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Enfermedades desmielinizantes

• Desmielinización del SNC por daño de los oligodendrocitos

• Presumiblemente autoinmune

• Esclerosis múltiple (EM), Espectro de neuromielitis óptica (NMOSD), 

enfermedad por anticuerpos anti-MOG (MOGAD)
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Investigación traslacional en EM

Citometría 

de flujo
RNAseq

Modelo predictivo de 

respuesta a Fingolimod
Moreno-Torres I et al. Front Immunol 2018;9:1693
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Análisis sobre las PMBCs

Citometría de flujo

• 7 paneles

• 48 subpoblaciones linfocitarias

• 0 y 6 meses de tratamiento

PANEL ANTICUERPOS SUBPOBLACION LINFOCITARIA

1
anti-CD3 FITC, anti-CD56 PE, anti-CD20 Per-

CP vio 770, anti-CD4 PE vio 770 y anti-CD8 

APC

Linfocitos T (LT): CD3+CD20−CD56 −

Células T colaboradoras (Th): CD3+CD4+CD20 −CD56 −

Células T citotóxicas (Tc): CD3+CD8+CD20−CD56−

Linfocitos B (LB): CD20+CD3− CD56−

Células asesinas naturales (NK): CD56+CD20−CD3−, CD56dimCD20−CD3− y   CD56brightCD20−CD3−

Células T NK (NKT): CD3+CD56+CD20−

2
anti-CD45RA Vio green, anti-CD39 FITC, 

anti-CCR7 PE, anti-CD8 PerCP, anti-CD127 

PE Vio 770, anti-CD25 APC y anti-CD4 APC 

vio 770

Células T vírgenes (Tn): CD3+ CD4+ CCR7+ CD45RA+ y CD3+ CD8+ CCR7+ CD45RA+

Células T de memoria central (TCM): CD3+ CD4+ CCR7+ CD45RA− y CD3+ CD8+ CCR7+ CD45RA−

Células T de memoria efectora (TEM): CD3+ CD4+ CCR7− CD45RA− y CD3+ CD8+ CCR7−CD45RA−

Células T de memoria efectora RA(TEMRA): CD3+ CD4+ CCR7− CD45RA+ y CD3+ CD8+ CCR7− CD45RA+

Células T reguladoras (T reg): CD3+ CD4+ CD25high CD127down

3
anti-CD3 FITC, anti-CD27 PE, anti-CD20 Per-

CP vio 770, anti-CD11b APC y anti-CD43 

APC vio 770

Células B vírgenes CD20+ (Bn1): CD20+ CD3− CD27− CD43−

Células B de memoria CD20+ (BMem1): CD20+ CD3−CD27+ CD43−

Células B1 (B1): CD20+ CD3−CD27+ CD43+

Células B1 CD11b+: CD20+ CD3− CD27+ CD43+ CD11b+

4
anti-CD24 FITC, anti-CD27 PE, anti-CD38 PE-

vio 770, anti-IgM APC y anti-CD19 APC 

vio770

Células B vírgenes CD19+ (Bn2): CD19+ CD27− IgM+

Células B de memoria CD19+ (BMem2): CD19+ CD27+

Células B de memoria Class switched (CS BMem): CD19+ CD27+ IgM −

Células B de memoria Non-Class switched (NoCS BMem): CD19+ CD27+ IgM +

Células B inmaduras (B inm): CD19+ CD27 – IgM −

Células B Transicionales (BTransi): CD19+ CD27 −CD24high CD38high

Plasmablastos (PB): CD19+ CD24−CD38high IgM –

Células B reguladoras (B reg): CD19+ CD24high CD27+ y CD19+ CD24high CD27+CD38int 

5
anti-CD3 Vio green, anti-CD27 PE, anti-

CD138 PE-vio 770, anti-CD5 APC y anti-

CD19 APC vio770

Células plasmáticas (CP): CD19+ CD3−CD27+ CD138+

Células B CD5+: CD19+ CD5+

6
Tinción de superficie: anti-CD3 Vio Green y 

anti-CD8 PerCP. 

Tinción intracelular: anti-IL17A PE, anti-IFN-γ
FITC y anti-IL2 APC vio770

Producción de citocinas 

IFN-γ +, CD3+ CD8− IFN-γ + y CD3+ CD8+ IFN-γ +

IL2+, CD3+ CD8− IL2+ y CD3+ CD8+ IL2+

IL17+ IFN-γ+, CD3+ CD8− IL17+ IFN-γ+ y CD3+ CD8+ IL17+ IFN-γ+

7
Tinción de superficie: anti-CD3 Vio Green, 

anti-CD161 FITC, anti-CD8 PerCP, anti-

CCR6 PE vio 770 y anti-CCR4 APC. 

Tinción intracelular: anti-IL17A PE.

Células Th17 por marcaje de superficie e intracelular

IL17+, CD3+CD8− IL17+ y CD3+CD8+ IL17+

CD3+ CD8−CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CCR6+ CCR4+ IL17+

CD3+ CD8−CD161+ CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CD161+ CCR6+ CCR4+ IL17+

CD3+ CD8+CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CCR6+ CCR4+ IL17+

CD3+ CD8+CD161+ CCR6+ CCR4+ vs CD3+ CD8−CD161+ CCR6+ CCR4+ IL17+

Investigación traslacional en EM

Citómetro de flujo: MACSQUANT® (Miltenyi Biotec) 

Análisis: MACSQuantify 2.5 y FlowJo (tree Star). 

Moreno-Torres I et al. Front Immunol 2018;9:1693
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Investigación traslacional en EM

Análisis sobre las PMBCs

RNAseq

• Transcriptoma

• 25000 genes 

• 0 y 6 meses de tratamiento

• Extracción de ARN: Maxwell® 16 LEV simply RNA Cells kit (Promega)

• Medida de calidad: Bio-analizador Agilent 2100 

• Preparación de librerías: TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation

Part # 15031047 Rev. D del kit de Illumina

• Secuenciación: HiSeq2500 de Illumina

• Análisis: Illumina Real Time Analysis

Next generation sequencing (NGS)

Validación de los datos mediante qPCR

Moreno-Torres I et al. Front Immunol 2018;9:1693
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Investigación traslacional en EM

Diferencias celulares entre respondedores y no respondedores a fingolimod

NK bright Plasmablastos

Células productoras 

de IL-2

Moreno-Torres I et al. Front Immunol 2018;9:1693
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Investigación traslacional en EM

Respondedores vs no respondedores a fingolimod

128 33

• Activación de la respuesta linfocitaria Th1 y Th17: TNFSF8

• Secreción de inmunoglobulinas: GPI

• Quimio-atracción de linfocitos T: CXCL9

• Citocinas inflamatorias: IL-21, IFNG, IL-17

• Inhibidor de la apoptosis: AATF

Respuesta a 1 año Respuesta a 2 años 

• Cronificación de la inflamación: LEP,, MMP2

• Respuesta inmune innata:  CXCL5, el inflamasoma NRLP1 y la quinasa JAK3

• Activación de mecanismos reguladores: FOXP3, GBP1 y TNFRSF9

• Reciclaje de proteínas aberrantes: PSMD9

• Inhibición de la respuesta Th1 y la activación de la vía NFkB: BCL3, FOXj1, 

NFKBIZ y UBASH3A

• Inhibidores de la respuesta Th17: TCL1A

• Inhibidores de la señalización del BCR: DOK3, FCRL1 y FCRL2

• Coordinar la tolerancia inmune a los autoantígenos: BCL3, FOXj1,  NFKBIZ y 

FOXO3

• Regeneración de células T reguladoras: CR1

• Producción de IL-10:NFKBIZ

Moreno-Torres I et al. Front Immunol 2018;9:1693
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Investigación traslacional en EM

Moreno-Torres I et al. Front Immunol 2018;9:1693

Sensibilidad: 85% 

Especificidad: 95%

Valor predictivo positivo (VPP): 85%

Valor predictivo negativo (VPN): 95%. 

El ECM (error cuadrático medio):0.1111438
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Investigación traslacional en EM

Continuación: 

Solicitud admitida en la convocatoria PI 2021
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Investigación colaborativa

Grupo colaborador: REEM

- Envío de muestras de pacientes de EM 

desde nuestro biobanco en los proyectos 

liderados por otros miembros del grupo   

Miembro colaborador del equipo de 

investigación en la solicitud de l grupo de 

investigación RICORS , enfermedades 

desmielinizantes, con número de expediente 

RD21/0002/0046  
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Investigación colaborativa

CONVOCATORIA DE COLABORACIÓN ENTRE EME Y REEM 2021

Hospital Getafe, Hospital Puerta de Hierro y FJD

Monitorización del trastorno de la marcha mediante sensores de movimiento portátiles en 

pacientes con esclerosis múltiple progresiva
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Ensayos clínicos previstos

Propuestas

COMB157G3301 STHENOS): Ofatumumab vs primeras lineas de tratamiento 

COMB157G23101 ARTIOS :Ofatumumab en pacientes que vienen desde 

dimetilfumarato
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Investigación traslacional en EM

Grupo de enfermedades desmielinizantes 

¿Qué buscamos?

- Continuar nuestra investigación de marcadores de respuesta celulares y moleculares a los diferentes 

tratamientos modificadores de la enfermedad

¿Qué tenemos?

- Datos: variables clínicas y demográficas de los pacientes. Respuesta a los tratamientos. 

- Muestras: Biobanco (PBMCs pretratamiento y cada 6 meses, LCR y suero al diagnóstico)

¿Qué necesitamos?

- Colaboración con inmunología para el diseño de los paneles de citometría 

- Asesoría en técnicas de biología molecular: extracción de RNAseq, librerías, secuenciación. 

- Apoyo bioinformático y bioestadístico
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Gracias


