre los dias 14 y 20 post-
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induccion. Esto ultimo corresponde con el pico de inflamacion que se reporta en literatura
de la EAE. El promedio de grados entre grupos se analiz6 con una Kruskal-Wallis y arrojé
que esta diferencia, considerando por completo el periodo de seguimiento (dia 0-28), si
es estadisticamente significativa con una p de 0.005. Sin embargo, para el dia 28 en que
los animales experimentan una recuperacion parcial de la EAE, no existieron diferencias
entre los 3 grupos. Aunque se puede observar una tendencia en el periodo de
seguimiento de una reduccién continua de grados dentro del grupo EAE+MP IN, esta no
fue estadisticamente significativa.
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Figura 6.
Los ratones tratados con MP no experimentaron el pico de actividad
caracteristico de la EAE.

Evolucién de los grados de EAE desde la induccién hasta el dia de sacrificio. La evaluacion
de grados se realiz6 en ciego. Se administraron 3 tratamientos separados por 24 horas. En los
grupos EAE+MP IV e IN, la dosis administrada fue de 200 mg/kg. El grupo control recibié
solucion salina (SS). Las barras de error representan el error estandar de la media. Los grupos
se compararon usando una prueba de Kruskal-Wallis: *p < 0.05, ** p < 0.01, y ***p < 0.001.
Sélo se indican los dias con diferencias significativas. Los datos son representativos de 3
experimentos independientes con n= 6 ratones.
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Otra forma de analizar la severidad de la EAE y los efectos de un tratamiento sobre ella
es mediante el calculo del area bajo la curva (ABC). El ABC se calcula como el area obtenida
por la curva de los promedios de los grados de EAE (eje Y)y el tiempo de seguimiento
(eje X). A través del ABC se puede conocer la severidad acumulada durante todo el
experimento por grupo de tratamiento. La Figura 7 muestra el ABC en donde se tomaron
en cuenta los grados de EAE de 15 dias a partir del inicio de los signos. En ella se puede
apreciar como los ratones que recibieron MP IN cursaron una EAE menos severa que en
el resto de los grupos (p =0.04 vs. EAE+MP IV y p = 0.002 vs. EAE+SS). A pesar de que el
ABC de los ratones tratados con MP IV fue menor que el grupo control, no representé
una disminucion estadisticamente significativa (p = 0.09).
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Area bajo la curva

EAE + SS EAE+MPIV EAE+MPIN

Figura 7.
El tratamiento con MP IN acumulé una menor severidad a lo largo del
periodo de seguimiento.
El area bajo la curva se calcul6 usando los grados de EAE de 15 dias para cada sujeto, desde
el inicio de los signos. Las barras de error representan el error estdndar de la media. Las
comparaciones entre grupos se hicieron con una ANOVA: *p < 0.05, **p < 0.01. Los datos son
representativos de 3 experimentos independientes con n= 6 ratones.

La severidad de la EAE también se puede reflejar en la pérdida de peso de los ratones
(Stromnes & Goverman, 2006). Tras la induccion de la EAE, los ratones sufren una pérdida
de peso transitoria por los efectos del adyuvante y la PTX. Sin embargo, una vez que
presentan signos de la EAE se puede observar una baja importante en el peso corporal
que suele coincidir con el pico de la EAE. Esta baja de peso esta asociada a la paralisis que
pueden experimentar los ratones con EAE donde suele disminuir el consumo de agua y
comida. Sin embargo, la baja de peso también se puede asociar a la produccién de
citocinas pro-inflamatorias (Hooke Laboratories, 2019). En la Figura 8 estan representados
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los promedios por grupo de la pérdida de peso, expresado como el porcentaje respecto
al peso inicial (dia de induccion), registrados a lo largo de los 28 dias de seguimiento. La
pérdida de peso del grupo EAE+SS es la mas notoria, con hasta un 25% en el dia 19. Para
el dia 28, estos ratones no habian recuperado su peso inicial. En contraste, los grupos que
recibieron MP experimentaron una baja de peso de alrededor de 15% en el dia 12, que
coincide con el inicio de signos e inicio de tratamientos, y lo fueron recuperando
gradualmente hasta regresar al peso inicial al final del periodo de seguimiento. Se
tomaron los pesos del periodo de seguimiento para los 3 grupos y se compararon por
medio de una ANOVA. De acuerdo con los resultados de esta prueba, no hay diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo que recibi6 MP IV e IN (p = 0.85). Sin
embargo, los menores pesos que se registraron en el grupo EAE+SS si resultaron
significativos con una p de 0.02 respecto al grupo que recibi6 MP IV y 0.004 contra el
grupo tratado con MP IN. Cuando se compararon los valores dia por dia entre grupos, no
se encontraron diferencias significativas.
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Figura 8.
Los ratones tratados con MP IV e IN experimentaron una menor baja de peso.
Cambio porcentual respecto al peso corporal registrado al inducir la EAE a lo largo del
periodo de seguimiento. Las barras de error representan el error estindar de la media. Los
grupos se compararon usando una ANOVA: *p < 0.05. Sélo se indican los dias con diferencias

significativas. Los datos son representativos de 3 experimentos independientes con n= 6
ratones.

49



Para las 3 pruebas donde se evalud la severidad de la EAE, la MP IN demostré poder
reducirla de forma similar al tratamiento IV.

6.2. El tratamiento de MP IN reduce la infiltracion celular hacia la médula espinal

Una vez sabiendo que la MP IN si podia prevenir el pico de actividad de la EAE, era
importante correlacionar esto con hallazgos histolégicos como un primer indicio de que
el tratamiento actla sobre la neuroinflamacion asociada a la EAE. El pico de la EAE
coincide con la infiltracion de células del sistema inmune (linfocitos, monocitos,
macrofagos y neutrofilos) hacia el SNC y a mayor severidad, mayor la cantidad de focos
de infiltracion hacia el SNC (Barthelmes et al., 2016; Bittner et al., 2014). El hecho de que
los grados de EAE no aumenten tras recibir el tratamiento con MP, se puede interpretar
como la capacidad que tiene el farmaco para prevenir la activacion de células inmunes en
la periferia y/o evitar su migracion hacia el SNC (Fischer et al., 2013). Para estudiar el
infiltrado celular se analizaron cortes de médula espinal obtenidos 24 h después de
administrar el Ultimo tratamiento, coincidiendo con el pico de la EAE. Los cortes fueron
tefiidos con hematoxilina y eosina, lo cual permite distinguir los nucleos del infiltrado y
observar el estado general de los tejidos. En la Figura 9A se encuentran imagenes
representativas de estos cortes. Dentro de los cortes del grupo de EAE+SS se encontro
un mayor dafo al tejido, especialmente aquel correspondiente a la sustancia blanca. En
esta zona, y especialmente en la periferia de los tejidos es donde se encontraron con
mayor frecuencia los focos de infiltrado. No obstante que en los grupos que recibieron
MP también se encontraron estos focos, su densidad fue menor. Esto se corrobord
mediante el conteo de nlcleos en un area de 0.01 mm? (Figura 9B). El conteo fue realizado
por un evaluador ciego al grupo de tratamiento. Los resultados confirmaron que el grupo
con mayor numero de nucleos fue el de EAE+SS. El numero fue uUnicamente
estadisticamente superior respecto al grupo EAE+MP IN.

Otra area donde se encontraron focos de inflamacion fue rodeando vasos que irrigan la
médula espinal. Es frecuente encontrar leucocitos aqui ya que es donde se acumulan
antes de infiltrarse hacia el parénquima del SNC (Agrawal et al., 2013). De acuerdo con
una definicion histoldgica, un evaluador busco y conté los vasos rodeados en imagenes
sin conocer el grupo de tratamiento al que pertenecian. En la Figura 9C se presentan los
resultados de esta evaluacion. Mientras que los grupos tratados con MP tuvieron entre 1
y 2 vasos rodeados en promedio, el grupo que recibidé Unicamente solucion salina tuvo,
en promedio, 5 0 mas vasos rodeados. Esto corresponde con la mayor densidad de los
focos en el grupo EAE+SS. La mayor cantidad de vasos rodeados si resultd significativa
con valor de p al comparar con los grupos que recibieron MP equivalente a 0.009. No
hubo diferencias entre los grupos que recibieron MP. Estos resultados apuntan hacia el
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hecho de que el tratamiento con MP IN podria estar interfiriendo con la activacion y
migracion de células inmunes hacia el SNC; por ello la densidad de los infiltrados y el
numero de vasos rodeados son menores en contraste con el grupo EAE+SS.
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Figura 9.

Los tratamientos con MP IV e IN resultaron en una menor infiltracion de

células inmunes hacia el SNC.

A) Imagenes representativas empleadas para estudiar la infiltracion celular, observada
como el aumento de nudcleos (morado), en cortes de médula espinal. Los recuadros indican
las regiones donde se capturaron las imdgenes con aumento de la fila inferior. N= 6 ratones
por grupo.

B) Cuantificaciéon del namero de ntcleos observados por area. El conteo fue realizado por
una persona sin conocimiento del grupo de tratamiento al que pertenecian las imagenes.

C) Numero de vasos rodeados detectados, definidos como acumulacién de leucocitos en
forma de anillo, donde se puede observar el lumen al interior. La evaluacién fue realizada
por una persona sin conocimiento del grupo de tratamiento al que pertenecian las imagenes.
B y C) Las barras muestran el promedio * error estandar de la media de la evaluacion de 5

cortes subsecuentes en 6 ratones por tratamiento. El andlisis estadistico se realizé mediante
ANOVA: *p < 0.05, ** p < 0.01.
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6.3.La MP IN atenuia la desmielinizaciéon por EAE

Ademas de contrarrestar la neuroinflamacion, es deseable que un farmaco o estrategia
que busque reducir el dafio asociado a la EAE prevenga la desmielinizacion. Mientras que
los infiltrados celulares se resuelven con el paso del tiempo, los dafios a la mielina no
corren con la misma suerte. En este trabajo se busco describir el estado de la mielina en
la sustancia blanca mediante una tincién de Kliver-Barrera con azul Luxol rapido y violeta
de cresilo. El azul Luxol rapido se une a lipoproteinas de la mielina y las tifie de azul,
mientras que el violeta de cresilo tifie nucleos. Imagenes representativas de cortes de
médulas espinales con esta tincion se muestran en la Figura 10A. En esta se advierte que
la coloracion azul de la sustancia blanca es mucho mas intensa en los ratones naive que
en el resto de los grupos. Observadas con un mayor aumento, las fibras de mielina se ven
mucho mas delgadas y con mayor separacién en el grupo EAE+SS.

Por el contrario, en los grupos que recibieron MP, las fibras tienen una apariencia mas
homogénea en cuanto al grosor y coloracion. La presencia de nucleos, como resultado
de la infiltracién celular, especialmente en el grupo EAE+SS pudiera estar relacionado con
la pérdida de mielina en estas areas. La presencia de vacuolas, o areas evidentes sin
coloracién dentro de la sustancia blanca, también puede indicar desmielinizaciéon (Hooke
Laboratories, 2019). Debido al dano al tejido, probablemente como consecuencia de la
inflamacién, no resulté tan sencillo identificar vacuolas en cortes del grupo EAE+SS;
fueron mas facil de apreciar en los otros 2 grupos (indicadas con flechas).

Otra aproximacion que se siguid para cuantificar la desmielinizacion fue utilizar una escala
basada en la ubicacién y extension de las areas con una menor intensidad o falta de
coloracién con la tincion de Kliver-Barrera. Tras la evaluacién en ciego de las imagenes y
de acuerdo con los parametros de esta escala, en el grupo EAE+MP IN la desmielinizacién
estuvo casi siempre limitada a los margenes (desmielinizacion subpial equivalente a una
calificacion de 1), mientras que en el grupo EAE+SS todas las imagenes estudiadas
presentaban por lo menos desmielinizacion en los margenes y alrededor de vasos
(correspondiente a una calificacion de 2 o mas). Las diferencias en las puntuaciones entre
estos 2 grupos resultaron estadisticamente significativas (p = 0.02). En suma, estas
observaciones pudieran indicar que el tratamiento con MP IN e IV limita los dafos
histol6gicos como consecuencia de la desmielinizacion. La MP parece haber evitado una
desmielinizacion generalizada y los tejidos pertenecientes a este grupo conservan mejor
su integridad.
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La mielina mostr6 alteraciones moderadas cuando los ratones recibieron MP IV e IN.

A) Imagenes representativas mostrando cambios en la apariencia de la mielina (tefiida en
azul) e infiltrado (ntcleos en morado). Los recuadros indican las regiones donde se
capturaron las imdgenes con aumento de la fila inferior. Las flechas en esta fila sefialan
vacuolas que se asocian con areas de desmielinizacién. N= 6 ratones por grupo.
B) Evaluacion de la diseminacion de las areas con alteraciones en la mielina segtn escala de
Brahmachari y Pachan (2008). La evaluacion fue realizada por una persona sin conocimiento
del grupo de tratamiento al que pertenecian las imdgenes. Las barras muestran el promedio
t error estdndar de la media de la evaluacién de 5 cortes subsecuentes en 6 ratones por grupo.
El andlisis estadistico se realizé mediante Kruskal-Wallis: *p < 0.05.

6.4.La migracién de linfocitos y la activaciéon de macréfagos/microglia y astrocitos
se reduce con el tratamiento de MP IN

Dentro de los infiltrados celulares, los subtipos celulares de mayor importancia en la EAE
son los linfocitos y los macréfagos. Estos subtipos liberan mediadores de la inflamacion y
generan dafio tisular. Ademas, pueden reclutar a otras células del sistema inmune. Por
otro lado, en el SNC, la microglia y los astrocitos participan como células presentadoras
de antigeno, pero también secretando mediadores que promueven la inflamacion. Por
medio de ensayos de inmunofluorescencia se estudiaron marcadores caracteristicos de
estos fenotipos celulares para evaluar como se modifica su expresién tras la
administracion IN de MP.
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Figura 11.
Los ratones tratados con MP IV e IN tuvieron una menor infiltracion de linfocitos
(fila superior) y presentaron una menor intensidad de fluorescencia media (IMF) para
Ibal (fila intermedia) y GFAP (fila inferior).

Imégenes representativas de andlisis de inmunofluorescencia en cortes de la médula espinal
tefiidas con anticuerpos para los siguientes marcadores: CD3 (A-D), Ibal (F-]) y GFAP (K-
N). Se capturaron 3 imagenes subsecuentes de 4 animales por grupo con una configuracion
constante para cada marcador con el fin de poder compararlas. Las cuantificaciones se
hicieron en ciego. Las graficas de barras de la derecha muestran el drea con marca positiva
de CD3 (E) o la IMF para Ibal (J) y GFAP (O). Las barras de error representan el error
estindar de la media. Las comparaciones entre grupos se hicieron con una ANOVA: *p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 y **p < 0.0001.

Para linfocitos se us6 el marcador CD3, un marcador que no esta presente exclusivamente
en linfocitos T CD4* sino también en los CD8*. Estos Ultimos, aunque no predominan,
también participan en la neuroinflamacién asociada a la EAE. En condiciones normales, la
marca de CD3 en el SNC deberia ser practicamente nula (como en el panel A de la Figura
11), por lo que en lugar de cuantificar la intensidad media de fluorescencia (IMF), se
cuantifico el porcentaje de area positiva de este marcador. Similar a lo observado en la
histologia, en los controles negativos (EAE+SS), la mayor concentracion de marca se
encontro en la sustancia blanca, aunque también se puede observar en la sustancia gris
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(Figura 11 panel B). En los grupos que recibieron MP (Figura 11, paneles C y D), la marca
también se encontrd principalmente en la sustancia blanca, de forma particular alrededor
de la arteria espinal anterior. El area positiva para CD3 fue menor en los grupos que
recibieron MP IN e IV que en los grupos que recibieron solucién salina (Figura 11 panel
E). El menor porcentaje de area CD3* en el grupo de MP IV E IN fue estadisticamente
significativo.

Como parte de la respuesta neuroinflamatoria en la EAE, los monocitos que migran desde
la periferia y la microglia adquieren un fenotipo indistinguible de macréfagos activados y
por esta razon se estudiaron en conjunto (Lelios & Greter, 2014). Ambos tipos celulares
expresan constitutivamente la proteina citoplasmatica Ibal (molécula adaptadora de
union a calcio ionizado tipo 1). Esta expresion constitutiva se puede observar en el panel
F de la Figura 11. Sin embargo, su expresion aumenta en condiciones de neuroinflamacion
(Boche et al., 2013). En el grupo EAE+SS, ademas del aumento de la expresion de Iba1, la
marca se encontrd profusamente tanto en la sustancia gris como en la blanca, con algunas
regiones donde la intensidad es mayor (Figura 11, panel G). Pese a que en los grupos
EAE+MP IV e IN también se encontré la marca correspondiente a Ibal en sustancia gris y
blanca, una diferencia importante es que en la sustancia blanca se hallé concentrada hacia
los bordes del corte (Figura 11, paneles H e I). En esta zona ademas se hallaron focos con
mayor intensidad de la marca. Al comparar la intensidad media fluorescente (IMF) de Iba
en cada uno de los grupos se pudo corroborar que en los ratones con EAE fue mayor
(Figura 11, panel J; p = 0.001 respecto a EAE+MP 1V, 0.005 respecto a EAE+MP IN 'y <0.001
para EAE+SS). Los grupos que recibieron MP registraron una menor IMF con una p menor
a 0.001 cuando se compararon con el grupo EAE+SS. Tomando en cuenta lo observado
en las imagenes, asi como los resultados del analisis de IMF, es posible pensar que la
administracion de MP, independientemente de la via, reduce la expresién de Iba1. Esto
podria ser consecuencia de una reduccion en el reclutamiento de monocitos y/o en la
inhibicion de activacion de la microglia.

El tercer marcador que se estudio fue la proteina acida fibrilar glial, o GFAP por sus
iniciales en inglés. Este marcador es una proteina de citoesqueleto producida
exclusivamente por astrocitos. En la EAE, la activacion de astrocitos, como parte de la
neuroinflamacion, se puede apreciar como un aumento en la expresién de GFAP
(Brambilla, 2019). A mayor activacién, mayor suele ser la severidad de la EAE. En
condiciones fisioldgicas, la sustancia blanca expresa constitutivamente GFAP (Khakh &
Sofroniew, 2015). Es eso lo que se encontrd en cortes de animales naive (Figura 11, panel
K). La induccién de la EAE aumento la expresion de GFAP: la intensidad de la sefial en la
sustancia blanca fue mayor, pero ademas se encontré también en la sustancia gris (Figura
11, panel L). En términos de IMF, este aumento en la intensidad de la sefal del grupo
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naive al grupo EAE+SS fue estadisticamente significativo (p = 0.001). Cuando se toman
en cuenta los grupos tratados con MP, quiza la Unica diferencia importante en estos
animales con respecto al grupo que recibio solucion salina es que la sefial de GFAP en la
periferia de la médula no es tan intensa como en este Ultimo grupo, aunque la marca esta
presente en las regiones que corresponden tanto a la sustancia blanca como a la gris
(Figura 11, paneles M y N). Por medio del analisis de la IMF, sin embargo, si se observa en
el panel O de la Figura 11 una reduccion de la sefial de GFAP en los grupos EAE+MP IV e
IN, ambas significativas (p = 0.02). De acuerdo con lo anterior, se puede proponer que la
administracion de MP IN en la EAE promueve una reduccién en la expresién de GFAP que
podria estar asociada a una menor activacion de astrocitos. Sin embargo, esta reduccion
no es tan clara como en el caso de Ibaf.

6.5.Modificacion de la morfologia de microglia/macréfagos y astrocitos tras la
exposicion a MP IN

Ademas de evaluar la expresion de marcadores que se han asociado previamente con
neuroinflamacion, estudiar la morfologia de microglia y astrocitos constituye una
evidencia adicional de los efectos de un tratamiento en el SNC. Empleando imagenes
obtenidas de este mismo experimento, fue posible detectar los cambios en la morfologia
de microglia/macréfagos y astrocitos en la médula espinal. En animales a los que no se
les indujo la EAE ni recibieron tratamiento, se puede ver en la fila superior de la Figura 12
a la microglia como cuerpos celulares pequefios rodeados de delgadas ramificaciones. En
contraste, en la imagen a la derecha, perteneciente al grupo EAE+SS, la microglia posee
un mayor tamafo y una forma ameboide, propia de la neuroinflamacion, con pocas
ramificaciones, aunque mas gruesas. El tratamiento con MP (Figura 12, tercer y cuarta
columna de la fila superior) no parece revertir la morfologia al estado quiescente: aun se
observan células con forma ameboide aunque son de menor tamafio. En estos grupos se
observa una mayor ramificacién de la microglia que en el grupo sin tratamiento, pero son
de menor longitud que en el grupo naive. Otra particularidad registrada en estos grupos
es la presencia de microglia bipolar, implicada en reparacién del SNC, sefialadas con
flechas blancas.

Dentro de los astrocitos, se distinguen dos tipos en la médula espinal: los protoplasmicos
en la sustancia gris (Figura 12, fila intermedia), y los fibrosos en la sustancia blanca (Figura
12, fila inferior). Los astrocitos protoplasmaticos del grupo naive coinciden con las
caracteristicas que se suelen describir en la literatura: con pocos procesos principales de
donde emergen ramificaciones delgadas que le da una apariencia “frondosa” (Figura 12,
imagen extrema izquierda, fila intermedia). Se pueden identificar dominios definidos. Sin
embargo, en todos los grupos donde se indujo EAE se observa proliferacion, hipertrofia
del cuerpo celular y disminucion de la densidad de procesos/ramificaciones, consistente
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con astrogliosis. Otra caracteristica asociada a inflamacién es la pérdida de los dominios
definidos, visible en los grupos con EAE+SS y EAE+MP 1V. Si bien varias de estas
caracteristicas estan presentes en el grupo EAE+MP IN, parece que el dafio no fue tan
extensivo (Figura 12, fila intermedia).

Naive EAE+ SS EAE+ MP IV EAE+ MP IN

Microglia/
Macrofagos
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Figura 12.

La glia de los grupos tratados con MP presenta una morfologia intermedia
entre aquella de los grupos naive y EAE+SS.

Imégenes representativas de microglia/macréfagos (fila superior) y astrocitos (fila
intermedia e inferior) capturadas de las zonas indicadas en el esquema a la izquierda. Las
células estdn marcadas con anticuerpos para Ibal (fila superior) y GFAP (fila intermedia e
inferior). Las flechas en la fila superior indican la microglia bipolar. Para la descripcion
morfoldgica se capturaron 3 imdgenes subsecuentes de 4 animales por grupo.

Los astrocitos fibrosos (Figura 12, fila inferior) son mas alargados con procesos que
parecen fibras. No poseen tantas ramificaciones como los protoplasmaticos ni se
organizan en dominios definidos. En los controles positivos (EAE+SS), se detecté una
hipertrofia de los astrocitos fibrosos y una reduccién en el nimero de procesos, ademas
de proliferacion. Para los grupos que recibieron MP, no se registré un engrosamiento de
estos astrocitos, ni parece evidente la pérdida de procesos. Sin embargo, en estos dos
grupos es notoria la pérdida de la orientacién transversal que presentan los astrocitos
fibrosos y el hecho de que varios de ellos se ven mas compactos.
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En conjunto estas observaciones podrian sugerir que tras el tratamiento con MP, los
astrocitos y la microglia adquieren un tercer fenotipo intermedio entre el estado
quiescente y el generado por la neuroinflamacion asociada a la EAE.

6.6.Disminucién de citocinas pro-inflamatorias en la médula espinal de ratones
tratados con MP IN

Ya sea en la periferia, o en el SNC, las citocinas son otro componente importante dentro
de la inmunopatologia de la EAE, especialmente porque definen la funcidén y la
polarizacion de los linfocitos T CD4*(Gobel et al., 2018). Junto con los linfocitos, la
microglia/macréfagos y astrocitos pueden secretar citocinas pro-inflamatorias que
promueven la apoptosis de oligodendrocitos y una subsecuente desmielinizacion
(Barthelmes et al., 2016). Sabiendo esto, se midieron citocinas pro-inflamatorias (IFN-y,
TNF-a, IL-1B8, IL-6 e IL-17) en la médula espinal 24 h después de la Ultima administracion
de tratamientos. Se decidi6 extender la evaluacion al bazo considerando que se ha
propuesto que la MP actua principalmente en la periferia y que el bazo es el sitio de
proliferacion de linfocitos antes de migrar hacia el SNC (Leussink et al., 2001; Wist et al.,,
2008). Los resultados se pueden encontrar en la Figura 13. Se sabe que al inicio de los
signos de la EAE, cuando se da la infiltracion celular, esta dominada por linfocitos Th1 que
secretan IFN-y y que la MP puede disminuir su expresion (Miljkovi¢ et al., 2009; Sosa et
al., 2015). En la médula espinal se pudo corroborar esto tras la administraciéon IV e IN (p
<0.001). Mientras tanto, en el bazo, no se observaron cambios importantes en los niveles
de esta citocina. La liberacién de IFN-y, promueve la liberacion de TNF-a e IL-18 por parte
de macréfagos y microglia (Ottum et al., 2015). TNF-a también puede ser secretada por
linfocitos Th1 y Th17(Wagner et al, 2020). En bazo y médula espinal se registré un
aumento de TNF-a en los ratones con EAE, asi como su disminucion al recibir MP. Sin
embargo, la menor concentracion de esta citocina en el bazo no fue estadisticamente
significativa para el grupo que recibié MP IV. Al evaluar IL-18, en la médula espinal se
hallé6 un efecto similar cuando se administr6 MP. Por el contrario, en el bazo no se
observaron cambios, incluso frente a los ratones naive.

Como se menciono en la introduccion, los linfocitos Th17 también juegan un papel
importante en la EAE (Sie et al,, 2014). IL-6 se requiere para la diferenciacion de estos
linfocitos; también la microglia y los astrocitos pueden liberar esta citocina (Barthelmes et
al, 2016). En la médula espinal, la induccion de la EAE aumentd la expresion de IL-6
respecto al grupo naive. La MP no modificé importantemente sus niveles. Estudiando
directamente a la IL-17, secretada exclusivamente por linfocitos, en la médula espinal se
detectd un aumento significativo tras la induccion de la EAE (p < 0.01). Los tratamientos
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con MP lograron revertir este aumento. En el bazo no existieron diferencias entre los 4
grupos experimentales.
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Figura 13.

La MP IV e IN acttaa principalmente en la médula espinal reduciendo la secrecién de
citocinas pro-inflamatorias.
Niveles de citocinas en médula espinal y bazo medidos por un inmunoensayo multiple
magnético. El andlisis estadistico se hizo mediante una ANOVA: p < 0.05, ** p < 0.01. Se
incluyeron 5 ratones por grupo.

Para obtener indicios de una posible regulacion de la neuroinflamacion por medio de
linfocitos Th2, se midieron también IL-10 e IL-4. Las concentraciones de IL-10 en ambos
tejidos no se vieron afectadas ni por la induccién de la EAE, ni por el tratamiento con MP.
En el bazo se registré un aumento de IL-4 en los ratones del grupo EAE+SS con respecto
al grupo naive (p < 0.01). Lo mismo se puede apreciar en la médula espinal. Al recibir MP,
Unicamente los niveles de IL-4 en el bazo se asemejaron al grupo naive.
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Al tomar en cuenta estos resultados se puede concluir que la MP IN actua sobre la
secrecion de citocinas de manera similar que la MP IV en este modelo de EAE.

6.7. Presencia extendida de MP en la médula espinal tras la administracién IN

Otro aspecto que este trabajo explord fue la distribucién de la MP en el SNC tras su
administracion IN e IV. De acuerdo con trabajos publicados anteriormente comparando
la via IN contra otras vias, una de sus ventajas es que se puede encontrar en un menor
tiempo el farmaco en el SNC (D. S. Quintana et al., 2016). Una primera prueba consistié
en detectar la presencia de la MP en la médula a través de una prueba de
inmunofluorescencia. La MP al ser una molécula pequefia incapaz de generar una
respuesta inmune, se une a una proteina acarreadora, tiroglobulina bovina y se usa como
inmundgeno para crear los anticuerpos usados en esta prueba. Unicamente con el fin de
delimitar la sustancia gris y blanca dentro de los cortes de la médula, se empled un
anticuerpo contra la proteina basica de mielina. En la Figura 14 se muestran imagenes
representativas de la sefial de MP en cortes de médula. En las imagenes pertenecientes al
grupo EAE+SS se puede observar sefal fuera del tejido que pudiera corresponder a un
pegado inespecifico o ruido. Cuando se analizaron los cortes con mayor aumento, no se
encontré marca. En los grupos que recibieron MP se observo sefial especialmente en la
periferia de la médula espinal, posiblemente en sitios aledafios a vasos sanguineos.
Dentro del parénquima también se alcanzan a ver varios sitios con marca. En las
reconstrucciones totales de las imagenes de la médula, no se apreciaron diferencias en la
distribucion de la marca entre los 2 grupos que recibieron MP. En cambio, con mayores
aumentos fue posible observar en el grupo que recibié MP mediante la nariz la marca del
farmaco rodeando varios nucleos. Esta marca de MP pudiera representar las moléculas
que estan acopladas a receptores de glucocorticoides en la superficie celular. En el grupo
de administracion IV, se detectd una tenue sefial de MP, pero sin una ubicacién especifica.
Estos resultados sugieren que cuando se administra MP mediante la via IN es mas
probable encontrarla en el SNC que cuando se administra por la via IV.

Para corroborar mediante un método cuantitativo este hallazgo, se realizd una prueba
piloto de cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Si efectivamente la concentracion
que llega al SNC es mayor por via IN, se podria administrar una dosis menor alcanzando
la misma concentracion en SNC que aquella que se logra mediante la administracién IV.
Ademas de incluir tejidos de ratones de los grupos que recibieron la dosis empleada de
200 mg/kg IV o IN, se incluyeron 2 grupos con dosis menores por via IN. Se considerd un
grupo que recibié 100 mg/kg y otro que recibi6 50 mg/kg. Las concentraciones
registradas, expresadas en pg/mly medidas 24 h después de la Ultima administracion de
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MP, se muestran en la Figura 15, panel A. En el panel B de la misma Figura se muestra que
la metodologia empleada permite detectar especificamente la MP.

Hay diferencias significativas entre la concentracién de MP detectada en SNC luego de
administrar 200 mg/kg IN contra administrarlo por via IV (p = 0.01). La concentracién
detectada en el grupo EAE+MP IN es 9 veces mayor que la detectada en el grupo EAE+MP
IV. La concentracion observada en el SNC del grupo IV es similar a la alcanzada con las
dosis IN menores. No hubo diferencias significativas entre estos 3 grupos. Lo anterior
indica que 24 horas tras administrar la misma dosis de MP, la concentracion que llega al
SNC es superior por via IN que IV.

EAE + SS EAE + MP IV EAE + MP IN

20x

40x

Figura 14.

La marca correspondiente a MP es mas evidente en el grupo que la recibi6 por via IN.
Imégenes representativas de distribucion de metilprednisolona (MP) en cortes de médula
espinal. La MP esta tefiida en rojo (anticuerpo conjugado con el farmaco), en la fila superior
el gris representa la proteina basica de mielina y en las filas inferiores, los ntcleos estan
teniidos en azul (DAPI). Se capturaron 3 imagenes subsecuentes de 4 animales por grupo.
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Figura 15.

La concentracion de MP detectada mediante HPLC es 9 veces mayor cuando se
administra por via IN.

A) Concentraciones de MP en cerebro y médula espinal correspondientes a 3 ratones por

grupo. El valor se ajust6 con respecto al porcentaje de recobro de la metodologia y con

respecto a la dosis ajustada al peso que se administro.

B) Cromatograma de deteccién de MP por HPLC, 0.2 mg/ml.

6.8. Dosis menores de MP IN son igual de efectivas en EAE

Habiendo encontrado que las dosis menores de MP IN alcanzaban concentraciones
similares en el SNC que la dosis original 1V, surgié la inquietud de ver si igualmente
podrian reducir la severidad asociada a la EAE. Usando dosis menores ofrece ademas la
posibilidad de reducir los posibles efectos colaterales asociados al tratamiento. Se disefid
un experimento donde se evaluaron diferentes dosis de MP por via IN: la original de 200
mg/kg, las dosis inferiores empleadas en la prueba de HPLC (100 mg/kg y 50 mg/kg), y
una dosis aun inferior de 25 mg/kg. En un experimento previo, se encontré que el
farmaco, especialmente en pequefas dosis, podia absorberse mejor en la cavidad nasal
de los ratones si se aplicaba Unicamente el volumen correspondiente (v.c.) a la dosis de
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MP, en lugar de diluirla para alcanzar un volumen constante de administracion. Para estas
dosis menores, los volumenes por dosis de la solucién de MP empleados estaban entre 2

y 8 pl.

Figura 16.
No hay diferencias cuando se administra la dosis de MP sin diluir para obtener un

volumen final constante.
Comparacion de la evolucion de la EAE al administrar 200 mg/kg MP IN con un volumen
ajustado de 20 pl (volumen constante= v.c), o administrar tnicamente el volumen
correspondiente a la dosis de 200 mg/kg de MP. Un evaluador sin conocimiento de los
grupos de tratamiento registré diariamente los grados. Las barras de error representan el
error estandar de la media. Los grupos se compararon usando una prueba de Kruskal-Wallis:
*p <0.05y **p <0.01, Sélo se indican los dias con diferencias significativas. N= 6 ratones.

Por ello, antes de evaluar el efecto de las dosis menores en el modelo de EAE, se uso la
dosis original de 200 mg/kg y se comprobo que no hubiera diferencias en cuanto al efecto
terapéutico cuando se administraba un v.c. de 10 ul por fosa nasal (20 ul en total) contra
el volumen Unicamente correspondiente a la dosis de MP. En la Figura 16 se puede
observar que no existieron diferencias entre ambos grupos que recibieron MP a lo largo
de los 28 dias que se realizd el seguimiento y que los 2 fueron igualmente eficaces para
reducir la severidad asociada a la EAE.

Posterior a corroborar que se podia emplear la MP sin diluir, se procedié a evaluar el
efecto de las dosis menores sobre la EAE. En la Figura 17 se puede observar la respuesta
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a estas dosis. Todos los grupos partieron de un promedio de grados similar (p = 0.59).
Para todas las dosis de MP se puede apreciar una disminucién progresiva de los grados
de EAE. No obstante, las mas eficaces resultaron ser las de 25 mg/kg (p = 0.03) y la de
100 mg/kg (p = 0.009) cuando se consideré todo el periodo de seguimiento. La menos
eficaz en este analisis fue la de 50 mg/kg (p = 0.25). Para las multiples dosis también se
calculd el area bajo la curva (ABC). En la Figura 18 se muestra que todas las dosis, excepto
la de 50 mg/kg, lograron reducir significativamente el ABC comparado con el grupo que
solo recibio solucion salina. Tanto la reduccion en los grados como en el ABC indica que
las dosis de 100 mg/kg y 25 mg/kg de MP son eficaces para contrarrestar la severidad
asociada a la EAE.

Figura 17.
Las dosis inferiores de MP tienen una capacidad similar de reducir los signos de la
EAE.
Comparacion del efecto de diferentes dosis de MP sobre la severidad de la EAE. El registro
de grados se realiz6 por un evaluador ciego a los tratamientos. Las barras de error
representan el error estandar de la media. Los grupos se compararon usando una prueba de
Kruskal-Wallis: *p < 0.05 y **p < 0.01, Sélo se indican los dias con diferencias significativas.
para todos los grupos respecto al control (EAE+SS). N= 6 ratones.
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Figura 18.
Las dosis inferiores de MP IN redujeron la severidad acumulada en el periodo de
seguimiento.
El area bajo la curva (ABC) se calcul6 usando los grados de EAE de 15 dias para cada ratén
a partir del inicio de los signos. Las barras representan el promedio de la ABC por grupo.

Las barras de error representan el error estindar de la media. Las comparaciones entre
grupos se hicieron con una ANOVA: *p < 0.05, **p < 0.01. N=6

6.9. La administracion IN de MP no conlleva daio severo a la cavidad nasal

Ademas de establecer la eficacia de la MP IN para reducir los grados y la neuroinflamacion
asociada a la EAE, una consideracion esencial para que eventualmente esta ruta de
administracion se pueda usar en pacientes es que no presente efectos adversos.
Frecuentemente los pacientes que usan corticoesteroides se quejan de resequedad nasal
y mucosas inflamadas (Lambert, 2013). Por ello, se recuperaron las cavidades nasales de
ratones tratados con 200 mg/kg MP IN, 24 h tras el ultimo tratamiento y fueron tefidas
con hematoxilina y eosina para estudiar cambios histolégicos. Se obtuvieron cortes del
epitelio olfatorio y del epitelio respiratorio, que corresponderia a las 2 regiones donde se
absorbe el farmaco. Se presentan imagenes representativas en la Figura 19. En ninguna
de estas dos se observo una degeneracion del tejido o necrosis. En el epitelio olfatorio se
observé un rasgo particular tras administrar MP IN con respecto a los ratones tratados
Unicamente con solucién salina y 2% alcohol bencilico: la capa de moco sobre las células
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olfatorias y de soporte sufrid un engrosamiento. Esto puede ser consecuencia de una
regeneracién del tejido o de hiperplasia. Dentro del epitelio respiratorio, este se ve
también engrosado y de superficie mas uniforme que en el grupo EAE+SS. Las glandulas
parecen ligeramente dilatadas. Es preciso indagar mas si el engrosamiento y la dilatacion
de glandulas observados en ambos epitelios es resultado de una regeneraciéon o de un
proceso inflamatorio. De la misma manera, seria importante verificar que se trata
simplemente de un efecto pasajero.

Epitelio olfatorio Epitelio respiratorio

EAE + SS EAE + MP IN EAE + SS EAE + MP IN

10x

100 100pm 100pm 100pm
i i — —

40x

50um 50pm 50pm 50pm
— — — —

Figura 19.

La administracion IN de MP no genera dafio tisular en la cavidad nasal.
Imégenes representativas de la cavidad nasal de ratones tratados con el vehiculo (solucién salina y
alcohol bencilico 2 % o 200 mg/kg MP IN. N=5 ratones por grupo. Aunque no hay signos de dafo al
tejido ni necrosis, las imagenes muestran signos de engrosamiento del epitelio y dilatacion de
glandulas.
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7. Discusion

Las recaidas en la EMRR son eventos clave en la acumulacion de discapacidad; son
episodios donde una respuesta inflamatoria genera desmielinizacion. La extensiéon de la
respuesta inflamatoria y las areas desmielinizadas determinan si posteriormente puede
haber una remielinizacién total o parcial de las lesiones en el SNC. Desde hace mas de 50
ahos, la principal estrategia para contener la inflamacién en las recaidas es la
administracion de altas dosis de glucocorticoides, especialmente la MP, por via IV. Este
tratamiento puede reducir las secuelas, pero es invasivo, requiere de personal calificado
y estd asociado a un gran nuimero de efectos adversos. Al existir receptores de
glucocorticoides en practicamente todos los 6rganos del cuerpo humano, una alta dosis
de MP IV no sélo actla sobre el tejido meta, sino sobre todos los tejidos. Entre mayor es
la dosis de glucocorticoides, se corre un mayor riesgo de suprimir por completo la
respuesta inmune, inhibiendo una reparacion de las lesiones desmielinizantes y
aumentando la susceptibilidad de los pacientes a infecciones (Sadaie et al., 2014). La ruta
oral se ha propuesto como una opciéon mas sencilla de administracion, pero que también
conlleva a una alta exposicion sistémica. La via IN, al ser una ruta directa hacia el SNC
podria ser la indicada para tratar las recaidas sin que existan altas concentraciones de
glucocorticoides en la periferia.

El disefo experimental utilizado en esta tesis buscé emular las circunstancias de
diagndstico y tratamiento de recaidas en pacientes con EMRR si eventualmente se
sustituyera la administracion IV de MP por la via IN. Las recaidas no son previsibles ni se
han encontrado beneficios para administrar glucocorticoides en el largo plazo (Ciccone
et al, 2008), que pudieran justificar una administracién IN previa a la aparicion de los
signos de la EAE como la empleada por Duchi (2013). Por ello, se decidié administrar la
MP tras la aparicién de los signos.

En tal sentido, para este proyecto se partié de la dosis recomendada en México para el
tratamiento de recaidas (1 gramo). Ademas se sabe que las dosis menores a 500 mg de
MP IV son ineficaces para tratar una recaida (Berkovich, 2016). La dosis de 1 gramo se
convirtid a una dosis equivalente para ratén empleando una férmula que toma en cuenta
la superficie de absorcidon de cada especie. Esto contrasta con la aproximacion que se
suele emplear, ajustando Unicamente la dosis humana de acuerdo con el peso del ratén.
Asi, los experimentos se realizaron con una dosis superior a la reportada en la mayoria de
los estudios previos, pero aun muy por debajo de la dosis letal 50 de 1409 mg/kg (Pfizer,
2017). Una ventaja adicional de emplear la formula que toma en cuenta la superficie de
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absorcion es que la dosis de MP con mayor eficiencia derivada de este trabajo y futuros
experimentos, se puede convertir facilmente de vuelta a su equivalente para uso en
humanos.

En este trabajo se demuestra por primera vez que la administracion IN de MP al inicio de
los signos es capaz de reducir la severidad asociada a la EAE. El tratamiento con MP IN
redujo la infiltracion de células inmunes hacia la médula espinal, los niveles de citocinas
pro-inflamatorias y restringio a la periferia la desmielinizacidén observada durante el pico
de la EAE que es cuando hay una mayor respuesta neuroinflamatoria (Constantinescu et
al., 2011). Asimismo, este tratamiento evito el aumento en la expresion de marcadores de
activacion glial asociada a neuroinflamacion. Dentro de casi todas pruebas realizadas la
eficacia observada fue muy similar a la del grupo que recibié MP 1V, el actual tratamiento
de eleccion para las recaidas en la EMRR (Filippi et al., 2018). El efecto de la MP IN sobre
la EAE se sostuvo al administrar dosis menores.

La administracion de MP IN pudo suprimir la aparicién del pico caracteristico de la EAE
en donde suele haber incrementos sostenidos en grados de EAE, correspondiendo a
déficits motores y, dias después, una recuperacion parcial. Mientras que al dia 21 post-
induccién los ratones que Unicamente recibieron solucién salina alcanzaron el mismo
promedio de grados de EAE que el grupo que recibié MP 1V, el grupo con MP IN se
mantuvo siempre con un grado menor. En la mayoria de los protocolos y
recomendaciones para trabajar con el modelo de EAE se sugiere terminar el seguimiento
a los 28 dias post-induccién por 2 razones: 1) Posterior a ese dia no se suelen encontrar
variaciones significativas en los grados 2) Hasta en una cuarta parte de los ratones se
puede presentar un segundo pico de inflamacién, de menor intensidad y duracion (Hooke
Laboratories, 2019). Sin embargo, dada la evolucién que tuvieron los ratones en el grupo
EAE+MP IN, hubiera sido interesante prolongar el periodo de seguimiento para ver si el
menor promedio de grados de la EAE se mantenia. Esto habria sido valioso especialmente
considerando que una de las criticas que se le ha hecho al tratamiento con MP para
recaidas es que en el largo plazo (1 mes- 1 afio) no tiene ningun efecto (Martinez-Caceres
et al., 2002).

La evaluacion de los grados se realizd empleando una escala de 10 puntos (Bittner et al.,
2014). Se eligi6 esta escala por diferenciar mejor, con descripciones mas completas, los
signos correspondientes a cada grado. Esto se deberia traducir a una mayor sensibilidad
para discriminar entre animales que experimentaron un agravamiento o una mejoria (Palle
et al.,, 2016). En el caso del agravamiento, las pérdidas motoras si correspondieron a un
grado de la escala y se fueron incrementando. Sin embargo, esta escala no resulto ser tan
util para evaluar la recuperacion, pues los cambios suelen ser mas sutiles, y las funciones
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motoras podian no corresponder a un grado particular. Por ello se tuvo que recurrir a
pruebas adicionales durante la observacién diaria, reflejos de la cola y fuerza de las
extremidades, por ejemplo, para complementar la evaluacién. A estas pruebas, por estar
fuera del disefio experimental, no se les asignd un valor. Algunos autores complementan
su escala de EAE con la evaluacion de funciones motoras mediante pruebas como el
rotarod, reflejo de enderezamiento, coordinacion motora al caminar en una rejilla, entre
otras, que permiten tener medidas mas objetivas de la severidad del modelo (Burrows et
al., 2019; de Bruin et al.,, 2016). Sin embargo, estas pruebas, que demandan mas tiempo
fuera de la caja para los animales, pueden constituir una fuente de estrés adicional para
los animales y se ha encontrado que no ayudan a encontrar diferencias significativas entre
dos o mas tratamientos (Tietz et al., 2016).

El peso corporal de los ratones se incluyé como un parametro alternativo para estudiar la
severidad. Los cambios en el peso se consideraron desde el momento de la induccion,
por lo que se podria interpretar que al momento del pico, sobrepasaron los porcentajes
reportados en la literatura (15-20%) (Hasselmann et al.,, 2017; Hooke Laboratories, 2019).
No obstante, en estudios publicados las pérdidas de peso corporal se consideran a partir
de la aparicion de los signos de la EAE, cuando los ratones ya habian perdido alrededor
de un 8% de su peso original. Aunque esta pérdida de peso se atribuye frecuentemente
a la pérdida de movilidad que conlleva a la incapacidad para comer y beber agua, otra
explicacién es que haya una pérdida de apetito, resultado de la liberacion de citocinas
pro-inflamatorias TNF-qa, IL-1p e IL-6 (Sarraf et al.,, 1997). Aunque fueron experimentos
independientes, estas tres citocinas tuvieron niveles mayores en el grupo EAE+SS
alrededor del pico del modelo. Se necesitarian experimentos adicionales para concluir
esto, pero es factible que la mayor pérdida de peso, observada en el grupo EAE+SS, esté
asociada a los niveles aumentados de estas citocinas.

El aumento en grados del pico de la EAE es causado esencialmente por la infiltracion de
linfocitos T CD4* y macrofagos pro-inflamatorios (Constantinescu et al., 2011). Estos
infiltrados, al reactivarse, liberan mediadores de inflamacién y reclutan células con
capacidad de dafiar la mielina. Una primera aproximacion para estudiar la infiltracion y la
desmielinizacion fue realizar un analisis histoldgico. Combinado con el uso de escalas,
este analisis se adquirié un caracter semi-cuantitativo que proveyd un panorama de la
severidad y extension del dafo, ademas de constituir una primera observacion de que el
tratamiento con MP fue capaz de contener el dafio. La densidad de nucleos celulares por
area, el nUmero de vasos rodeados y la diseminacion del efecto desmielinizante, fueron
menores cuando los ratones recibieron MP IV o IN.
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En retrospectiva, adicionalmente a los datos sobre la extension del infiltrado y la
desmielinizacion, los cortes obtenidos se habrian podido aprovechar para estudiar otros
fendbmenos implicados en la respuesta inflamatoria dentro de la EAE y cdmo se suele
modificar con el uso de glucocorticoides. Por ejemplo, algunos autores proponen que la
administracion de altas dosis de glucocorticoides puede ocasionar apoptosis de
oligodendrocitos y neuronas (Herold & Reichardt, 2013; Krieger et al., 2014).

La histologia ofrecid6 un primer acercamiento sobre cémo los tratamientos con MP
modificaron la extension y distribucién de los infiltrados celulares en la médula espinal,
pero esta técnica no permite conocer la composicion de los infiltrados. Por ello se planted
realizar ensayos de inmunofluorescencia, empleando el marcador CD3*. A pesar de que
este marcador esta presente en diferentes subtipos de linfocitos T, todos resultan de
interés: los CD4* por los mediadores que liberan, amplificando la respuesta inmune; los
CD8* por la destruccion directa que producen en la mielina, y los linfocitos T reguladores,
que por un lado se reporta que funcionan como uno de los blancos de los
glucocorticoides, y por otro lado se ha observado que su nUmero aumenta tras exponerse
a esta familia de farmacos (D. Kim et al., 2020; Zen et al., 2011). Anteriormente se habia
reportado que la administracion de glucocorticoides disminuia la presencia de células
CD3* en la médula (Wust et al., 2012). En este trabajo se encontrd el mismo efecto.

Igualmente, una evaluacion mas integral de la respuesta inmune en el SNC requeria
también conocer qué estaba ocurriendo con la microglia/macréfagos y los astrocitos. Para
la glia, se eligieron marcadores que se conoce aumentan su expresion dentro de la
neuroinflamacion, pero también para los que se ha reportado que los glucocorticoides
revierten el aumento a sus niveles constitutivos (Brambilla, 2019; Liu et al., 2008) . La
activaciéon de la microglia alrededor del dia 14 p.i. en la EAE se relaciona con un aumento
en la expresion de Ibal, que va acompafada del engrosamiento de sus procesos y
aumento de tamafio (D. A. Brown & Sawchenko, 2007). También se sabia antes de realizar
este proyecto que la administracién de glucocorticoides, como dexametasona, podia
reducir la expresién de Ibal en el modelo de EAE (Tsutsui et al., 2008). Aunque esto se
corroboro en los resultados, no se consideré que los monocitos también expresan Iba1,
y contribuyen significativamente a la neuroinflamacion en la EAE (Yamasaki, 2014).

El aumento en la expresidén de GFAP, una proteina de filamentos intermedios, caracteriza
a los astrocitos reactivos dentro de la neuroinflamacion. El tratamiento con MP ha
demostrado revertir este efecto en cultivo, pero no en la EAE (Liu et al, 2008). Los
resultados obtenidos previamente en otros modelos de neuroinfamacion en este grupo
de investigacion revelaron la disminucion de GFAP tras la administracion IN de
glucocorticoides, por lo que se decidio explorar si este efecto se mantenia en diferentes
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patologias neuroinflamatorias (Meneses et al.,, 2017). Los resultados de este proyecto
respaldan los hallazgos previamente reportados al respecto. El tratamiento con MP,
independientemente de la via de administracién, redujo los niveles de expresion,
reportados como IMF, de GFAP. Sin embargo, hay que tomar con cautela la interpretacion
de los niveles de GFAP, ya que suele ubicarse Unicamente en las ramificaciones principales
y no se expresa homogéneamente en la materia gris y blanca (Sun & Jakobs, 2012).

Las tinciones con estos marcadores inmunofluorescentes de la glia permitieron realizar
una descripcién morfoldgica tanto de microglia/macrofagos y astrocitos. Puesto que este
analisis se incorpord en la fase final del proyecto, no se capturaron imagenes
especificamente para este propdsito, con una resolucién considerablemente mayor a la
empleada para el analisis de marcadores. Sin embargo, dentro de las imagenes
pertenecientes a la microglia/macrofagos se apreciaron cambios consistentes con una
diferenciacion hacia el fenotipo M2c en los grupos que recibieron MP, tal y como se habia
reportado anteriormente (J. J. J. Wang et al,, 2019). El fenotipo M2c esta asociado a
reparacion tisular y suele tener cuerpos celulares pequefios y una estructura ramificada,
que coincide con la morfologia observada en los grupos que recibieron MP. En el extremo
opuesto de la morfologia microgliar, esta el fenotipo M1, con accion pro-inflamatoria,
que suele tener forma ameboide. La microglia del grupo EAE+SS no mostré una
morfologia que se apegara estrictamente a este fenotipo, pues todavia contaba con
algunos de sus procesos; pero por descripciones previas muy probablemente estaba en
transiciéon hacia la forma ameboide (D. A. Brown & Sawchenko, 2007). Este fenotipo
parece darle mas movilidad a las células (Caravagna et al., 2018). En los grupos que
recibieron MP se identific6 también microglia bipolar. Este tipo de microglia, altamente
fagocitica, suele aparecer durante la fase inicial de activacion de la microglia (que
coincidiria con el aumento de Iba1) y puede ser clave en la organizacién espacial necesaria
para que la microglia desempefie tareas de reparacion y neuroproteccion, especialmente
alrededor de las lesiones o focos de inflamacién (Au & Ma, 2017).

Tanto para las inmunohistoquimicas como para las inmunofluorescencias, aun y cuando
se hizo un esfuerzo por sistematizar este analisis, obteniendo un numero determinado de
cortes de las mismas regiones de la médula espinal, seleccionando las mismas regiones
de interés entre sujetos experimentales e incluyendo el mismo nimero de cortes, lo cierto
es que se sigue tratando de pruebas que ofrecen resultados principalmente descriptivos,
donde la heterogeneidad del modelo de EAE incluso puede jugar en contra. Aunque se
realizé un analisis de poder previamente, esta heterogeneidad pudo haber sido mayor a
la contemplada tan sélo por el hecho de que el sitio de las lesiones suele variar entre los
animales y que no todos los ratones experimentan la misma severidad. Incluir analisis
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donde se hubiera estudiado por completo la médula espinal con métodos,
preferentemente cuantitativos le hubiera dado mas rigor a este proyecto.

Una forma alternativa de evaluar la desmielinizacidn es a través de resonancia magnética
nuclear. Esta técnica de imagenologia permite evaluar objetivamente in vivo la ubicacion
y el tamafo de las lesiones. Esta técnica se intentd incorporar al proyecto en colaboracién
con la Universidad Autbnoma de México-Iztapalapa. La idea se tuvo que abandonar al
hallar que el manejo y transporte de animales hacia el equipo representaba una fuente
importante de estrés, incluso resultando en la muerte de animales. Ante la imposibilidad
de trasladar todo el experimento a esta institucion, se decidié Unicamente seguir con los
analisis histologicos.

Mas alla de la morfologia, una forma de corroborar hacia qué perfiles o estados alternos
de activacion se estaria diferenciando la microglia/macréfagos, asi como la proporcion de
subtipos de linfocitos presentes en el infiltrado, e indagar si la via de administracion tiene
algun impacto sobre esto seria realizando citometria de flujo. Para la
microglia/macréfagos existen marcadores caracteristicos de los fenotipos mencionados
arriba, en M1 MHCII y CD68; en M2c SR-A, B, y CD163 como ejemplos (Franco &
Fernandez-Suarez, 2015). Mediante el empleo de esta técnica también se habrian podido
distinguir los macréfagos derivados de monocitos, implicados en la destrucciéon de la
mielina, de aquellos derivados de la microglia, que se han asociado con procesos de
limpieza en la fase de reparacion (Bhise & Dhib-Jalbut, 2016). De hecho, la intencion inicial
en el proyecto era analizar la composicion de los infiltrados y la expansion y diferenciacion
de la microglia/macréfagos con esta metodologia. Se probaron diferentes métodos para
aislar leucocitos de la médula espinal, pero el nimero de células recuperado siempre fue
insuficiente para los analisis. Una alternativa era juntar médulas de varios ratones, pero
eso hubiera implicado incluir mas ratones en los experimentos. Los desarrollos de los
Ultimos afos en las tecnologias para el estudio de células individuales por medio de
espectroscopia o secuenciacion de ARN también podrian ser una opcion para identificar
los perfiles hacia los que la MP promueve la diferenciacién (Masuda et al., 2020).

Otra limitacion de estas pruebas es que, de las células inmunes implicadas en los
infiltrados, Unicamente se evaluaron linfocitos, pero quiza la MP también fue capaz de
actuar sobre monocitos y neutrofilos, ambos importantes en la EAE. Los monocitos, con
sus funciones fagociticas y su capacidad de liberar citocinas pro-inflamatorias, son criticos
en el inicio de la desmielinizacién. Los neutrdfilos, por su parte, son los mas abundantes
en los infiltrados y se cree que facilitan la invasién del parénquima (Caravagna et al., 2018).
Dentro del grupo de investigacion donde se realizd este trabajo, se habia encontrado
previamente que el tratamiento intranasal con glucocorticoides puede reducir también la
presencia de neutroéfilos en el SNC (Meneses et al., 2017). En la literatura también se ha
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reportado que los glucocorticoides pueden actuar sobre los monocitos, inhibiendo la
liberacion de mediadores pro-inflamatorios (Fischer et al., 2019; Liberman et al., 2018)

Ademas de los efectos sobre la respuesta celular y la activacion de la glia, otra pregunta
que se intento responder es si el tratamiento con MP IN al igual que la via 1V, podia reducir
el nivel de citocinas pro-inflamatorias y si existian diferencias en los efectos del
tratamiento con MP entre el SNC'y la periferia (bazo). Los tratamientos con MP, por ambas
vias, fueron capaces de reducir la secrecion de citocinas pro-inflamatorias en la médula
espinal. Los efectos no fueron tan claros en el bazo. En estudios previos, por ejemplo el
de Wist et al, (2008) se postula que la MP ejerce sus efectos a nivel periférico,
principalmente previniendo la migraciony la infiltracion de linfocitos Th1y Th17 activados
hacia el SNC. Sin embargo, tras comparar los niveles de citocinas en la médula espinal y
en el bazo parece ser que el mayor efecto anti-inflamatorio es mas bien en el primero de
estos tejidos. Mas alla de que haya una reduccién en la migracién de linfocitos, hay otras
explicaciones para el efecto observado. Por ejemplo, la MP podria actuar inhibiendo
también la proliferacion de linfocitos en los ganglios linfaticos, disminuyendo a su vez la
liberacion de citocinas pro-inflamatorias. Especialmente interesante hubiera sido medir
citocinas en los ganglios cervicales profundos, pues un sitio importante de drenaje desde
el SNC y de proliferacion de linfocitos. Esta medicion adicional podria esclarecer el sitio
primario de accion de la MP. Segun el modelo intrinseco una explicacién adicional podria
ser que la inflamacion que ocurre en el SNC no sea detectada adecuadamente en la
periferia y por ello, los niveles de citocinas no se modifiquen con el tratamiento en este
compartimento. Una tercera posibilidad es que estos hallazgos sean especificos del
tiempo en que se llevo a cabo la medicién de las citocinas (dia 14 p.i.). En la sangre suele
haber un incremento de células del sistema inmune entre el dia 6 y 10, acompafado de
liberacion de citocinas pro-inflamatorias (Barthelmes et al., 2016; Caravagna et al., 2018),
antes de que se infiltren al SNC y se manifiesten los primeros signos de la EAE. Destaca
que en la periferia el tratamiento con MP haya reducido los niveles de IL-4, cuando se
anticipaba que aumentaran. Esto puede ser también consecuencia del tiempo en el que
se hizo la medicion, antes de una eventual remision. Sin embargo, existen reportes que
indican que en realidad los glucocorticoides pueden inhibir la actividad de GATA3,
impidiendo la liberacion de IL-4 (Liberman et al., 2018).

El panel empleado se solicité pensando en evaluar citocinas implicadas en diferentes
enfermedades neuroinflamatorias, y no especificamente para la EAE ni la respuesta a
glucocorticoides. Por ello, estos resultados pueden ofrecer una idea general de los efectos
de los glucocorticoides, pero esos cambios de niveles no estan necesariamente
relacionados con una respuesta anti-inflamatoria ni con la eficacia del tratamiento. A la
par de este proyecto se identificaron algunos marcadores de recaidas y respuesta a
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tratamiento con glucocorticoides: IL-12, IL-23, osteopontina, metaloproteasa o
metaloproteinasa de matriz 9, quimiocina CXCL-13, factor neurotréfico derivado del
cerebro y factor activador de linfocitos B, ademas de IL-17 y TNF-a que si se incluyeron.
Haber usado estos marcadores podria haber arrojado mas informacion, y mas alla de un
resultado descriptivo, se hubiera podido correlacionar con la evolucion de la EAE.

Las concentraciones de MP registradas mediante HPLC, asi como la sefial detectada de
MP en los ensayos de inmunofluorescencia apuntan a que la MP IN no sélo esta llegando
al SNC, sino que alcanza mayores concentraciones que cuando se administra por via IN.
Aunque esto es un resultado alentador, falta por establecer si el ingreso de la MP por
circulacién no sigue siendo la principal via por la cual ejerce sus efectos y si esto
representa aln una considerable exposicion sistémica. La cavidad nasal esta altamente
irrigada y sin una formulacién que nos garantice que el farmaco se esté depositando en
la parte superior de la cavidad nasal, es probable que la MP también haya llegado a la
circulacién sistémica (Fortuna et al., 2014). Esto se habria podido evaluar a través de la
recuperacion de tejidos periféricos (corazdn, rifiones, pulmones) a diferentes tiempos tras
la administracion IN e IV y medir la concentracion de MP en ellos ya sea por HPLC, con
una marca de tritio, o con una ELISA empleando el anticuerpo MP. Dentro de la literatura,
se han reportado niveles elevados de moléculas administradas por la via IN en los
pulmones, pero no en el resto de los érganos (Hanson et al., 2009; Pérez Osorio, 2019).

Derivado también de los resultados de HPLC, pero también de la administracion de las
diferentes dosis por la nariz en la EAE, llama la atencion el hecho de que no se haya
encontrado una relacion lineal dosis-respuesta de la MP IN, especialmente con las dosis
menores, en la prueba de HPLC. Existen trabajos anteriores demostrando una clara
relacion dosis-respuesta cuando se administra MP en el modelo de EAE, pero todos
emplean la via oral o intraperitoneal (Chan et al., 2008; Wst et al., 2008). Una primera
explicacion, podria ser debido a un error en la administracién de las dosis. Al ser dosis tan
pequenas, pudo no haberse tomado la cantidad correcta con la micropipeta o no haberse
depositado por completo dentro de la cavidad nasal. Sin embargo, si esto hubiera sido el
problema, es mas factible que las dosis pequefias hubieran presentado una menor eficacia
y no la dosis intermedia de 50 mg/kg. En un piloto previo, esta dosis intermedia también
fue la menos eficaz para reducir la severidad de la EAE. Mas bien, parece ser que la via IN
no suele seguir este tipo de relacion lineal. En la literatura se ha documentado esta
situacion anteriormente cuando se emplea la via IN para administrar oxitocina vy
eritropoyetina (Daniel S. Quintana et al,, 2020; Teste et al., 2012). No se sabe exactamente
a qué se debe la falta de una relacion lineal dosis-respuesta, pero se cree que tiene que
ver con la forma en como los farmacos se van uniendo en los receptores. Bajo este
escenario, la MP por via IV necesita alcanzar una concentracién determinada en la
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periferia para poder atravesar la BHE y se estaria uniendo a receptores en zonas aledafas
a los vasos sanguineos y en zonas del SNC donde son mas abundantes. Mientras tanto,
en la administraciéon IN, la MP se estaria uniendo a receptores en multiples areas del SNC
rapidamente, saturando quiza los receptores de glucocorticoides e incluso quiza
uniéndose a los receptores mineralocorticoides en las dosis mas elevadas. Esta Ultima
parte no seria tan deseable. Esta diferente forma de union y saturacion de receptores
podria también activar de manera diferencial los mecanismos genémicos y no genémicos
de los glucocorticoides. Se sabe que, a altas concentraciones de glucocorticoides, se
favorecen los efectos rapidos (no genémicos) (Scheschowitsch et al., 2017).

La evaluaciéon preliminar de efectos adversos en la cavidad nasal que se realizd en este
proyecto arrojé6 que la administracion intranasal de MP produjo mas moco y el
crecimiento de glandulas. No se observo una reduccion en el tamafio de las células ni
destruccion de los epitelios que se asocia con la presencia de atrofia (Miller & Cesta,
2015). Tampoco se hallaron células de la respuesta inmune que indicarian un proceso
inflamatorio. Por ello, los resultados sugieren que tras la administracion IN de MP se
genera un proceso_de remodelacion de la cavidad nasal. En la mucosa existen receptores
de glucocorticoides que al unirse con sus ligandos, promueven la diferenciacion de células
basales (X. Wang et al., 2017). Esta regeneracién, esta relacionada principalmente con las
funciones de los cilios (Samolinski et al, 2014). Los cilios nasales participan en el
aclaramiento mucociliar y el transporte mecanico. Con la MP IN, se observé una
reorientacion de los cilios que podria estar relacionado con un incremento en el
transporte dentro de la nariz (Gizurarson, 2015). Sin embargo, seria relevante conocer si
la produccion aumentada de moco no inhibe la absorcion de la MP. De la misma forma,
la administracién de glucocorticoides en la cavidad nasal podria mejorar la transduccion
de senales en el nervio olfatorio (Y. Wei et al., 2009).

Para complementar esta evaluacién de efectos adversos, hay mas pruebas que se
pudieron haber incluido dentro de este proyecto. Una primera aproximacion es observar
si los ratones experimentan descargas nasales posteriores a la administracion. Si existen,
se pueden ver secas en las narinas o como costras en las patas delanteras, tras acicalarse
(Burkholder et al., 2012). Aunque en algunos ratones si se observaron estas descargas, no
se registrd el dia en el que se observd ni cuantos dias perdurd. La capacidad olfatoria se
puede analizar con una prueba de comportamiento, como la habilidad para desenterrar
comida o mediante una prueba de habituacién (Yang & Crawley, 2009). La primera quiza
no sea tan recomendable puesto que, en el pico de la EAE, algunos ratones pierden la
movilidad de sus extremidades y no le seria tan facil desenterrar la comida.
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A pesar de la eficacia demostrada en la EAE, es importante recalcar que la administracion
IN, de eventualmente poder usarse en pacientes con EMRR, pudiera no ser igual de
efectiva, ni deberia ser indicada en todo ellos. Los ratones son muy utiles como modelo,
pero su cavidad nasal es muy diferente a la de los seres humanos. Varia la arquitectura
del conducto nasal, el sentido de flujo del aclaramiento mucociliar y la forma en que
respiramos (Lochhead & Thorne, 2012). Encima, la cavidad nasal de los ratones tiene una
superficie de absorcion relativa hasta 15 veces mayor y su epitelio olfatorio es 6 veces
mas grande cuando se ajusta al peso corporal de la especie (Ullah et al., 2019). Esto
significa que lo que se observa en ratones podria ser una sobrestimacion de lo que
sucederia en pacientes.

Una desventaja frecuentemente mencionada en revisiones sobre la via IN es la existencia
de variaciones en cuanto a la dosis efectivamente administrada entre individuos. Dentro
del contexto de este trabajo los factores que primordialmente pudieron haber afectado
el volumen que se administrd fueron: la presion con la que se liberan las dosis, si la dosis
se fue administrando poco a poco o se liberd toda al mismo tiempo, y cuanto tiempo se
mantuvo a los ratones en posicion supina. Dentro de los primeros experimentos se
identifico que liberar los 10 pl rapidamente y con mucha presiéon podia asfixiar a los
ratones, tal y como se indica en la literatura (Shimizu, 2004). Ademas, cuando se hacia
esto, una parte de la dosis era expulsada de la cavidad nasal. Por ello la técnica se modific
para ir administrando la dosis poco a poco, dando espacios para que el raton absorbiera
la dosis. La pérdida de volumen se minimizo, pero aun asi el hecho de que los ratones
estornudaran ocasionalmente y el tamafio de sus narinas contribuyo a estas variaciones.
En pacientes, esto no seria muy diferente. El actual dispositivo que se tiene identificado
para administracion IN también requiere manipulacién manual. La presion y rapidez con
que se administre la MP con este dispositivo pueden determinar el sitio de deposicién y
la absorcion.

A lo largo de este trabajo se ha mencionado que el transporte desde la cavidad nasal
hacia el SNC se realiza a través de los nervios olfatorio y trigémino. Pero jqué pasaria si
alguno de estos nervios presenta una disfuncion o dafio como parte de los efectos de la
EMRR? Este es un tema poco explorado aun y cuando hasta un 60% de pacientes con
EMRR pueden presentar neuralgia del nervio trigémino y un 30% una pérdida del olfato
(Atalar et al, 2018; Fallata et al., 2017). Estos dafos obstaculizarian el transporte
intracelular del farmaco. La observacion de reducciones en los grados de la EAE al dia
posterior a la primera administracion IN y el hallazgo de una sefal diseminada de la MP
en la médula espinal tras 24 horas de la administracion, aunado a que incluso a los 15
minutos se puede detectar la seial de glucocorticoides en el SNC (Pérez Osorio, 2019),
llevan a pensar que es poco probable que el transporte se esté realizando de manera
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intracelular. El transporte intracelular, dentro de los axones, implicaria por lo menos 24
horas y su diseminacién por el SNC seria mucho mas limitada, quizas incluso no llegando
a la médula espinal (Erdd et al., 2018; Lochhead & Davis, 2019). Incluso si este fuera el
caso, esta via de administracion se ha propuesto como una forma de reducir los dafios
asociados a la pérdida del olfato y neuralgia del trigémino (Candido, 2017; X. Wang et al.,
2017) Si hubiera una desmielinizacion de estos nervios, detectada o no, la administracion
IN de MP podria contrarrestarla. Una forma de corroborar esto en pacientes podria ser
estudiando los potenciales evocados del nervio trigémino y olfatorio antes y después de
la administracion.

Asimismo, tomando en cuenta afecciones como la rinitis alérgica y polipos nasales con
prevalencias en México de 15 y 4% respectivamente, se puede obtener un estimado
rapido, calculando el promedio, que alrededor de un 9.5% de los pacientes contaran con
algun tipo de obstruccién nasal que represente una contraindicacion para el uso de la via
IN (Ivancevich et al., 2019; Mancilla-Hernandez et al., 2015).

La administracion IN de MP tampoco podria ser una estrategia para considerar en
pacientes con EMRR en donde previamente se haya identificado resistencia a esteroides.
Esta resistencia esta principalmente dada por mutaciones o desregulacién en la expresion
de los receptores de glucocorticoides, aunque en contextos clinicos se considera también
como la falta de respuesta al tratamiento. Se estima que hasta un 30% de los pacientes
pudieran entrar en esta categoria al experimentar una recaida (Berkovich, 2016).

Algunas variables se mantuvieron constantes a lo largo de todo este trabajo: el sexo de
los ratones, el régimen de administracion de la MP, y el glucocorticoide administrado. No
obstante, haber modificado también estas variables hubieran podido proporcionar datos
adicionales sobre la eficacia de la MP IN para controlar la neuroinflamacién asociada a la
EAE. En todos los experimentos usamos Unicamente hembras. Aunque no hay diferencias
en susceptibilidad ni en la evolucién de la EAE en ratones C57BL6/J, en la literatura existen
algunos reportes de una respuesta a glucocorticoides diferenciada en roedores segun el
sexo. En las hembras, por ejemplo, el estrés provocado por aislamiento y derrota social
puede aumentar la tasa de translocacion de los receptores GR (Bourke et al., 2013), pero
el efecto de los glucocorticoides parece ser mas efectivo en machos (Duma et al., 2010).
Estas diferencias pueden estar dadas por patrones de expresidn genética asociados al
sexo. En pacientes de EM, no hay estudios que hayan evaluado el rol del sexo en la
respuesta al tratamiento de recaidas. No obstante, seria importante hacer experimentos
con ratones macho para explorar y comparar los efectos de la MP IN, asi como para
contemplar estas posibles diferencias en la respuesta en un ensayo clinico en pacientes.
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Durante todo el proyecto, se conservd el esquema actual de administracion de MP 1V,
contemplando una dosis diaria en 3 dias consecutivos. Este esquema es mas eficaz para
tratar las recaidas de EMRR que una Unica dosis (Sellebjerg et al., 2010). Considerando,
sin embargo, que los resultados apuntan a que una mayor concentracion llega al SNC, se
podria considerar para futuros experimentos administrar una dosis Unica y evaluar la
evolucion de la EAE. También, apostando a una mejor absorcion de la dosis, se podria
dividir en 2 o 3 administraciones de menor volumen a lo largo del dia. Del mismo modo,
las administraciones se realizaron normalmente alrededor del medio dia, mientras que
existe evidencia en pacientes con EMRR que variar la hora de administracion para coincidir
con la hora en la que la produccién de corticoesteroides endégenos es menor, puede
aumentar la eficacia. Por ejemplo, los pacientes que recibieron la MP 1V entre las 10 p.m.
y 2 a.m., tuvieron una mejor recuperacion de la recaida y experimentaron menos efectos
adversos que los que la recibieron en la manana (Glass-Marmor et al., 2007).

La tercera variable que permanecié constante a lo largo de los experimentos fue el uso
de la MP. La idea detras de usar MP era que, al estar aprobado su uso en pacientes para
las recaidas, si la via IN era eficaz, como fue el caso, seria mas facil de probar esto en
pacientes posteriormente. Podria ser interesante explorar si otros glucocorticoides
funcionan de la misma forma cuando se administran por via IN en la EAE. Uno de especial
interés es la dexametasona, pues ademas de que se ha estudiado en otros proyectos de
neuroinflamacion del laboratorio, también por la via IN, tiene una mayor potencia y es
mas soluble, lo que permitiria usar volimenes pequefios (Espinosa et al., 2020; Meneses
et al, 2017). Aunque no es exclusivo de la dexametasona, se ha visto que este
glucocorticoide tiene un mayor impacto sobre los linfocitos T en la periferia, induciendo
su apoptosis e inhibiendo su migracion hacia el SNC (Wist et al, 2008). Otros
glucocorticoides que podrian probarse son la betametasona, también por tener una mejor
potencia que la MP, y la triamcinolona, de igual potencia, pero que ya se ha usado por
via nasal.

El foco del trabajo fue estudiar la eficacia de la MP IN, pero queda pendiente, y no es
menos importante, el elucidar si la MP que se administra en la cavidad nasal, realmente
esta llegando al SNC a través del nervio trigémino u olfatorio, y si el transporte es
preferentemente por uno de ellos. Esto se puede conocer midiendo las concentraciones
en el SNC, sangre y érganos por HPLC a diferentes tiempos. Este método podria ayudar
a determinar la farmacocinética de la MP IN. Otras formas de estudiar el transporte son
mediante el uso de moléculas marcadas con radioactividad para seguir su camino
acoplado a técnicas tradicionales de imagenologia (RM, PET, tomografia). La
imagenologia con bioluminiscencia o fluorescencia son técnicas menos invasivas, caras y
laboriosas que permiten también seguir /nvivo y en tiempo real una molécula y saber qué
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concentracion de MP esta llegando a los sitios de interés. A partir de estos experimentos,
incluso se podria determinar una dosis minima efectiva.

Este proyecto nacié con el objetivo inicial de poder probar la MP IN en pacientes con
recaidas de EMRR. De hecho, en junio de 2017, el Instituto Nacional de Neurologia y
Neurocirugia autorizé un estudio piloto para evaluar su eficacia en pacientes (anexos V'y
VI). El financiamiento se obtuvo recientemente, en la convocatoria Ciencia de Frontera
2019 de CONACyT. Los resultados obtenidos hasta el momento indican que la MP IN
podria ser una alternativa para el tratamiento de recaidas. Pero, antes de su uso en
pacientes, es preciso tomar en cuenta los siguientes puntos. En primera, es necesario
reducir sustancialmente el volumen de la dosis a administrar. Bajo las condiciones usadas
en este proyecto, se diluyen 500 mg de MP en 2.3 ml de solucidn salina. Esto significaria
que, para administrar un gramo, se necesitarian 4.6 ml cuando el volumen maximo
recomendado por dia para la ruta intranasal en humanos es de 1 ml. A reserva de
eventualmente contar con el dato de la dosis minima efectiva, convendria explorar en
pacientes la dosis menor empleada en este trabajo, 25 mg/kg (equivalente a 2.03 mg/kg
en humanos), pues con ella se requeririan casi 10 veces menos MP en un volumen de un
mililitro.

Otra gran consideracion tiene que ver con la presentacion de la MP. En el mercado existen
multiples glucocorticoides para administracién nasal, sin embargo, estos productos
prescritos para el tratamiento de rinitis, sinusitis, alergias, asma o pélipos nasales buscan
administrar dosis en el orden de microgramos que permanezcan dentro de la cavidad
nasal o en los senos paranasales. A falta de una formulacion adecuada, probablemente
los primeros ensayos se tendrian que realizar con la solucién originalmente disefiada para
administracion IV y confiar en que el dispositivo elegido para su administracion deposite
el farmaco en las mucosas, donde estan las terminales del nervio trigémino, pero también
en la parte posterior de la cavidad nasal, donde se concentran las terminaciones del nervio
olfatorio (Djupesland, 2013). Mas adelante seria deseable una formulacidon que permita
mantener la estabilidad y aumentar la solubilidad de las sales de metilprednisolona.

Los hallazgos de este trabajo apuntan a que la MP IN pudiera ser una opcion factible en
el corto plazo para el tratamiento de las recaidas de EMRR. Dado que es un farmaco ya
incluido en las guias clinicas para el tratamiento de la EMRR en multiples paises y se
encuentra bien caracterizado, su proceso de desarrollo seria menor que el de un farmaco
completamente nuevo. Al contrario de la vialV, la MP IN representaria, ademas de ahorros
al sistema de salud y al paciente, una forma facil de administraciéon que alcance el SNC en
un menor tiempo y con la promesa de padecer menos efectos adversos.
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8. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este trabajo se sustenta la eficacia de la MP IN
para reducir la severidad asociada al modelo de EAE ya que:

1.

Este tratamiento impidi6 la evolucion hacia signos mas graves y resultd en una
menor severidad acumulada.

La MP IN confin6 el dafio como consecuencia del modelo de EAE a la periferia de
la médula, inhibiendo la infiltraciéon de células inmunes.

La expresion de marcadores de activacién de la glia disminuy¢ y la morfologia de
astrocitos y microglia correspondidé con procesos anti-inflamatorios tras la
administracion de MP IN.

La administracién de MP IN redujo los niveles de citocinas pro-inflamatorias en la
médula espinal.

Para los puntos anteriores, no se encontraron diferencias importantes en cuanto a efectos
observados entre los grupos que recibieron MP por la via IV o IN. Sin embargo, al
comparar ambas vias directamente y diferentes dosis se encontr6 que:

La MP IN alcanza mayores concentraciones en el SNC que la MP 1V, 24 horas tras
su administracion.

Dosis menores de MP (25 y 100 mg/kg) administradas por la via IN tuvieron una
eficacia similar a la de la dosis original de 200 mg/kg para suprimir el pico de
inflamacion de la EAE.
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Anexo [ Términos de Busqueda Pubmed Tabla 1.

EAE: experimental autoimmune encephalomyelitis (13,348), experimental allergic
encephalomyelitis (3,195)

TMEV: TMEV “multiple sclerosis”

MHV: MHV “multiple sclerosis”

SFV: Semliki “multiple sclerosis”
Cuprizona: Cuprizone “multiple sclerosis”

Lisolecitina y bromuro de etidio: Ethidium bromide demyelination (187)
lysolecithin demyelination (413)

nn

Transgénicos y cepas especiales: "transgenic mice" "multiple sclerosis”
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Anexo II Escala EDSS
SISTEMAS FUNCIONALES (FS)

1. Funcioén piramidal
0. Normal.
1. Signos anormales sin discapacidad.
2. Discapacidad minima.
3. Paraparesia o hemiparesia leve o moderada, monoparesia
grave.
4. Paraparesia o hemiparesia marcada, tetraparesia
moderada o monoplejia.
5. Paraplejia, hemiplejia o tetraparesia marcada.
6. Tetraplejia.
V. Desconocida.

2. Funcion cerebelosa
0. Normal.
1. Signos anormales sin discapacidad.
2. Ataxia leve.
3. Ataxia moderada del tronco o las extremidades.
4. Ataxia grave de todas las extremidades.
5. Discapacidad para realizar movimientos coordinados debido a la ataxia.
V. Desconocida.
X. Se afiade a cada cifra cuando la presencia de debilidad (funcion piramidal de grado
3 o mayor) dificulta el
examen.

3. Funcién del tronco cerebral
0. Normal.
1. Presencia de signos.
2. Nistagmo moderado u otra discapacidad leve.
3. Nistagmo grave, debilidad extraocular marcada o discapacidad
moderada relacionada con otros pares
craneales.
4. Disartria marcada u otra discapacidad significativa.
5. Discapacidad para deglutir o hablar.
V. Desconocida.

4. Funcion sensitiva
0. Normal.
1. Disminucion de la sensibilidad vibratoria y del reconocimiento tactil de figuras sobre
la piel en 1 0 2 extremidades.
2. Ligera disminucion de la sensibilidad tactil, dolorosa o postural y/o disminucién
moderada de la sensibilidad vibratoria en 1 0 2 extremidades o disminucién de la
sensibilidad vibratoria exclusivamente en 3 o0 4 extremidades.
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3. Disminucién moderada de la sensibilidad tactil, dolorosa o postural y/o pérdida de la
sensibilidad vibratoria principalmente en 1 6 2 extremidades o ligera disminucion de la
sensibilidad tactil o dolorosa y/o disminucién moderada de todas las pruebas
propioceptivas en 3 o0 4 extremidades.

4. Disminucion marcada de la sensibilidad tactil o dolorosa, o pérdida de la
propiocepcion, solas o asociadas, en 1 0 2 extremidades o disminucion moderada de la
sensibilidad tactil o dolorosa y/o disminucién importante de la sensibilidad propioceptiva
en mas de 2 extremidades.

5. Pérdida de la sensibilidad en 1 0 2 extremidades como caracteristica predominante o
disminucién moderada

de la sensibilidad tactil o dolorosa y/o pérdida de la propiocepcion en la mayor parte del
cuerpo por debajo de la cabeza.

6. Pérdida de la sensibilidad por debajo de la cabeza como caracteristica
predominante.

V. Desconocida.

5. Funcién visual
0. Normal.
1. Escotoma con agudeza visual corregida mejor que 20/30.
2. Escotoma con agudeza visual maxima corregida de 20/30-20/59 en el ojo peor.
3. Escotoma de gran tamario en el ojo, peor, 6 disminucion moderada en los campos,
pero con una agudeza visual maxima (corregida) de 20/60 a 20/99.
4. Disminucion significativa del campo visual con una agudeza visual maxima corregida
de 20/100-20/200 en el ojo peor; grado 3 mas agudeza visual de 20/60 o menos en el
0jo mejor.
5. Agudeza visual maxima corregida menor de 20/200 en el ojo peor; grado 4 mas
agudeza visual maxima de 20/60 o menos en el ojo mejor.
6. Grado 5 mas agudeza visual maxima de 20/60 o menos en el ojo mejor.
V. Desconocida.
X. Se afiade a los grados 0-6 cuando existe palidez temporal.

6. Funcion intestinal y vesical
0. Normal.
1. Goteo al inicio de la miccion, urgencia miccional o retencidn urinaria de grado leve.
2. Goteo inicial, urgencia y retencion intestinal o urinaria de grado moderado o
incontinencia urinaria infrecuente.
3. Incontinencia urinaria frecuente.
4. Necesidad de sondaje practicamente constante.
5. Pérdida de la funcién vesical.
6. Pérdida de la funcién vesical e intestinal.
V. Desconocida.

7. Funcién cerebral (o cognitiva)
0. Normal.
1. Alteracion del estado de animo (sin afectar a la puntuacion
de la EDSS).
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2. Deterioro leve de la actividad mental.

3. Deterioro moderado de la actividad mental.

4. Deterioro marcado de la actividad mental (sindrome cerebral cronico moderado).
5. Demencia o sindrome cerebral crénico grave o

incompetente.

V. Desconocida.

8. Otras funciones
0. Ninguna.
1. Cualquier otro signo neurolégico atribuible a la NMO (especifiquese).
V. Desconocida.

EDSS
0= examen neuroldgico normal (todos los items de FS son de cero).

1.0= ninguna incapacidad pero signos minimos solamente en un apartado de la
FS.

1.5= ninguna incapacidad, pero signos minimos en mas de un apartado de la FS.

2.0= incapacidad minima en un apartado de la FS (al menos uno con puntuacion
de 2).

2.5= incapacidad minima (dos apartados de la FS puntuando 2).

3.0= incapacidad moderada en un FS (un FS puntua 3 pero los otros entre 0 y 1).
El paciente deambula sin dificultad.

3.5= deambula sin limitaciones, pero tiene moderada incapacidad en una FS
(una tiene un grado 3) o bien tiene una o dos FS que puntuan un grado 2 o bien
dos FS puntuan un grado 3 o bien 5 FS tienen un grado 2 aunque el resto estén
entre Oy 1.

4.0= deambula sin limitaciones, es autosuficiente, y se mueve de un lado para
otro alrededor de 12 horas por dia pese a una incapacidad relativamente
importante de acuerdo con un grado 4 en una FS (las restantes entre O y 1).
Capaz de caminar sin ayuda o descanso unos 500 metros.

4.5= deambula plenamente sin ayuda, va de un lado para otro gran parte del dia,
capaz de trabajar un dia completo, pero tiene ciertas limitaciones para una
actividad plena, o bien requiere un minimo de ayuda. El paciente tiene una
incapacidad relativamente importante, por lo general con un apartado de FS de
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grado 4 (los restantes entre 0 y 1) o bien una combinacion alta de los demas
apartados. Es capaz de caminar sin ayuda ni descanso alrededor de 300 metros.

5.0= camina sin ayuda o descanso en torno a unos 200 metros; su incapacidad
es suficiente para afectarle en funciones de la vida diaria, v.g. trabajar todo el dia
sin medidas especiales. Los equivalentes FS habituales son uno de grado 5
solamente, los otros entre 0 y 1 o0 bien combinaciones de grados inferiores por lo
general superiores a un grado 4.

5.5= camina sin ayuda o descanso por espacio de unos 100 metros; la
incapacidad es lo suficientemente grave como para impedirle plenamente las
actividades de la vida diaria. El equivalente FS habitual es de un solo grado 5,
otros de 0 a 1, o bien una combinacién de grados inferiores por encima del nivel
4.

6.0= requiere ayuda constante, bien unilateral o de forma intermitente (baston,
muleta o abrazadera) para caminar en torno a 100 metros, sin o con descanso.
Los equivalentes FS representan combinaciones con mas de dos FS de grado 3.

6.5= ayuda bilateral constante (bastones, muletas o abrazaderas) para caminar
unos 20 metros sin descanso. El FS habitual equivale a combinaciones con mas
de dos FS de grado 3+.

7.0= incapaz de caminar mas de unos pasos, incluso con ayuda, basicamente
confinado a silla de ruedas y posibilidad de trasladarse de ésta a otro lugar, o
puede manejarse para ir al lavabo durante 12 horas al dia. El equivalente FS
habitual son combinaciones de dos 0 mas de un FS de grado 4+. Muy raramente
sindrome piramidal grado 5 solamente.

7.5= incapaz de caminar mas de unos pasos. Limitado a silla de ruedas. Puede
necesitar ayuda para salir de ella. No puede impulsarse en una silla normal
pudiendo requerir un vehiculo motorizado. El equivalente FS habitual son
combinaciones con mas de un FS de grado 4+.

8.0= basicamente limitado a la cama o a una silla, aunque puede dar alguna
vuelta en la silla de ruedas, puede mantenerse fuera de la cama gran parte del
dia y es capaz de realizar gran parte de las actividades de la vida diaria.
Generalmente usa con eficacia los brazos. El equivalente FS habitual es una
combinacion de varios sistemas en grado 4.
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8.5= basicamente confinado en cama la mayor parte del dia, tiene un cierto uso
util de uno o ambos brazos, capaz de realizar algunas actividades propias. EI FS
habitual equivale a combinaciones diversas generalmente de una grado 4+.

9.0= paciente invalido en cama, puede comunicarse y comer. El equivalente FS
habitual son combinaciones de un grado 4+ para la mayor parte de los
apartados.

9.5= totalmente invalido en cama, incapaz de comunicarse o bien comer o tragar.
El equivalente FS habitualmente son combinaciones de casi todas las funciones
en grado 4+.

10= muerte por esclerosis multiple.

Mc Donald et al, Ann Neurol 2001; 50: 121-127
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Anexo III Escala de Evaluacion EAE
Grado Signos clinicos Comentarios
0 Sin signos clinicos Camina normal, cola se
mueve, tiene reflejos para
no dejarla caer y enrollarla.

1 Cola parcialmente débil Camina normal, punta de

la cola arrastra.

2 Cola paralizada Cola arrastra, camina

normal.

3 Paresis extremidades Camina con la cadera ,
posteriores, movimiento cola arrastra.
descoordinado.

4 Una extremidad posterior Camina sin coordinacion,
paralizada. arrastra una pata trasera y

cola.

5 Ambas extremidades Arrastra la cola y ambas
posteriores paralizadas. patas traseras.

6 Ambas extremidades Arrastra cola, patas
posteriores paralizadas y traseras y una pata
debilidad extremidades delantera no puede
anteriores. mantenerse estirada o hay

dificultad para jalar el resto
del cuerpo.

7 Ambas extremidades El ratén no se mueve pero
posteriores paralizadas y muestra fuerza en una
una extremidades anterior | pata delantera al estimular.
paralizada. Cola arrastra.

8 Ambas extremidades El ratén no se mueve,
posteriores paralizadas y ninguna pata responde a
ambas extremidades estimulos. La cola arrastra.
posteriores paralizadas.

9 Moribundo Sin movimiento,

respiracion alterada.

10 Muerte
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ORIGINAL ARTICLE

Intranasal Methylprednisolone Effectively Reduces
Neuroinflammation in Mice With Experimental Autoimmune
Encephalitis

Dunia Rassy, MSc, Brandon Barcena, AS, Ivan Nicolas Pérez-Osorio, BSc, Alejandro Espinosa, BSc,
Alberto N. Pedn, PhD, Luis I. Terrazas, PhD, Gabriela Meneses, PhD, Hugo O. Besedovsky, MD,
Gladis Fragoso, PhD, and Edda Sciutto, PhD

Abstract

Relapsing-remitting multiple sclerosis, the most common form, is
characterized by acute neuroinflammatory episodes. In addition to
continuous disease-modifying therapy, these relapses require treat-
ment to prevent lesion accumulation and progression of disability.
Intravenous methylprednisolone (1-2 g for 3-5 days) is the standard
treatment for relapses. However, this treatment is invasive, requires
hospitalization, leads to substantial systemic exposure of glucocorti-
coids, and can only reach modest concentrations in the central ner-
vous system (CNS). Intranasal delivery may represent an alternative
to deliver relapse treatment directly to the CNS with higher concen-
trations and reducing side effects. Histopathological analysis
revealed that intranasal administration of methylprednisolone to
mice with experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) sup-
pressed the neuroinflammatory peak, and reduced immune cell infil-
tration and demyelination in the CNS similarly to intravenous
administration. Treatment also downregulated Ibal and GFAP ex-
pression. A similar significant reduction of IL-1, IL-6, IL-17, IFN-
7, and TNF-o levels in the spinal cord was attained in both intranasal
and intravenously treated mice. No damage in the nasal cavity was
found after intranasal administration. This study demonstrates that
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intranasal delivery of methylprednisolone is as efficient as the intra-
venous route to treat neuroinflammation in EAE.

Key Words: Glucocorticoids, Intranasal,
Multiple sclerosis, Neuroinflammation.

Methylprednisolone,

INTRODUCTION

Multiple sclerosis (MS) is an autoimmune, demyelinat-
ing, neuroinflammatory disorder of the central nervous system
(CNS) (1). It is the most prevalent chronic inflammatory dis-
ease of the CNS, with the majority of patients (85%) present-
ing relapsing-remitting MS (2). This form is characterized by
sudden relapses of acute neuroinflammation affecting neuro-
logic functions, followed by periods of remission. Relapses
are driven by the infiltration of autoreactive activated lympho-
cytes and myeloid cells into the CNS (3). Once in the CNS, cy-
tokine release, especially IL-17, IFN-y, and TNF-o, further
activate microglia and recruit macrophages from the periph-
ery. Damage to myelin occurs either through the combined
actions of reactive oxygen species, activated phagocytes, and
cytotoxic CD8-positive lymphocytes or activated complement
components (3, 4).

Most of these neuroinflammatory episodes are
autolimiting, but patients should receive treatment to shorten
relapse duration and to avoid disability accumulation (5, 6).
Even though innovations in immunomodulatory therapies
have improved the quality of life of patients and reduced the
frequency of relapses, treatment is still a challenge that needs
to be addressed.

The recommended scheme for relapse treatment consists
of intravenous administration of methylprednisolone, ranging
from 1 to 2 g, for 3 consecutive days, which may be extended
for up to 5days depending on relapse severity (7, 8). This
treatment has been useful for reducing short- and long-term
sequelae, but as all glucocorticoids, it has several systemic
side-effects. Most are short-lived (9), but over time, repeated
exposure to high doses of methylprednisolone may lead to
glaucoma, diabetes mellitus, cataracts, and a heightened risk
of infections (10, 11). These effects are the consequence of
high systemic exposure to reach a minimum effective
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In agreement with previous research, we observed that
methylprednisolone does reduce pro-inflammatory cytokines,
but the reductions were only compelling in the spinal cord. We
infer that the lack of effect, especially in the periphery, was as-
sociated with the timing of cytokine measurement, but it could
also be related to the inability of the peripheral immune system
to gauge and respond to inflammation in the CNS. The periph-
eral response is mostly driven by activated MOG-specific T
cells, and its role is mainly relevant before EAE onset and
CNS infiltration (48). However, during EAE peak, these cells
become more abundant in the CNS. IL-6 behavior might also
be related to timing since its expression increases around onset
and then diminishes (49). Production by macrophages and
microglia, in addition to T cells, might explain the slightly
higher levels of IL-6 detected in the spinal cord (50).

We were surprised by the fact that methylprednisolone
treatment also reduced peripheral IL-4 levels. It is generally
believed that glucocorticoids promote the release of anti-
inflammatory cytokines, but it has also been reported that
these drugs suppress GATA3 activity in Th2 cells, thus inhib-
iting the release of IL-4 (51). A potentially protective role of
IL-4 against the incidence and progression of MS has been
proposed (52). The low levels of IL-4 detected herein in the
spleen could reflect the better control of inflammation in
methylprednisolone-treated mice during the return to homeo-
stasis; this result would be sustained by the lower levels of the
peripheral inflammatory TNFo cytokine in methylpredniso
lone-treated mice.

There is also some evidence that something similar
could happen with IL-10. After an intraperitoneal injection of
20mg/kg of dexamethasone treatment, equivalent to 100 mg/
kg of methylprednisolone, IL-10 mRNA expression was re-
duced and Treg cells underwent apoptosis (53). Since Th2 and
Treg cells support remyelination and EAE remission, this find-
ing should be confirmed with intranasal methylprednisolone
administration.

Low-dose nasal glucocorticoids are commonly pre-
scribed for rhinitis, sinusitis, asthma, and polyposis. Patients
often report temporal side effects such as epistaxis, dryness, or
irritation, although these are not necessarily associated with
glucocorticoid administration (54). In some cases, ulcerations,
ciliary atrophy, and septum perforation have been reported af-
ter using intranasal steroids, but they have been related to de-
livery device misuse (55). Commercially available nasal
glucocorticoids are formulated to remain in the nasal cavity,
whereas intranasal administration seeks to use it as a passage
to the CNS, so we decided to explore whether these side
effects were present. From daily visual inspections we could
not detect any of these issues but they cannot be ruled out. His-
tological analysis of nasal cavity sections showed a thickened
mucus layer, enlarged glands, and cilia alterations. However,
rather than a result of inflammation, it seems mucus produc-
tion is related to remodeling processes in the nasal cavity, a
process promoted by glucocorticoids. Beyond regenerating
the mucous layer, steroids can restore its normal function (56).
Furthermore, mucociliary clearance and mechanical transport
are well-known functions of nasal cilia. The change in orienta-
tion after intranasal methylprednisolone administration might
be related to increased transport (57).
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In summary, our results suggest that intranasal treat-
ment of methylprednisolone may be as effective as the cur-
rently employed administration route. Apart from further
studies confirming a faster onset and higher concentrations
reaching the CNS, it seems intranasal methylprednisolone
achieves final immunomodulation similar to the one ob-
served with intravenous treatment. There is a definite ad-
vantage in translating these findings into clinical settings
considering methylprednisolone has been used in humans
for at least 60years, and it is included in the treatment
guidelines for MS relapse in several countries (58-61).
Even if, in recent years, oral prednisone has been used in
place of intravenous steroids with lower costs of homecare
or hospitalization, its use is not feasible in many countries
due to the lack of adequate pharmaceutical presentations for
oral administration (62). Furthermore, neither the intrave-
nous nor the oral route offers the advantage of permitting a
rapid entrance and accumulation of methylprednisolone in
the CNS with an eventual reduction of peripheral effects of
the synthetic hormone.

Before launching the use of intranasal methylpredniso-
lone in patients, there are several considerations. First, in our
experiments we included only female mice. Beyond the fact
that C57BL6/J mice from both sexes are equally susceptible to
EAE, differences in response to glucocorticoids according to
sex have been reported before in rodents. In females, translo-
cation of GR might increase after stressful events (63), but the
anti-inflammatory effects of synthetic glucocorticoids seem to
be more effective in male rats (64). A sexually dimorphic gene
expression pattern is apparently behind differences in re-
sponse. Altogether this points out at the necessity of exploring
the effects of intranasal methylprednisolone in male mice in
the short term and for contemplating differences in men and
women in the long-term.

Another consideration is the requirement of an adequate
pharmaceutical presentation that tackles the relatively low sol-
ubility of methylprednisolone, reduces the required adminis-
tration volume, and maintains its stability. In this study,
methylprednisolone was administered by a simple micropi-
pette in each nostril of the mice. Indeed, this procedure can be
improved for human administration. The advances in the de-
sign of new nasal delivery devices that accurately reach the
most innervated areas of the nose will increase the efficiency
of the drug to reach the CNS. Also, the use of carriers such as
nanomolecules (65, 66), and exosomes (67) might decrease
the possibilities of the drug accessing the peripheral circula-
tion, and, potentially, their adverse effects.

Together, the information reported in this study offers
experimental evidence to support equivalence between this
noninvasive novel approach and the current intravenous treat-
ment. A clinical trial could eventually confirm our findings
and offer MS patients the option to access treatment as soon as
they experience symptoms.
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Sepsis occurs when a systemic infection induces an uncontrolled inflammatory response that results in generalized

organ dysfunction. The exacerbated peripheral inflammation can induce, in turn, neuroinflammation which may

result in severe impairment of the central nervous system (CNS). Indeed, the ensuing blood-brain barrier disrup-

tion associated with sepsis promotes glial activation and starts a storm of proinflammatory cytokines in the CNS

that leads to brain dysfunction in sepsis survivors. Endotoxic shock induced in mice by peripheral injection of

lipopolysaccharides closely resembles the peripheral and central inflammation observed in sepsis. In this review, we

provide an overview of the neuroinflammatory features in sepsis and of recent progress toward the development of

new anti-neuroinflammatory therapies seeking to reduce mortality and morbidity in sepsis survivors.

Keywords: sepsis; inflammation; neuroinflammation; treatment

Introduction

Inflammation is an essential defensive response
to harmful infectious and noninfectious stimuli,
widely recognized as vital for survival. However,
sustained inflammation can lead to pathological
conditions.'™ This dual role of the inflammatory
response also takes place in the central nervous
system (CNS), an anatomic region with particular
properties.* The CNS had long been considered
an immune-privileged compartment due to the
lack of a proper lymphatic system.”® Additionally,
the tight junctions in the cerebral vasculature that
constitute the blood-brain barrier (BBB) limit
under homeostatic conditions the entry of ions,
large molecules, and circulating cells between the
blood and the brain. Even though the CNS exhibits
particular immunoregulatory traits, it is continu-
ously monitored by resident and immune cells, such
as microglia, astrocytes, neurons, and activated T
cells, which may trigger neuroinflammation (NI)

doi: 10.1111/nyas.13985

whenever injuries are detected. The quick response
against an injury in the CNS causes acute NI,
critical for homeostasis maintenance and neuronal
survival. Furthermore, persistent NI may lead to
cellular dysfunction, affecting brain functions.?
Thus, the control of subacute and chronic NI
processes may help to restore homeostasis in the
CNS and its physiological function.”
Neuroinflammation is a common feature in many
neurological and systemic diseases. It is a major
component of the pathology and progression of
numerous neurological and neurodegenerative dis-
eases, including those with an autoimmune origin
(neuropsychiatric systemic lupus erythematosus®
and multiple sclerosis’), as well as diseases with
other mechanisms (traumatic brain injury, stroke,
tumors, Alzheimer’s, and Parkinson’s diseases').
NI can also occur in systemic diseases due to an
exacerbated peripheral inflammatory response as
in sepsis. Under these circumstances, inflammatory
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mediators and cells from the periphery can access
the CNS directly through the circumventricular
organs and specialized brain regions that lack a tight
BBB, as well as through afferent fibers of the abdomi-
nal vagus nerve. The entry of immunoinflammatory
cells, including macrophages and cells of the adap-
tive immunity into the brain, can be tightly regulated
by different mediators like cytokines, chemokines,
and sphingolipids that can further increase N1.10

Considering that the management of the detri-
mental impacts of sustained NI in sepsis may
contribute to diminishing the effects of sepsis-
associated encephalopathy (SAE), it is vital to
address this concern. Here, we offer an overview of
strategies and therapies that modulate NI in sepsis
and its potential therapeutic interest.

Human sepsis and SAE

Sepsis is a life-threatening condition character-
ized by multiorgan dysfunction and a dysregu-
lated (neuroimmune—endocrine) host response to
an infection.!"!? In a subset of patients, the fail-
ure to control the infection may lead to underlying
circulatory, metabolic, and cellular abnormalities,'!
collectively recognized as septic shock.

Both in sepsis and septic shock, the CNS becomes
vulnerable due to the breach of the BBB followed by
inflammatory and neurotoxic processes.'? Patients
experience an alteration of mental functions, rang-
ing from delirium to coma; this syndrome is known
as SAE. Unfortunately, SAE is a clinical syndrome
reported in up to 70% of septic patients, and thus
a chief cause of brain dysfunction in the intensive
care unit (ICU).!413

How to diagnose SAE
As sepsis progresses in the periphery, the brain is
one of the first organs affected. Hence, there is a
need for timely detection of acute brain dysfunc-
tion. Exclusion of other causes of encephalopathy is
the basis for diagnosis.!®!” The first step upon SAE
suspicion in a hospitalized patient would be a neu-
rological examination to identify acute changes in
mental status, cognition, sleep patterns, and disor-
ganized thinking. Other alarm signs are agitation,
paratonic rigidity, hallucinations, and coma.'®%°
Once alterations in mental status have been
detected, it is essential to rule out other CNS disor-
ders or a direct infection. Sedation, drug use, and
electrolyte imbalances may confound the diagno-
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sis. On examination, cranial nerves usually remain
intact, as well as automatic reflexes (tracheal, pha-
ryngeal, and corneal) in patients with SAE. In unsta-
ble patients, a continuous electroencephalography
and transcranial Doppler are extremely helpful tools
to evaluate encephalopathy.

SAE diagnosis would not be complete without
efforts to identify the source of infection and the
responsible infectious agent. In this context, the
rationale of screening and diagnosing sepsis has
been described by a consensus committee of interna-
tional experts for the Surviving Sepsis Campaign.”!
They recommend hospital systems to have a
sepsis screening program for acutely ill and
high-risk patients and a mandatory appropriate
diagnostic protocol including clinical evaluation,
routine microbiologic cultures, and monitoring of
biomarkers, such as serum lactate, procalcitonin,
presepsin, and proadrenomedullin levels. These
measures would contribute to making an early diag-
nosis and decreasing morbidity and mortality.?>*

In the CNS, infectious agents, such as Neisse-
ria meningitidis and Streptococcus pneumoniae, are
capable of inducing severe cardiovascular collapse
(septic shock). In these cases, the hallmark clinical
signs include sudden onset and rapid neurologi-
cal deterioration due to abrupt cerebral edema and
refractory intracranial hypertension, both associ-
ated with an extremely high mortality rate.”* In
patients with this clinical suspicion, it is manda-
tory to make a brain computed tomography scan
before a cytochemical analysis and a multiplex PCR
of cerebrospinal fluid.

Treatment and complications of SAE
Sepsis and SAE are a significant health concern
because of their association with high mortality and
morbidity as well as the costs they represent for
the healthcare system. Sepsis survivors suffer not
only from high mortality rates, particularly during
SAE,'%?% but also in the long term due to cognitive
decline and critical polyneuropathy/myopathy.>>~%
The focus of sepsis and SAE treatment is on
attacking the source of infection by providing
intravenous antibiotic therapy. SAE-specific treat-
ment is directed toward alleviating the symptoms,
such as delirium. Although it would prevent
the long-term cognitive impairment, there is
no specific anti-inflammatory treatment for NI
in SAE. The severe side effects, particularly of
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long-term administration, of classical steroidal and
cyclooxygenase-2—selective nonsteroidal anti-brk
inflammatory drugs have limited their use.

Those who survive SAE often experience cog-
nitive impairment for the rest of their lives. For
instance, during clinical follow-up, 45% of sepsis
survivors had cognitive complaints after 1 year, and
some experienced chronic neurocognitive impair-
ments even 6 years after ICU discharge. Following
an episode of sepsis, patients are ata 3.3 times higher
risk of developing moderate-to-severe neurocogni-
tive impairment.'>* This risk might be related to
the amount of CCR2™ monocytes recruited to the
CNS during acute septic episodes,*® highlighting the
role of NI in SAE.

Pathophysiology of neuroinflammation in
sepsis

Anatomical structures and routes of entry of
pathogensinto the CNS. The CNSisa crucial sys-
tem that orchestrates the function of other systems
to maintain homeostasis and cope with an infec-
tious/stressful challenge. Actually, after an infection,
homeostasis maintenance depends on a tight inter-
action between neurological (autonomic, cortical,
and limbic) structures and between the immune
and endocrine systems.**~3

There are three pathways in the CNS response
to sepsis in the presence of a threat: (1) neural, in
which the primary afferent (vagal and trigeminal)
and sensorial (olfactory) nerves are activated by
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs)
and inflammatory cytokines, (2) humoral, orches-
trated by circulating inflammatory mediators that
reach CNS through the choroid plexus and the cir-
cumventricular organs, and (3) through the BBB, in
which activated endothelial cells release inflamma-
tory mediators (NOS metabolites).*’

In this context, during a peripheral infection,
the pathogen encounters the host innate immune
system. The CNS monitors the infectious chal-
lenge through several receptors (pattern recognition
receptors (PRRs)) that detect PAMPs. If this system
fails to eradicate the invading pathogen, a patholog-
ical syndrome characterized by sustained, excessive
inflammation develops. Besides, damage-associated
molecular patterns are released; these molecules can
also activate PRRs, starting a vicious cycle that leads
to organ dysfunction,* including the CNS.

Alternatives to modulate neuroinflammation

Axonal cytokine receptors in the vagus nerve
monitor visceral inflammation. These afferent vagal
fibers reach the nucleus of the solitary tract, which
is interconnected with other autonomic nuclei (the
paraventricular nucleus of the hypothalamus and
the hypothalamus—pituitary axis) connected to neu-
robehavioral areas (the amygdala and hippocampus,
and the prefrontal and frontal cortices) and neu-
roendocrine centers.”® Negative feedback proceeds
via peripheral cortisol (adrenal glands).

Additionally, circumventricular organs are strate-
gic sensors because of their vicinity to neuroen-
docrine structures (the hypophysis and pineal
gland) and autonomic centers (the area postrema).
These organs constitutively express receptors for
inflammatory cytokines and bacterial fragments
(innate and adaptive responses) that can be upreg-
ulated under the effect of systemic inflammation
mediators.”®*

Regarding neural routes of dissemination, the
trigeminal and olfactory nerves provide a direct
pathway of invasion for some particular infec-
tious agents (Herpes simplex virus 1 and Listeria
monocytogenes (trigeminal), and N. meningitides,
S. pneumoniae, and Burkholderia pseudomallei
(olfactory)). Both nerves are portals of entry for
other infectious agents (viruses, protozoa, and
fungi) with evidence both in animal models and
patients, especially in cases where the infectious
agent colonizes the nasal mucosa.’®?*° From these
locations, infectious agents can reach the brainstem
and limbic system by anterograde or retrograde
transport.

CNS cells involved in sepsis and neuroinflamma-
tion. Microglial cells have a primary role during
NI in sepsis. Microglia continuously surveys dam-
age within the CNS, retracting and re-extending
their processes to the surrounding environ-
ment.*’ Microglia express major histocompatibil-
ity complex (MHC) and costimulatory molecules
on demand, allowing them to present antigens to
T cells more successfully than astrocytes.*! CNS-
infiltrating macrophages, apart from adopting sim-
ilar morphology, undertake the role of microglia.
Microglial cells are versatile enough to exhibit
concurrently inflammatory (M1) and anti-
inflammatory (M2) phenotypes. The activated
phagocytic M1 microglia migrate to the injury site
where they secrete several cytotoxic and cytotrophic
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immune mediators.*> This function depends on
inflammatory mediators (cytokines/chemokines),
increased production of reactive oxygen species,
and uncontrolled release of glutamate.*> Activated
microglia can also assume a neuroprotective role
(M2 phenotype). During acute neuroinflammatory
responses, it helps minimize the injury and even
contributes to the mending of tissue damage.*
The M1/M2 polarization may provide a shield
against intense, rampant inflammation by restrict-
ing recruitment of immune cells and by limiting
reactive astrogliosis.

Besides microglia, astrocytes, neurons, and
peripheral infiltrating leukocytes are also involved
in NL.** Astrocytes are critical to maintaining CNS
homeostasis, especially at the neurovascular units
of the BBB.*® They deliver metabolites and regulate
ion, fluid, neurotransmitter, and growth factor bal-
ance. Additionally, they support synapse formation,
plasticity, and detect danger signals, producing con-
sequently cytokines and chemokines that activate
the adaptive immune response.*’

During inflammatory conditions, astrocytes
experience several changes in their number, mor-
phology, and expression of glial fibrillary acidic pro-
tein, and they acquire the ability to present antigens
through the expression of MHC class I1.** Moreover,
astrocytes form synapses with T cells, becoming
an important source of proinflammatory cytokines
and chemokines, which may facilitate cell trafficking
into and within the CNS.*’ Additionally, astrocytes
can migrate to the damaged site and initiate reactive
astrogliosis.*®

Models of sepsis associated with
neuroinflammation

As stated above, sepsis leads to an exacerbated
neuroinflammatory response that may promote an
acute and long-term dysfunction in the brainstem,
amygdala, and hippocampus leading to psycholog-
ical disarrays, cognitive injury, and even death. An
effective anti-neuroinflammatory treatment may
improve the prognosis of sepsis patients.'*? Var-
ious murine models that resemble the NI that
accompanies sepsis have been developed, which are
presented in Table 1.°-° Even though each model
has its strengths and limitations, they offer the pos-
sibility to assess new approaches to control NI and
study disease mechanisms.
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One model is the inoculation of either whole
bacteria or cell wall components (e.g., Escherichia
coli, Staphylococcus spp., and Pseudomonas spp.),
or bacterial fibrins capable of activating the
innate immune system. The most widely used
are lipopolysaccharide (LPS) endotoxin inoculation
and cecal ligation and puncture (CLP), the latter
considered the gold standard of sepsis models. How-
ever, regarding systemic inflammation, LPS injec-
tion has become a pillar in experimental studies of
sepsis.

LPS, a well-known PAMP, is a component
of Gram-negative bacteria. When peripherally
administered, LPS induces an exacerbated central
inflammatory response involving the activation
of microglia, perivascular macrophages, and
astrocytes, as well as the increased expression
of several proinflammatory cytokines, which,
in turn, facilitate immune cell infiltration into
the CNS. Several LPS-mediated phenomena are
related with its capacity to activate the nuclear
factor kB (NF-«kB) signaling pathway through
Toll-like receptor 4 (TLR4) and CD14, both being
receptors constitutively expressed on microglia.>*
LPS is specifically recognized by TLR4, eliciting
the production of proinflammatory molecules. The
magnitude and extension of the induced inflamma-
tory response can be modulated by modifying the
dose, the route of administration, and the number
of LPS injections administered, and it is affected by
the strain and sex of the mouse employed.>*>%

This model mimics much of the physiology of
severe sepsis in humans. Manifestations of acute
endotoxemia in mice include systemic arterial
hypotension, lactic acidosis, impaired myocardial
contractility, a short-lived spike in tumor necrosis
factor (TNF-a) circulating levels, a more prolonged
elevation in interleukin (IL) 6 levels, and a delayed
increase in the circulating levels of high mobility
group box 1. Even if normally responsive mouse
strains are remarkably less sensitive than humans
to the toxic or lethal effects of LPS, given that the
LDs for LPS in mice is 1000- to 10,000-fold higher
than the LPS dose required to induce severe illness
and hypotension in humans,”" this model is widely
used.

Peripheral LPS administration has been exten-
sively reported as a model capable of inducing
NI®® as a consequence of an exacerbated periph-
eral inflammatory response. NI arises through
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Table 1. Murine sepsis models
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Model of sepsis Description Strengths Limitations References
Nonsurgical
Acute IP or IV injection of Simple and fast to learn and Bypasses host—pathogen 50-54
endotoxemia LPS perform interactions
Accompanied by a notable Higher doses required in
systemic and central animals to produce a
inflammation shock-like state
Useful to test the efficacy of Short-lived inflammatory
anti-inflammatory response
strategies
Bacterial infusion IV or IP infusion of Helps understand host Large doses of bacteria needed 53,54
or injection Escherichia coli, antibacterial mechanisms to breach host defenses
Streptococcus Responses may vary between
aureus, or bacterial strains
Pseudomonas High mortality rates without
aeruginosa fluid resuscitation and
antibiotic administration
Bacteria and IP implantation of Allows for a controlled Surgery is required to insert 52,53,55
fibrin clot fibrin clot with number of bacteria to be clot
implantation bacteria implanted, making it Single bacterial strain
reproducible and
reducing early mortality
Promotes development of
local septic focus
Cecal slurry IP injection of cecal Can be performed in Only helpful to study early 53,55,56
injection contents from a neonatal mice inflammation and innate
donor rodent Polymicrobial sepsis response
Immunocom- Injection of Mimics preonset Reduces cytokine responses 57
promised Cyclosporine A immunocompromise
sepsis followed by IP Allows greater bacterial
injection of E. coli blood counts
Involves kidney and liver
failure
Pneumonia IN or IT inoculation Replicates most common Clinical course depends on 53,54
of bacteria source of sepsis in patients strain and inoculum dose
Simple and reproducible Not all animals develop septic
mode signs
Immune response only in
lungs
Surgical
Cecal ligationand  Ligation of caecum Considered the gold Multiple confounding factors: 50,55,58
puncture distal and ileocecal standard for sepsis length of caecum ligated,
valve, and Multiple bacterial strains needle size, age, sex, strain,
perforation of the producing peritonitis and necrosis
caecum Severity can be controlled by ~ Minor systemic inflammation
the size of puncture
Colon ascendens Plastic stent Resembles organ More difficult to perform than 53-55
stent redirecting stools dysfunction that occurs in cecal ligation and puncture
peritonitis from colon to the humans
abdominal cavity Severity can be controlled
through a stent size
Peritonitis with systemic
inflammation
IN, intranasal; IP, intraperitoneal; IV, intravenous; IT, intratracheal.
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the production of mediators of the inflammatory
response as well as from profound alterations in the
sphingolipid metabolism at the BBB.®' Altogether
they lead to an increased BBB permeability, BBB
endothelial cell activation, glial cell activation, and
neurodegeneration.®

Strategies to control brain inflammation
during sepsis

As outlined above, inflammation is involved in sev-
eral neuropathophysiological mechanisms in sep-
sis, including apoptosis, transitory oxidative stress,
microglial activation, cytokine expression, and
alteration of neuronal transmission. Therefore, tar-
geting the inflammatory status could help us to
control some brain manifestations of sepsis. Sev-
eral brain pathologies include nitric oxide (NO)
release. Indeed, in animal models, the inhibition
of inducible NO synthase can reduce neuronal
apoptosis, although no improvement in conscious-
ness has been achieved.®® In septic rats, prevent-
ing oxidative stress reduces long-term cognitive
impairment.®* As a BBB breach is also involved in
brain inflammation during sepsis, systemic TNF-a
release allows the passage of molecules, especially
inflammatory mediators and immune cells. There-
fore, various approaches to preserve BBB integrity
have been explored. Particularly, hydrocortisone has
been shown to play a protective role against matrix
disruption thus maintaining barrier integrity.%
Immunoglobulin administration has a similar effect
on BBB integrity.® Additionally, TNF-« inhibition
has been found to protect the BBB, reducing inflam-
mation and cerebral edema.®” Two novel strategies
to control brain inflammation, described in detail
below, have been recently studied in our research
group. 5569

Anti-neuroinflammatory treatment in
sepsis

The use of anti-inflammatory treatments in sepsis
is controversial. However, it has been reported that
low corticosteroid doses administered as replace-
ment therapy for septic shock patients with adrenal
insufficiency had a better effect on short-term
mortality than high-dose corticosteroid therapy.”’
Moreover, beneficial effects of low dexamethasone
doses have been reported in CLP-induced septic
mice, reducing the level of peripheral proinflam-
matory components.”!
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Considering the possible benefits of a tight con-
trol of NI, we propose two approaches for its mod-
ulation during septic processes, aiming to improve
the disease outcome. One of them involves admin-
istering low doses of an anti-inflammatory drug
directly to the CNS by the intranasal route; the
other one employs electrical stimulation of the vagus

nerve %56

Electric nerve stimulation to control
neuroinflammation in sepsis

The vagus nerve is the main parasympathetic nerve
of the thoracic and abdominal viscera. The longest
nerve of the autonomic nervous system, it consists
of afferent fibers (80%) that carry information from
the body to the brain, and efferent fibers, mainly
cholinergic, that convey regulatory information to
the CNS. Structurally, the vagus nerve has projec-
tions in the CNS from the nucleus of the solitary
tract to the nucleus locus coeruleus and the dorsal
raphe nucleus where it induces the release of neu-
rotransmitters, such as glutamate, aspartate, acetyl-
choline, serotonin, and norepinephrine.”>”* From
these nuclei, the efferent fibers reach the medulla
where emergent fibers travel along the carotid artery
and the jugular vein, innervating multiple periph-
eral organs.

Electric nerve stimulation has emerged as
an alternative to effectively attenuate peripheral
inflammation in a variety of pathological condi-
tions, with fewer side effects. Implantable medical
devices appear as an attractive treatment of inflam-
matory diseases. According to recent reports, elec-
trical vagus nerve stimulation (EVNS) can diminish
excessive inflammation in a wide variety of animal
models.”* These reports support the feasibility of
using implantable vagal nerve stimulation devices
to treat chronic inflammation in humans. More-
over, the use of these devices was approved for drug-
resistant epilepsy and depression by the U.S. Food
and Drug Administration. However, the approved
stimulation parameters to trigger the activation of
afferent fibers are 0.25-3.5 mA, 20-30 GHz.”® Dif-
ferent parameters should be applied to stimulate
anti-inflammatory efferent fibers. The most fre-
quent acute complications of EVNS implantation
include temporary excessive salivation, mild and
coercive cough, vocal cord paralysis, lower facial
weakness, and, very rarely, bradycardia asystole, all
of which are reversible.”® In the long-term patients,
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Figure 1. Electric stimulation of the vagus nerve significantly reduced the level of Ibal expression in the hippocampus 24 h after

the electrical stimulus in LPS-treated mice. Source in Ref. 68.

cough, chest pain, thickening of the voice, and feel-
ing of compression of the chest have been observed;
these symptoms usually decrease over time, and the
device will not have cognitive or systemic effects.
Concerning perioperative complications, cardiac
arrhythmias have been reported. These effects can
be controlled by adjusting stimulation times.””

While further research is needed to identify
the mechanisms underlying the anti-inflammatory
properties of EVNS, its effect has been extensively
confirmed in inflammatory pathologies like mood
disorders, migraine, arthritis, stroke, cardiovascular
diseases, and lupus.”®82

Recently, the anti-neuroinflammatory effective-
ness of EVNS in an experimental model of
central inflammation induced by intraperitoneal
injection of LPS (5 mg/kg of LPS from E. coli,
0111: B4 serotype) was evaluated in our research
group.®® Bipolar electrodes were placed in the left
cervical vagus nerve and connected to a stimula-
tion module designed by the National University of
Mexico, Mexico. Five days after electrode implanta-
tion, mice were treated with LPS. Two or three days
later, half of the mice were stimulated with a con-
stant voltage at 5 Hz, 0.75 mA, for 30 s, to stimu-
late the efferent fibers, and the inflammatory status
was studied 24 h later. A clear decrease in ionized
calcium-binding adaptor molecule 1 (Ibal) expres-
sion by microglial cells was observed (Fig. 1); addi-
tionally, it was demonstrated that the percentage of

CD457/CD117 cells, as well as the levels of IL-1p,
IL-6, and TNF-a in the CNS, decreased after EVNS.

The reduction of the expression of Ibal and
the percentage of microglia, as well as the decrease
in the levels of proinflammatory cytokines, after a
single stimulation of the efferent fibers to the vagus
nerve (5Hz,0.75 mA, for 30 s) emphasize the poten-
tial of this strategy to effectively control NI with few
side effects. The mechanisms by which the stimu-
lation of vagal efferent fibers modulates these cen-
tral immune components have not been studied in
detail.

Intranasal administration of glucocorticoids to
control neuroinflammation

When a drug reaches the CNS following intravenous
injection, it diffuses into the dense microvascula-
ture of the brain, which irrigates neurons. In order
to reach the nervous tissue from the blood in these
intracerebral blood vessels, the drug must cross the
peculiar endothelium that constitutes the BBB, a
scarcely permeable barrier that restricts transport
from the blood into the brain through the tight junc-
tions between adjacent cells in the endothelium.®
Evenif drugs eventually cross the BBB, efflux pumps,
especially ATP-binding cassette transporters, can
decrease CNS drug concentration.?*® Due to this,
the diluting effects of distribution, plasma protein-
binding, and binding to receptors in other organs
(which additionally may lead to side effects), the
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Figure 2. Intranasal administration of dexamethasone was more effective in reducing GFAP immunostaining (A) and the percent-
age of CD45%/CD11b*/Ly6G™ (B) than intravenous administration. Modified from Ref. 69. GFAP, glial fibrillary acidic protein;

Ly6G™, lymphocyte antigen 6 complex locus G6D.

effective concentration of systemically administered
drugs in the brain is usually less than 0.01% of the
administered amount.*

In contrast, intranasal drug administration offers
a noninvasive route to effectively achieve higher
concentrations of drugs in the CNS, bypassing the
restricting BBB, first-pass metabolism, and other
diluting effects.”® A successful delivery strongly
depends on the physicochemical properties of the
drug (molecular weight, size, and lipophilicity) as
well as on the particular properties of the nasal
epithelium and the mucociliary system.®’

Following intranasal administration, a drug can
directly reach the CNS via the axons of mil-
lions of olfactory nerve neurons that cross the
upper posterior nasal mucosa. Drugs can also cross
the mucosa to reach the axons of the trigemi-
nal nerve (nasociliary nerve). Both routes allow
the drug to reach the brain without crossing the
BBB.””°! Given that the nasal mucosa is also
highly vascularized, a third pathway is possible. An
intranasally administered drug can rapidly enter
the capillary network reaching the systemic circu-

lation in concentrations similar to intravenously
administered drugs.*”?? Drainage into lymphatic
vessels, and eventually to the deep cervical lymph
nodes, is also possible.”?

In sepsis instances, the goal of the best anti-
inflammatory drug resides in its capacity to
control the central and peripheral inflamma-
tory response, without compromising the specific
immune response against infectious agents that
triggered this pathological condition. Nonsteroidal
drugs administered through the intranasal route
could fulfill these requirements. Nevertheless, the
intranasal administration of drugs offers advan-
tages, such as a quick onset of action, evasion of
crossing the BBB and first-pass metabolism, and a
smooth and comfortable administration. A drug can
be detected in the CNS in concentrations up to 100
times higher when intranasally administered than
after intravenous administration®* ¢ although the
efficacy may vary depending on the species.

Intranasal delivery may be a suitable admin-
istration route for a wide variety of drugs and
neuroinflammatory indications. As of 2017, there
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Table 2. Experiences in drug delivery to the central nervous system by the intranasal route

Trial stage or

Drug or treatment Use Mechanism report type Main findings References
NGEF inhibitors Traumatic brain Neuron preservation, Case report Improvement in imaging, 111
injury triggers endothelial cell electrophysiological,
proliferation and clinical tests after
IN administration of
NGF
CSF levels of NGF and
doublecortin,
associated with
neurogenesis, increased
after treatment
Rivastigmine PD Inhibition of 0 Nasal rivastigmine had 112
acetylcholinesterase superior bioavailability
than oral and
transdermal
presentations and
showed a rapid onset
NeuroEPO Ischemia Antiapoptotic, I NeuroEPO was safe and 113
Traumatic brain antioxidative, well tolerated by
injury anti-inflammatory, healthy volunteers
neurotrophic, and It did not stimulate
angiogenic properties erythropoiesis
Oxytocin PTSD Modulation of I Beneficial for patients 114
glucocorticoid and with high acute
autonomic stress clinician-rated PTSD
reactivity symptoms
GSH PD Antioxidative, prevents 1I GSH levels in CSF 115
mitochondrial increased after
dysfunction and cell intranasal
death administration
Ketorolac or Migraine Prostaglandin synthesis I IN ketorolac (with and 116,117
Ket-Trom-Lid and vascular without lidocaine)
permeability offered sustained pain
relief for at least
24 hours
Zolmitriptan Migraine Serotonergic agonist v Improvement within 118
prevents vasodilation 30 min, which resulted
and inflammation in a better than
previous migraine
treatment
Sumatriptan Migraine Vasoconstriction, Systematic review ~ Sumatriptan was superior 119
neurotrophin release and meta- to placebo for pain
inhibition, and analysis relief, but higher doses

reduction of pain
transmission

were associated with
more adverse effects

IN, intranasal; NGF: nerve growth factor; CSF, cerebrospinal fluid; GSH, glutathione; NeuroEPO, nonhematopoietic recombinant ery-
thropoietin; PD, Parkinson’s disease; PTSD, post-traumatic stress disorder; GSH, glutathione; Ket-Trom-Lid, ketorolac/tromethamine

with 6% lidocaine.
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Figure 3. Representative immunofluorescence images of brain slices (4-5 mice per group) obtained 24 h after intranasal (IN)
or intravenous (IV) dexamethasone (DX) administration. Merged images of DX (red) or CD31 (red), and 4’,6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride (DAPI) (blue) staining are shown at 310x (upper panel) and 3100x (bottom panel) magnification,
respectively. Brain vessels in the cortex were distinguished more clearly in brains of IN DX—treated (4.82 pixels/mm?) than of IV

DX-treated (1.97% pixels/mm?) mice. Modified from Ref. 69.

were numerous studies published on animal mod-
els of Alzheimer’s’”?® and Parkinson’s”~1?? diseases,
and multiple sclerosis,”'*> among other diseases.
The most frequently reported compounds admin-
istered by this route are growth factors, hormones,
and molecules interfering or modifying the immune
response,'?* but as research in the area grows, inter-
ference RNAs may become another relevant group
of intranasally administered compounds.'®~'%” The
use of nanoparticles also expands the possibilities
of the intranasal route. Nanoparticles can be engi-
neered to have a precise size, to reach a specific
target, and to release drugs with the desired speed
to achieve an optimal absorption.!%-110

There are already a few clinical studies explor-
ing the intranasal route for a variety of inflam-
matory acute and chronic neurological conditions
that require considerable systemic exposure,!!!-11?
These studies are summarized in Table 2. Although
some are in early clinical phases, sumatriptan and
zolmitriptan, both used to treat migraines, are
already on the market. A frequent observation in
these studies was the rapid onset of action and
increased detectable amounts of the drug in the cere-
brospinal fluid, promising better chances of control-
ling the extent of inflammation.

Notwithstanding the increasing interest in the
area, the efficacy of the intranasal route to deliver
glucocorticoids to the CNS attracted attention only
recently. Intranasal delivery of dexamethasone has
been reported to be more efficient than the intra-
venous route to control NI, reducing astrocyte acti-
vation and central neutrophil infiltration in an
experimental murine model of sepsis employing
LPS (Fig. 2).%° Further experiments demonstrated
that the intranasal route allows a more efficient glu-
cocorticoid distribution as shown in Figure 3. These
results open a new avenue toward the control of NI
that accompanies different neuropathologies.

Conclusions and perspectives

As shown in our review, NI in sepsis exhibits a highly
complex pathophysiology, characterized by early
and late deleterious events in the CNS. Several stud-
ies on sepsis have demonstrated that it causes long-
term behavioral changes in rodents and human
sepsis survivors. The polarization of microglial cells
to exert neurotoxic effects, an overexpression of
proinflammatory cytokines, and an impaired BBB
function play a key role in this process.

Our findings pointed out that intranasal admin-
istration of glucocorticoids and EVNS might

10 Ann. N.Y. Acad. Sci. xxxx (2018) 1-14 © 2018 New York Academy of Sciences.
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represent effective therapeutic tools in reducing
sepsis-related NI. The results obtained using both
anti-neuroinflammatory therapies reviewed herein
indicate the feasibility of translating the current
findings into clinical settings. We believe these could
reduce the magnitude and duration of chronic NI
that accompanies different neuropathologies with
minor undesirable side effects.
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