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1. Resum

La resposta inflamatoria acompleix un paper essencial en la proteccié de I'organisme
després d’una lesidé o invasid per microorganismes. Aquest procés ha de ser controlat molt
atentament, ja que si no pot ocasionar danys als teixits o, fins i tot, ocasionar una

patologia inflamatoria.

La resposta inflamatoria és un procés crucial en la regeneracié axonal en el sistema
nervios, tal com s’ha demostrat de manera consistent en diversos models de lesié de
nervi periféeric. No obstant aix0, després d’'una lesid6 medul-lar (LM) es produeix un control
ineficag de la resposta inflamatoria, la qual cosa exacerba el dany tissular i dificulta
I'eliminacio eficient de la mielina en degeneracid. Tot aixd contribueix a I'abséncia de la

regeneracié axonal.

La interleucina 37 (IL-37) és una citocina de la familia de la interleucina 1 (IL-1) que té
caracteristiques Uniques, ja que limita marcadament la immunitat innata i adaptativa. Els
ratolins transgenics per a IL-37 humana exhibeixen menys signes patologics en diversos
models animals, com en el cas de I'endotoxémia, lesié pulmonar aguda, colitis quimica,
isquemia de miocardi, sindrome metabolica i trastorns del son. Malgrat aixo, si la IL-37
promou accions antiinflamatories en el sistema nervids central, fins ara era desconegut.
Per tant, en aquest treball es va investigar si la IL-37 redueix la resposta inflamatoria
després de I'LM i si aixd comporta una reduccié del dany tissular i dels déficits funcionals
associats a aquesta. Per dur a terme aquests experiments vam proposar els objectius

seglents:

1. Avaluar si la IL-37 redueix la inflamacié després de I'LM en un model de ratoli.

2. Estudiar la implicacié de la IL-37 en la reduccié del dany secundari, els déficits
funcionals i el dolor neuropatic després d’una lesié per contusié a la medul-la espinal en el

ratoli.

3. Elucidar si la IL-37 promou regeneracié axonal després d’una LM en el ratoli.



2. Resultats

OBJECTIU 1. AVALUAR SI LA IL-37 REDUEIX LA INFLAMACIO EN L'LM EN UN
MODEL DE RATOLI.

Ates que la IL-37 no s’expressa en el ratoli, vam generar un transgenic que expressa la
forma humana d’aquesta citocina (hIL-37tg) per estudiar-ne els efectes. L'Us d’aquest
ratoli va demostrar que I'expressié d'IL-37 a la medul-la espinal és minima/indetectable
en condicions fisiologiques. Aquest baix nivell ve donat per la presencia d'una seqiéncia
d’inestabilitat en el transcrit de la IL-37 que limita drasticament el seu temps de vida. No
obstant aix0, després de la lesié per contusid es va observar la induccié d'IL-37 al
parenquima medul-lar. El perfil d’expressié de la IL-37 va mostrar pics d’expressid: a les
12 hores i el dia 3 després de postlesio, fases en que els nivells d’IL-37 van augmentar
~17 i ~35 vegades, respectivament. El pic inicial d’IL-37 coincideix amb la induccié de
citocines a la medul-la espinal lesionada (6-24 hores després de la lesid), mentre que el
segon es correlaciona amb la infiltracié de monocits procedents de la circulacié sanguinia
(dia 3).

A continuacié vam examinar si I'augment inicial d’IL-37 modula I’'expressié de citocines a
la medul-la espinal lesionada. Vam observar que la induccié d’'IL-37 va reduir
significativament I’'expressio de 23 de les 32 citocines avaluades després del dany
medul-lar, incloent-hi una reduccié del 80% en els nivells proteics d’interleucina 6,

citocina amb gran activitat proinflamatoria.

Ates que les citocines regulen el reclutament i I'activacio de les cel-lules immunes a la
medul-la espinal lesionada, seguidament vam estudiar si la IL-37 redueix el nombre
d’aquestes cél-lules al teixit medul-lar lesionat. A les 24 hores després de la lesid, quan
I'acumulacidé de granulocits té nivells maxims a la medul-la espinal, els ratolins hIL-37tg
van mostrar una reduccié propera al 40% del nombre d’aquesta poblacid leucocitaria. Per
contra, no es van observar diferéncies en el recompte de cel-lules microglials o de
macrofags. No obstant aix0, 7 dies després de la lesi6 medul-lar, moment en que

I'acumulacié de microglia i macrofags en medul-la espinal lesionada aconsegueix el seu



punt algid, la IL-37 va reduir significativament el percentatge d’aquestes cél-lules

immunologiques.

Per tant, els resultats d’aquest objectiu demostren que la IL-37 exerceix un efecte

antiinflamatori potent després d’una lesié en la medul-la espinal.

OBJECTIU 2. ESTUDIAR LA IMPLICACIO DE LA IL-37 EN LA REDUCCIO DEL DANY
SECUNDARI, ELS DEFICITS FUNCIONALS I EL DOLOR NEUROPATIC DESPRES
D’UNA LESIO PER CONTUSIO A LA MEDUL:LA ESPINAL EN EL RATOLI.

Es va avaluar si la reduccié de la resposta inflamatoria exercida per la IL-37 a I'LM redueix
els deficits funcionals i el dany tissular. Les nostres dades revelen que I'expressio d'IL-37
va millorar significativament les habilitats locomotores dels animals després de I'LM. I 28
dies després de la lesio tots els ratolins wild type (WT) van mostrar moviment extens dels
turmells, i només el 50% d’aquests van ser capacos de posar la planta del peu a terra,
sense ser capacos de suportar el seu propi pes. Per contra, tots els ratolins hIL-37tg van
mostrar moviment extens dels turmells, col-locacié de la planta del peu a terra suportant
el seu propi pes i la majoria van fer passos, per bé que sense presentar coordinacié entre
potes davanteres i del darrere. A més, els ratolins hIL-37tg van aconseguir velocitats
~2,5 vegades superiors sobre una cinta rodant. Aquestes troballes demostren I'efecte

protector de la IL-37 davant de les pérdues funcionals de I'LM.

Posteriorment es va avaluar si la millora de les habilitats motores observada en els
ratolins hIL-37tg després de I'LM s’associa a una reduccid del dany tissular. L'estudi
histologic va revelar més preservacié de mielina en els ratolins hIL-37tg en comparacid
amb els WT. La prevencio de la perdua de mielina per I'expressié d'IL-37 va ser
especialment evident a I'epicentre de la lesid, aixi com en regions adjacents a aquesta. Els
estudis de preservacidé neuronal també van posar de manifest que la IL-37 fa disminuir

significativament la perdua de neurones.

Per avaluar el potencial terapéutic de la IL-37 en I'LM es van administrar dues formes
recombinants de la IL-37 (rIL-37). En primer lloc es va avaluar |'efecte de I'administracid

del precursor de la IL-37 (longitud completa de la isoforma b), ja que estudis previs



n'havien demostrat la eficacia in vivo. També es va aplicar una forma processada de la IL-
37 amb lI'extrem N-terminal a valina 46. Atés que la barrera hematoencefalica impedeix
I'entrada de la majoria de les molécules al sistema nervids central, es va administrar la
rIL-37 al lloc de la lesié, 5 minuts després de produir-se el dany, utilitzant un capil-lar de
vidre (diametre 30 micres). Els resultats d’aquests estudis van demostrar que la injeccié
intraespinal de les dues formes d’rIL-37 va minimitzar els déficits locomotors dels

animals.

També vam avaluar si I'expressié transgenica d’'IL-37 atenua el dolor neuropatic després
de I'LM. Les nostres dades van revelar que els ratolins hIL-37tg presentaven menor

hipersensibilitat a estimuls dolorosos termics, perd no mecanics.

Per tant, les dades obtingudes en aquest objectiu demostren que la IL-37 minimitza els
deficits locomotors i el dany neural, aixi com el dolor neuropatic a estimuls termics

després del dany medul-lar per contusio.

OBJECTIU 3. ELUCIDAR SI LA IL-37 PROMOU REGENERACIO AXONAL EN
LESIONS DE LA MEDUL:-LA ESPINAL EN EL RATOLI.

Ates que els macrofags inhibeixen el creixement axonal mitjancant I'alliberament de
factors solubles i per contacte cel:-lular, en aquest objectiu vam avaluar si la IL-37 promou
regeneracié axonal després de I'LM. Vam realitzar una seccié completa a la medul-la
espinal als ratolins hIL-37tg i WT. Els dos grups d’animals van presentar paralisi completa
de les extremitats posteriors després de la lesid i no es va observar recuperacié del
moviment en les 10 setmanes que va durar I'estudi. L'avaluacié histologica de la medul-la
espinal va revelar que I'expressid transgenica d’'IL-37 no va induir la regeneracié dels
axons del tracte corticoespinal en regions caudals a I'epicentre de la lesid. Aixi mateix, el
recompte d’axons en regions rostrals adjacents a la lesié tampoc no va revelar diferéncia
entre els ratolins hIL-37tg i els WT, tot suggerint que la IL-37 promou neuroproteccié pero

no regeneracié axonal.



3. Impacte dels resultats

Les lesions de la medul-la espinal (LM) tenen com a conseqliencia greus deéficits de la
funcié motora, sensorial i autonomica. Tot i que diversos estudis mostren que la
inflamacié contribueix a la fisiopatologia de I'LM, assajos clinics utilitzant altes dosis de
metilprednisolona no han resultat en millores significatives. La IL-37, un membre de la
familia de la IL-1, exerceix potents efectes antiinflamatoris en diversos models animals de
malalties inflamatories. Aquest projecte mostra per primera vegada en ratolins
transgenics per a la IL-37 que aquesta citocina redueix la magnitud de la resposta
inflamatoria al sistema nervids central i en minimitza les discapacitats funcionals. Aixi
mateix, es demostra que I'administracido exdgena d’aquesta proteina millora les habilitats
motores en ratolins amb dany medul-lar per contusié. Aquests resultats, per tant,
suggereixen que la IL-37 podria ser una nova estrategia terapéutica per limitar els efectes

nocius de la resposta inflamatoria en malalties neurologiques.

4. Publicacions

Els resultats presentats, excloent-ne aquells que fan referencia als estudis de dolor
neuropatic, s’han publicat recentment a Proceedings of the National Academy of Sciences,

una de les revistes cientifiques amb més factor d'impacte.
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