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RESUMEN

La desviacion inmunolégica asociada a la camara anterior (ACAID) del
0jo con antigenos neurales (AgN) reduce la pérdida de las células ganglionares
de la retina (CGR) cuando es inducida previo a una lesion trauméatica del nervio
optico, debido en parte a su capacidad para regular la inflamacion en el sitio del
dafio. Con el objetivo de determinar el mecanismo de accion de la ACAID con
AgN para favorecer la supervivencia de las CGR, el presente trabajo evalué su
potencial neuroprotector mediante el analisis de los cambios en la expresion del
MRNA de factores troficos (i.e., factor neurotrofico derivado del cerebro, BDNF;
y neurotrofinas, NT-3 y NT-4), de supervivencia (i.e., oncomodulina, OM; y B-
cell lymphoma, Bcl-2) y muerte (i.e., caspasa-3) en la retina a los 2 y 7 dias
postlesion del nervio 6ptico; asi como mediante la preservacion de la mielina en
el nervio optico a los 7 y 14 dias postlesion. La ACAID fue inducida con AgN en
ratas de la cepa Wistar. El grupo control fue inoculado con PBS. Un mes
después de la inoculaciéon, el nervio optico izquierdo de todas las ratas fue
lesionado mediante compresioén, y 2 (PBS, n =6; AgN, n=6)y 7 (PBS, n = 6;
AgN, n = 6) dias mas tarde la retina fue disecada para cuantificar la expresion
del mMRNA mediante gPCR. Un grupo adicional fue inoculado y lesionado como
se refiere anteriormente (PBS, n = 3; AgN, n = 3), y las ratas fueron sacrificadas
a los 14 dias postlesion. Los nervios épticos de las ratas a los 7 y 14 dias
postlesion fueron disecados, fijados, cortados longitudinalmente y tefiidos con
luxol fast blue y con hematoxilina-eosina para evaluar la preservacion de la
mielina. Los resultados mostraron que la ACAID inducida con AgN modula
diferencialmente la  expresion de neurotrofinas y factores de
supervivencia/muerte durante los periodos evaluados: a los 2 dias incremento
BDNF (te) = -2.48, p < 0.05) mientras a los 7 dias incrementd NT-4 (ta) = -7.46,
p < 0.01), y disminuyé BDNF (t4 = 8.83, p < 0.001), oncomodulina (t = 24.89,
p < 0.001) y caspasa-3 (t4) = 5.80; p < 0.01). Adicionalmente, el analisis
cualitativo de la tincién para fosfolipidos en el sitio del dafio sugiere que la
inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo preserva la mielinaalos 7 y 14

dias postlesion. En conjunto, los resultados obtenidos en el presente proyecto

Xl



permiten concluir que el potencial neuroprotector de la ACAID con AgN esta
relacionado con la regulacion diferencial de los factores neurotréficos y
apoptoticos durante el curso de la lesion, asi como con el mantenimiento de la

mielina en el sitio del dano.

Palabras Clave: Degeneraciéon neuronal secundaria, inflamacién,

inmunotolerancia, neurotrofinas, ACAID.
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ABSTRACT

Anterior Chamber Associated Immune Deviation (ACAID) using neural
antigens (AgN) reduces the loss of retinal ganglion cells (RGC) when induced
prior to optic nerve lesion, due in part to its ability to regulate inflammation at the
injury site. In an attempt to determine the mechanism of action of ACAID, this
work evaluated its neuroprotective effect through the expression of mRNA of
trophic (i.e., brain-derived neurotrophic factor of the brain, BDNF; and
neurotrophins, NT-3 and NT-4), survival (i.e., oncomodulin, OM; and B-cell
lymphoma, Bcl-2) and death factors (i.e., caspase-3) in the retina at days 2™
and 7™ postinjury of the optic nerve; as well as through the preservation of the
myelin in the optic nerve at 7" and 14™ days postinjury. ACAID was induced
using AgN in Wistar rats. The control group was inoculated with PBS. A month
after the inoculation, left optic nerve was injured by compression. Retina was
dissected to quantify the expression of mMRNA using qPCR at days 2™ (PBS, n =
6; AgN, n = 6) and 7™ postinjury (PBS, n = 6; AgN, n = 6). An additional group
was inoculated and injured as mentioned previously (PBS, n = 3; AgN, n = 3),
and rats were sacrificed at day 14™ postinjury. The optic nerves of rats at days
7" and 14" postinjury were dissected, fixed, cut lengthwise and stained with
luxol fast blue and hematoxylin-eosin to evaluate the preservation of myelin. The
results showed that in the AgN induced group, ACAID differentially modulates
the expression of neurotrophins and survival/death during the assessed periods:
at days 2" increased BDNF (i) = -2.48, p < 0.05) while at 7" increased NT-4
(ta) = -7.46, p < 0.01), and decreased BDNF (t) = 8.83, p < 0.001), OM (t4) =
24.89, p < 0.001) and caspase-3 (ta) = 5.80; p < 0.01). In addition, qualitative
analysis of staining for phospholipids in the site of the damage suggests that
inoculation of AgN in the anterior chamber of the eye preserves myelin at days
7" and 14™ postinjury. Altogether, the results obtained in this project suggest
that the neuroprotective effect of ACAID using AgN is related to differential
regulation of apoptotic and neurotrophic factors during the course of the injury,

as well as with the maintenance of the myelin sheath at the site of damage.
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1. INTRODUCCION

Las patologias neurodegenerativas, entre las que se encuentran las
enfermedades glaucomatosas asi como los accidentes vasculares y traumaticos
en el nervio optico, han incrementado su incidencia en el mundo (Barranco,
2016; Abril et al., 2004; Llibre y Guerra, 1999). Durante la progresion de estas
patologias se lleva a cabo la activacion del sistema inmunolégico. Sin embargo,
debido a que el sistema nervioso central (SNC) es considerado un érgano
inmunoprivilegiado, la respuesta inflamatoria es atenuada y poco eficaz para
promover la reparacion tisular, por lo que se convierte en una inflamacion
cronica capaz de incrementar el dafio neuronal secundario (Kumar y Loane,
2012; Guimaraes et al., 2009; Suarez-Morales, 2008; Bernhardi, 2004).

Actualmente no se dispone de tratamientos capaces de evitar la muerte
neuronal después de un traumatismo en el SNC, aunque muchos de ellos se
encuentran en fase de investigacion (Fernandez-Gomez et al., 2008; Jordan,
2003). Una posible estrategia preventiva es la induccion de inmunotolerancia
con antigenos derivados del SNC mediante un fendmeno conocido como
desviacion inmunoldgica asociada a la camara anterior del ojo (ACAID del
inglés, anterior chamber associated immune deviation). Recientemente el
potencial de esta estrategia ha sido evaluado mediante la inoculacién de un
coctel de antigenos neurales (AgN) previo a una lesién del nervio Gptico en
ratas. Los resultados obtenidos muestran que la inoculacién de AgN favorece la
supervivencia de las células ganglionares de la retina (CGR) cuyos axones son
lesionados por compresion. Este efecto esta mediado, al menos en parte, por la
atenuaciéon de la respuesta inflamatoria tanto en el sitio del dafio como en la
retina (Gonzéalez-Cardenas, 2018; Martinez-Alcantar et al., en revision). En un
intento por determinar el mecanismo de accion de la ACAID con AgN para
favorecer la supervivencia de las CGR, el presente trabajo evaluo su potencial
neuroprotector mediante la expresiéon del mRNA de neurotrofinas (i.e., factor
neurotroéfico derivado del cerebro, BDNF; y neurotrofinas, NT-3 y 4), factores de

supervivencia (i.e., B-cell lymphoma, Bcl-2 y oncomodulina, OM) y muerte (i.e.,



caspasa-3) en la retina durante los dias 2 y 7 postlesion del nervio Optico en
ratas hembra adultas. Ademas, este trabajo evalud la preservacion de la mielina
a los 7 y 14 dias postlesion. Los resultados obtenidos del presente proyecto
contribuiran a describir mejor el efecto de la ACAID inducida con AgN después
de una lesibn del SNC y a evaluar su valor potencial como estrategia
neuroprotectora.



2. ANTECEDENTES

2.1 Caracteristicas generales del sistema nervioso

De acuerdo a sus caracteristicas anatomicas, el sistema nervioso se
puede dividir en dos partes fundamentales: el sistema nervioso central (SNC) y
el sistema nervioso periférico (SNP). El primero comprende una porcion central
formada por dos segmentos principales: uno superior, el encéfalo, contenido en
la cavidad craneana, y otro inferior, la médula espinal, albergado en el conducto
espinal. EI SNC se comunica con los oOrganos que inerva por medio de
cordones nerviosos, parte de los cuales emergen del encéfalo y constituyen los
nervios craneales, en tanto que aquéllos que emergen de la médula espinal
forman los nervios raquideos. En conjunto estos nervios constituyen el SNP.
Una excepcion a esta regla es el nervio optico, el cual en conjunto con la retina
son considerados una prolongacién del SNC (Figura 1) (Fortoul, 2013; Drake et
al., 2010; Quiroz, 2004; O'Rahilly, 2000; Latarjet y Ruiz-Liard, 1999).

Nervio optico

=

RSNy

Figura 1. Anatomia del sistema nervioso. Vista lateral y posterior del sistema nervioso central
del cual emerge el sistema nervioso periférico (Imagen tomada y modificada de internet).

La unidad funcional del sistema nervioso es la neurona, Unica célula del

organismo que tiene la capacidad de recibir, almacenar y transmitir impulsos

guimico-eléctricos (Kumar et al., 2010). Ademas de las neuronas, las células



gliales constituyen una parte importante del SNC. La macroglia (astrocitos y
oligodendrocitos), la microglia y las células del epéndimo proporcionan un
soporte estructural, trofico y fisioldgico a las neuronas. Tanto los astrocitos
como la microglia son capaces de responder ante una lesion o enfermedad
debido a que forman parte del sistema inmunologico propio del SNC (Sanz,
2012; Fitch y Silver, 2008; Kiernan, 2006; Chen y Swanson, 2003). La
activacion de estas células ante un estimulo es altamente controlada, ya que el
SNC es considerado un oOrgano inmunoprivilegiado caracterizado por la
presencia de la barrera hematoneural y mediadores que controlan la
inflamacion como el ligando inductor de apoptosis FAS, la presencia de
inmunomoduladores como el factor de crecimiento transformante (TGF)-B, la
interleucina (IL)-10 e inhibidores del sistema del complemento (De la Torre y
Nufiez, 2002), entre otros. Los oligodendrocitos, por su parte, son células con
pocos procesos citoplasmaticos los cuales forman y mantienen la continuidad
de las vainas de mielina para que se lleve a cabo la neurotransmision de
manera mas eficiente (Fitch y Silver, 2008; Kiernan, 2006). Después de una
lesién en el SNC se genera una desmielinizacion debido a la muerte de los
oligodendrocitos (Gomes-Leal, et al., 2004), esto ocasiona la liberacion de
autoantigenos que son reconocidos por el sistema inmunolégico produciendo

una neurodegeneracion cronico-inflamatoria (Ortega-Aznar et al., 2000).

2.2 Caracteristicas generales de la via visual

En direccién anteroposterior el ojo esta constituido por la cérnea, la
camara anterior, el iris, la camara posterior, el cristalino, el cuerpo vitreo y la
retina (Figura 2). La porcidén Optica de la retina que es sensible a la luz esta
constituida por una capa neural en donde las células ganglionares de la retina
(CGR) reciben los impulsos eléctricos provenientes de la estimulacién de los
forreceptores y los envian a los centros visuales del cerebro (coliculo superior,
nacleo geniculado lateral y corteza occipital del cerebro) por medio de axones
cubiertos de mielina que en conjunto forman el nervio 6ptico (Fortoul, 2013;
Drake et al., 2010; Quiroz, 2004; O'Rabhilly, 2000; Latarjet y Ruiz-Liard, 1999).



Cuerpo ciliar /,/’ b/ | ~——— Esclera
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Figura 2. Anatomia del globo ocular. Vista lateral del globo ocular, en la imagen se sefialan sus
principales estructuras anatomicas (Imagen tomada y modificada de internet).

Tabla 1. Moléculas que mantienen el inmunoprivilegio del ojo.

Molécula Mecanismo de accioén

IMHC |
CGRP
CRP
FasL
IDO
MHC 1b

MIF
PD-L1
SFasL
SOM

TGF-B

TRAIL

Treg
VIP

a-MSH

Evasion de los linfocitos T citotoxicos

Inhibe la sintesis de citocinas proinflamatorias en los macréfagos
Inhibe la cascada del complemento

Induce la apoptosis de los linfocitos T y neutrdéfilos activados
Reduce la cantidad de linfocitos T

Inhibe la actividad de las células asesinas naturales y de los
linfocitos T citotoxicos

Inhibe la actividad de las células asesinas naturales

Inhibe la proliferacién e induce la apoptosis de los linfocitos T
Suprime el reclutamiento y la activacion de los neutrofilos

Inhibe la sintesis de IFN-y de los linfocitos T e induce la produccion
de la a-MSH

Inhibe la actividad de los linfocitos T, las células asesinas naturales
y macrofagos; induce tolerancia por medio de las células
presentadoras de antigeno

Inhibe la proliferacion e induce la apoptosis de los linfocitos T,
macréfagos y neutréfilos

Inhibe la actividad de los linfocitos T

Inhibe la activacion y proliferacion de los linfocitos T e inhibe la
respuesta de hipersensibilidad tipo IV

Inhibe la respuesta de hipersensibilidad tipo IV y la liberacion de
citocinas proinflamatorias de los macréfagos; inhibe la activacion de
los neutrofilos e induce células Treg CD4+ y CD25+

Ademés de estas moléculas, la barrera hematoneural (BHN) inhibe la infiltracién de células del
sistema inmunoldgico periférico al parénquima neuronal. CGRP, péptido relacionado con el gen
de la calcitonina; CRP, proteinas reguladoras del complemento; IDO, indolamina dioxigenasa;
INF-y interferon-y; MHC, complejo mayor de histocompatibilidad; MIF, factor inhibidor de la
migracién de macrofagos; PD-L1, ligando 1 de muerte programada; SFasL, FasL soluble; SOM,
somatostatina; TGF-B, factor de crecimiento transformante B; TRAIL, ligando inductor de la
apoptosis relacionado con el factor de necrosis tumoral (TNF); Treg, linfocitos T reguladores;



VIP, péptido intestinal vasoactivo; a-MSH, hormona estimuladora de los melanocitos
(Niederkorn, 2012; modificado).

El ojo es considerado un érgano inmunoprivilegiado debido a que posee
mecanismos que controlan la respuesta inflamatoria (Tabla 1) (Niederkorn,
2012), de lo contrario, podria sufrir lesiones irreparables con la consecuente
pérdida de la vision (Kumar et al., 2010).

2.3 Fisiopatologia de la lesion del sistema nervioso central

Las patologias neurodegenerativas, asi como los accidentes vasculares y
traumaticos del cerebro, nervio 6ptico y médula espinal, han incrementado su
incidencia en el mundo. En particular, todas las formas de lesion al ojo,
incluidos el trauma cerrado o penetrante, el glaucoma, las neuropatias Opticas y
los tumores que comprimen a cualquiera de las partes del ojo, conducen a la
pérdida irreversible de la vision (Lima-Gémez, 2002). Lo anterior debido a que
afectan la supervivencia de las CGR (Niwa et al., 2016), dafian la arquitectura
de sus axones (Delfino et al., 2011) y desencadenan procesos inflamatorios y
neurodegenerativos (Figura 3) (Almasieh et al., 2012).

Sitio de dario
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Isquemia local

1Estrés metabdlico
tActivacion glial 1Estrés RE

tInflamacion | Transporte axonal
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Sitio de dano
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Apoptosis de las CGR

Figura 3. Fisiopatologia del dafio al nervio Optico. A) Eventos desencadenados después de una
lesion por compresion del nervio Optico. B) Muerte de las células ganglionares de la retina
(CGR) por eventos neurodegenerativos que conducen a la privacion de soporte. PlO, presion
intraocular; RE, reticulo endoplasmico (Diekmann y Fischer, 2013; modificado).



De acuerdo a lo descrito en parrafos anteriores, la retina y el nervio éptico como
parte del SNC, al igual que otros érganos y tejidos con escasa capacidad para
restaurar sus poblaciones celulares después de un dafio, son muy vulnerables a
los efectos de la inflamacion. Es importante sefalar que el SNC tiene la
capacidad para responder ante estimulos nocivos (i.e., patdgenos,
enfermedades neurodegenerativas, trauma, etc.) desencadenando una
respuesta inmunoldgica. Sin embargo, esta respuesta es atenuada, y al no ser
controlada eficientemente puede dar lugar a eventos neurodegenerativos
(Rumpel, 2018; Quesada-Yamasaki et al., 2016).

La fisiopatologia de la lesion traumética al SNC ha sido bien caracterizada en
modelos animales. Asi, ha sido descrito que dentro de las primeras horas
después de la lesion tiene lugar el reclutamiento microglial, el cual es
estimulado por quimiocinas y patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs
del inglés, damage-associated molecular patterns) liberados por las células
necréticas o en proceso de apoptosis (Mesa-Villanueva y Patifio, 2006;
Matzinger, 2002). Las células microgliales son abundantes principalmente en la
zona perilesion, donde retraen sus extensiones adquiriendo una forma
ameboide y comienzan a fagocitar los restos celulares. En estas regiones,
factores de transcripcion como NF-kf (del inglés, nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells) y la proteina activadora (AP)-1 promueven
la expresion de genes que codifican para citocinas proinflamatorias (i.e., las
interleucinas IL-1B, IL-6 y el factor de necrosis tumoral, TNF-a) (Ransohoff,
2006); quimiocinas (i.e., CXCL-1, CCL-2 y CCL-5) (Blanco et al., 2015);
moléculas de adhesion celular (i.e., MCP-1, ICAM-1, ELAM-1 y p-Selectina)
(Malagelada, 2003), asi como proteinas de choque térmico (Hsps del inglés,
heat shock proteins, i.e., Hsp70 y Hsp27) (Franklin et al., 2005; Tezel et al.,
2000). A las pocas horas después de la lesion aumenta la permeabilidad de la
barrera hematoneural y se lleva a cabo la infiltracion de neutrofilos, y dos dias
mas tarde comienza la infiltracion de los macrofagos. De esta manera se

mantiene un ambiente inflamatorio que contribuye al proceso



neurodegenerativo y a la desmielinizacién (Kurimoto et al., 2013; Guimaraes et
al., 2009).

Por otra parte, el aumento del Ca?" intracelular y la liberacién de glutamato
resultado del dafio produce una desrregulacion en el potencial de la membrana
mitocondrial (Aym) en neuronas y oligodendrocitos. Este evento genera la
formacion del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial y conduce a la
liberacion del citocromo ¢ de la membrana interna de la mitocondria, asi como
de factores que promueven la activacion de las caspasas y proteinas
Smac/Diablo (del inglés, second mitochondria-derived activator of
caspase/direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl) capaces de
activar la via de sefializacion intrinseca de la apoptosis (Lin y Beal, 2006; Leist y
Jaattela, 2001; Nickells, 1999). Una vez liberado el citocromo c, se une y activa
al factor activador de la proteasa apoptotica (Apaf-1 del inglés, apoptotic
protease activating factor-1) en el citoplasma, lo que promueve que Apaf-1 se
una a ATP/dJATP formando de esta manera el apoptosoma, el cual media la
activacion de la caspasa-9, y esta a su vez activa a la caspasa efectora, la
caspasa-3. Por otro lado, también se activan las proteasas, lipasas y nucleasas
(Becerra y Pimienta, 2009; Rojas et al., 2009; Chan, 2004; Cascales, 2003).

La mitocondria también puede generar la formacion de radicales libres,
especies reactivas de oxigeno y la activacion de la Oxido nitrico sintasa
inducible (iNOS del inglés, inducible nitric oxide synthase) para la produccion de
especies reactivas de nitrdgeno. En conjunto, estos eventos conducen a la
peroxidacion lipidica, a la activacidon de la caspasa-3 y finalmente a la apoptosis
(Wen et al., 2011; Nagley et al., 2009; Jassem et al., 2002; Olanow, 1993).

Otro evento que ocurre en el sitio del dafio es la activacidon de la ciclooxigenasa
capaz de promover la sintesis de prostaglandinas, a través de la oxidacion del
acido araquidonico (Martinez-Canabal y Rivas-Arancibia, 2005; Garcia y
Gbomez, 2000). Ademas, se lleva a cabo la condensacion de la cromatina y la
expresion de marcadores de fagocitosis en la superficie celular de la microglia,

lo que perpetua los eventos inflamatorios (Leist y Jaatteld, 2001).



A medida que continta el proceso de licuefaccién y fagocitosis, los astrocitos
aumentan progresivamente de tamafo en los bordes de la lesion, se dividen y
desarrollan una red prominente de extensiones citoplasmaticas que forman la

cicatriz glial (Kumar et al., 2010).

La muerte de las CGR comienza a ser evidente a partir del dia 4 después de
una lesion por compresion del nervio 6ptico (cuando el 30% de las CGR han
muerto), y llega a su méaximo entre los dias 7 y 14 postlesion cuando mueren
entre el 50% y 90% de las CGR (Yin et al., 2003; Berkelaar et al., 1994). Por su
parte, la desmielinizacion también es un proceso activo que ocurre como
resultado de la muerte apoptética de oligodendrocitos, lo que conduce a la
pérdida de soporte tréfico, ademas de la evidente alteracién en la conduccién
del impulso nervioso, la desmielinizacion y la liberacién de autoantigenos. Entre
estos Ultimos destacan la proteina proteolipidica (PLP del inglés, proteolipid
protein), la proteina basica de mielina (MBP del inglés, myelin basic protein), la
glicoproteina asociada a la mielina (MAG del inglés, myelin-associated
glycoprotein), la glicoproteina de mielina de los oligodendrocitos (MOG del
inglés, myelin-oligodendrocyte glycoprotein) y la 2:3-ciclo nucleotido-3'-
fosfodiesterasa (CNP del inglés, 2’:3’-cyclic nucleotide-3-phosphodiesterase)
(Morell y Quarles, 1999).

Ademas de estas proteinas liberadas por los oligodendrocitos en respuesta al
dafio, existen otras proteinas derivadas de astrocitos (i.e., S100b vy
neurofilamentos) y neuronas (Gutiérrez-Alvarez, 2006; Méndez, 2005) que
pueden ser sensadas como AgN y desencadenar respuestas inmunoldgicas
mediadas por linfocitos T y B. Una vez activados, los linfocitos son capaces de
incrementar los procesos de inflamacion a través de la liberacion de citocinas
(i.e., IL-1, IL-6, IFN-y e IL-17) asi como del reclutamiento de neutrdfilos y
macrofagos (Guimarées et al., 2009). Estos procesos inflamatorios se vuelven
cronicos y favorecen el desarrollo de eventos neurodegenerativos (Sobrino et
al., 2013; Glass et al., 2010; Block y Hong, 2005).



Se ha demostrado que MAG y MOG, asi como otras proteinas asociadas a la
mielina y a la cicatriz glial como proteoglicanos, efrina-B3, semaforina
(Sema)5A, Sema4dD, netrina-1, Sema3A y Slit-1, inhiben el crecimiento axonal
(Abe y Cavalli, 2008; Benowitz y Yin, 2008). Algunas de estas proteinas como
PLP, MAG y MOG, entre otras, también estan asociadas a enfermedades
neurodegenerativas como la esclerosis multiple, el sindrome de Guillain-Barré,
la encefalitis experimental autoinmune y la neuritis alérgica experimental, lo que
demuestra su potencial encefalitogénico (Guadarrama-Ortiz et al., 2014,

Lagumersindez et al., 2009; Avila-Funes et al., 2002).

Los procesos de reparacion tisular comienzan en el tejido a las 2 semanas
postlesion mediados por la induccién de linfocitos T reguladores (Treg) capaces
de atenuar la inflamacién en el sitio del dafio (Gonzalez-Cardenas, 2018;
Sakaguchi et al., 2008). Adicional a ello, se lleva a cabo la polarizacién de los
macrofagos, M1 a M2 y de los neutrdéfilos de N1 a N2, los cuales promueven la
regeneracion tisular (Liu et al., 2018; Zhou et al., 2014; David y Kroner, 2011).
Esta fase se caracteriza por la eliminacién final de todo el tejido necrético, la
pérdida de la estructura normalmente organizada y la formaciéon de la cicatriz
glial. Después de varios meses, la respuesta astrocitaria también se desvanece,
dejando una red densa de fibras gliales mezcladas con nuevos capilares y tejido
conjuntivo perivascular (Kumar et al., 2010).

2.4 Factores neurotroficos y su funcién en el sistema nervioso central

Los factores neurotroficos o factores de crecimiento conforman un grupo
de polipéptidos y proteinas que promueven y regulan el crecimiento, el
desarrollo, la proliferacién, la migracion y la supervivencia de las células
neuronales y la glia. Ademas, intervienen en la plasticidad morfolégica y
funcional mediante la regulacibn de la sintesis y liberacion de

neurotransmisores (Hernandez-Muela et al., 2004).

El factor de crecimiento nervioso (NGF del inglés, nerve growth factor) fue el
primer factor neurotréfico identificado (Balaratnasingam y Janca, 2012).

Actualmente se conocen cuatro grupos de neurotrofinas que se han identificado
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en humanos: NGF, BDNF, NT-3 y NT-4, esta ultima también conocida como
NT-4/5. Todas estas proteinas provienen de un gen ancestral en comun, y
debido a que poseen similitudes en secuencia y estructura colectivamente son

nombradas como “neurotrofinas” (Nilsson et al., 1998).

Los efectos de las neurotrofinas estan mediados por dos clases de receptores
de superficie celular. Todos los miembros de la familia NGF interactdan con un
receptor de baja afinidad, una proteina transmembranal de 75 kDa sin funcion
catalitica; p75"'" (NTR del inglés, neurotrophin receptor), y con receptores de
alta afinidad, los cuales son distintos miembros de una subfamilia de receptores
tirosina quinasas conocidos como Trk (del inglés, tropomyosin related kinase).
El NGF es el ligando especifico para TrkA, mientras que BDNF y NT-4 activan
preferentemente a TrkB, y NT-3 activa a TrkC y en menor medida a TrkB (Tabla
2) (Candalija, 2015; Flérez y Pazos, 2014; Castillo-Padilla y Rivas-Arancibia,
2011).

Tabla 2. Generalidades de las neurotrofinas.

Neurotrofina Receptor Ejemplos de células diana en el sistema

nervioso
BDNF TrkB, Células ganglionares de la retina, neuronas
p75"TR colinérgicas de los nlcleos basales, neuronas
dopaminérgicas del mesencéfalo, motoneuronas,
estriato-gabaérgicas y sensoriales periféricas
pequeias
NT-3 TrkC, Células ganglionares de la retina, neuronas
p75"TR colinérgicas, nucleos basales, locus coeruleus,
L TrkB dopaminérgicas del mesencéfalo, estriato-
gabaérgicas y sensoriales grandes
NT-4 TrkB, Células ganglionares de la retina, neuronas
p75"TR colinérgicas, nucleos basales, locus coeruleus,

dopaminérgicas del mesencéfalo, estriato-
gabaérgicas, motoneuronas, sinapticas y
sensoriales periféricas

Se muestra la accion de las neurotrofinas en diferentes estructuras del sistema nervioso. Por
medio de sus receptores las neurotrofinas promueven la supervivencia, proliferacion, plasticidad
neuronal y sinaptica asi como procesos de apoptosis en sus células diana (Flérez y Pazos,
2014; modificado). Una vez que se activan los receptores se lleva a cabo la activacion de
diferentes cascadas de sefializacion las cuales pueden promueven la supervivencia o la
apoptosis neuronal. Entre ellas encontramos: PI3K/Akt, MEK-1, MEK-2, MEK-5, Jak-1, Jak-2 y
Jak-3 (Yin et al., 2006).
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Una menor expresion de neurotrofinas en diferentes lugares del cerebro se ha
asociado a diferentes patologias neuroldgicas y neuropsiquiatricas (Nizama,
2011; Armas et al.,, 2010; Bernhardi, 2005; Gonzalez-Torres y Armendariz-
Borunda, 2005). En el caso de la via visual, las neurotrofinas son transportadas
de forma continua, retrégradamente desde los centros visuales y el coliculo
superior del cerebro hasta el soma de las CGR. La interrupcion del flujo
axoplasmico, con la consiguiente alteracion del transporte de las neurotrofinas
compromete la supervivencia de las CGR e inicia los procesos apoptoticos
(Figura 4) (Almasieh et al., 2012; Von-Bartheld, 1998). Los oligodendrocitos por
su parte proporcionan soporte tréfico a las CGR pero disminuye a medida que
los oligodendrocitos van degenerandose (Meyer-Franke et al., 1995). Las
neurotrofinas también son liberadas por las CGR, las células de la lamina
cribosa, los astrocitos que se encuentran en la cabeza del nervio éptico y las
células de Miiller localizadas en la retina, lo que sugiere que estas células son
las que favorecen la supervivencia de las CGR debido a que generan un
soporte trofico de manera autocrina y paracrina después de una lesion en el
nervio optico (Foldvari et al., 2016; Gallego et al., 2013; Weber et al., 2008; Oku
et al., 2002).
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Figura 4. Papel de las neutrotrofinas en la supervivencia de las células ganglionares de la
retina. Bajo condiciones fisiologicas las neurotrofinas son transportadas de forma retograda
desde los centros visuales del cerebro hasta la retina (Target cells; panel superior). Sin
embargo, cuando este soporte es interrumpido se promueve la apoptosis celular y procesos
inflamatorios (panel inferior). CGR, células ganglionares de la retina; CNO, cabeza del nervio
Optico (Almasieh, 2012; modificado).

Como ya se mencion6 anteriormente, los factores neurotroficos ejercen sus
acciones a través de un sistema dual de receptores, que comprende el receptor
Trk y p75"R. Cuando las neurotrofinas activan a ambos receptores pueden
potenciar las vias de transduccion de sefiales generando un efecto tréfico y
neuroprotector (Bernhardi, 2004). Sin embargo, cuando las neurotrofinas se
unen a p75""" en ausencia del receptor Trk se activan vias de sefializacién que
promueven la muerte celular (Escudero, 2012; Yoon et al., 1998). Este equilibrio
entre la interaccion y actividad de ambos tipos de receptores es determinante
en la supervivencia neuronal. En condiciones de dafio Trk puede disminuir,

mientras que p75" '~

aumentar (Friedman, 2000), lo que conduce a la apoptosis
celular mediada por p75"™® (Meeker y Williams, 2015; Ibafiez y Simi, 2012;
Marin-Teva et al., 2011; Schecterson y Bothwell, 2010; Teng et al., 2010; Miller

y Kaplan, 2001).

Ademas de lo anterior, ha sido descrito que los factores neurotréficos

promueven la proliferacién, reparacion y la supervivencia celular bajo
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condiciones fisiolégicas cuando predomina un ambiente en equilibrio de 6xido-
reduccion (REDOX), mientras que un estado constante de estrés oxidativo dara
como resultado la muerte de las células. Esto debido a que las cascadas de
sefalizacion como las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK del
inglés, mitogen-activated protein kinase) y la fosfatidilinositol-3-quinasa (PI3K
del inglés, phosphatidylinositol-3-kinase) pueden ser activadas tanto por
especies reactivas de oxigeno como por factores de crecimiento (Castillo-
Padilla y Rivas-Arancibia, 2011). Se ha demostrado que las neurotrofinas
BDNF, NT-3 y NT-4 son capaces de atenuar la apoptosis asi como potenciar la
necrosis debido al estrés oxidativo o0 a la privacion de nutrientes (Caviedes,
2011; Giri et al., 2004; Koh et al., 1995).

2.5 Factores de supervivencia y de muerte celular

Ademas de las neurotrofinas, existen otros factores capaces de promover
la supervivencia neuronal como la oncomodulina (OM) o la proteina Bcl-2. La
OM, es una proteina de unién al Ca?* de 11.7 kDa que fue nombrada debido a
Su expresion en varios tumores y su parecido con la calmodulina. La OM
presenta un sitio de baja afinidad para el Ca?* y el Mg, y un sitio de alta
afinidad para el Ca* (Yin et al., 2006). La OM es un factor promotor del
crecimiento para la regeneracion del nervio 6ptico (Nakazawa et al., 2014); en
presencia de cAMP elevado, la OM aumenta la capacidad de las RGC para
regenerar axones in vivo e in vitro (Cui et al.,, 2008). Estudios previos
proporcionan evidencia acerca de que los neutrofilos son una fuente importante
de OM y pueden promover la regeneracién de axones en el SNC (Kurimoto et
al., 2013) y la supervivencia de las CGR (Tabla 3) (Yin et al., 2006).

El gen Bcl-2 codifica una familia de proteinas de 25 kDa que se localizan en la
membrana externa mitocondrial, en la envoltura nuclear y en el reticulo
endoplasmico de las células, fue identificado por primera vez como el gen
implicado en los linfomas B de células foliculares. Dentro de esta familia y de
acuerdo a su estructura quimica se dividen en dos grupos de proteinas: las

proapoptoticas (i.e., Bax, Bad, Bak, Bcl-Xs y Bid) y las antiapoptoticas (i.e., Bcl-
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2, Bcl-xl, Mcl-1 y Al) (Garcia et al., 2006; Cory y Adams, 2002). Una mayor
expresion en Bcl-2 es eficaz para prevenir la degeneracion de las CGR y

promover su supervivencia (Bonfanti, 1996).

Asi mismo, se ha reportado que los estrégenos tienen un papel neuroprotector
debido a que pueden inducir la expresion de neurotrofinas y regular los
procesos de apoptosis mediante diversos mecanismos (Simpkins et al., 2010;
Angoa y Rivas, 2006; Wise, 2002).

Por otro lado, entre los factores capaces de inducir muerte celular se
encuentran las caspasas, las cuales pertenecen a la familia de cistein-
proteasas, siendo la caspasa-3 uno de los principales operadores de la fase de
ejecucion final de la apoptosis. La forma activa se compone de 2 subunidades
con pesos moleculares de 17 kDa y 12 kDa que se derivan de la divisién de una
proenzima de 32 kDa (Zaa et al., 2012). La caspasa-3 tiene un efecto
proapoptotico, que participa en una cascada de eventos que culminan en la
muerte celular programada, por lo que es considerado un importante mediador
de la muerte celular en numerosas enfermedades y dafios en el SNC (Figura 5)
(Bernhardi, 2004).

Tabla 3. Generalidades de la oncomodulina

Factor Fuente Ligando Activacion Senalizacion
OM Es secretada por  Posee dos Aumenta su CaMKlI
los neutrdfilos y ligandos para el actividad en
los macréfagos ca* presencia de
AMPc

Se muestran las principales caracteristicas de la oncomodulina (OM) la cual puede promover la
supervivencia y la regeneracién neuronal for medio de vias de sefializacion independientes a la
accion de las neurotrofinas. CaMKII, Ca“‘/calmodulina dependiente de la proteina quinasa I;
AMPc, adenosin monofosfato ciclico (Yin et al., 2006).
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Figura 5. Vias de sefializacién de Bcl-2 y caspasa-3. Se muestra la via intrinseca y extrinseca
de la apoptosis, proceso desencadenado después de un dafio en el sistema nervioso central.
Nétese la participacién de Bcl-2 (factor antiapoptético) y de caspasa-3 (caspasa de ejecucion,
factr proapopt6tico) en los procesos de muerte celular (Bernhardi, 2004).

2.6 Inmunotolerancia a los antigenos propios y neuroproteccion

Actualmente no se dispone de farmacos que promuevan la supervivencia
neuronal después de una lesion en el SNC o durante enfermedades
neurodegenerativas que cursen con inflamacion crénica; muchos de los
medicamentos aun siguen en fase experimental y con otros no se han obtenido
resultados concluyentes en estudios realizados en seres humanos (Rumpel,
2018; Chamorro et al., 2016; Xiong et al., 2015; Fernandez-Gomez et al., 2008).

El principal objetivo de los tratamientos protectores para las neuropatias épticas
es incrementar la supervivencia de las CGR asi como sus axones que sufren un
proceso degenerativo y de esta manera, preservar su funcion (Garcia et al.,
2013; Weichsler y Herrera, 2010; Aktas et al., 2007).

Una posible estrategia neuroprotectora es la ACAID, un fenOmeno capaz de
inducir inmunotolerancia. Experimentalmente la ACAID inicia cuando se
inoculan antigenos en la camara anterior del ojo, los cuales son capturados por
células presentadoras de antigeno (CPA F4/80+) y transportados al timo y al
bazo, donde son presentados a poblaciones residentes capaces de inducir

células Treg especificas de antigeno que limitan la respuesta de los linfocitos T
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cooperadores (Thl y Th2) de manera local como sistémica (Figura 6)
(Marinovic, 2010; Hori, 2008; Lin et al., 2005; Faunce et al., 2001).

Malla Timo
trabecular

Circulacion

Figura 6. Se muestra el mecanismo de accion de la desviacion inmunoldgica asociada a la
cédmara anterior del ojo. Fase ocular: Después de que los antigenos son inoculados en la
camara anterior del ojo son reconocidos por células presentadoras de antigenos (CPA F4/80+),
las cuales salen a través de la malla trabecular y entran en la circulacién sanguinea para
dirigirse hacia el timo y el bazo. Fase timica: Las CPA F4/80+ inducen la generacion de células
CD4-, CD8- y NK1.1+ que posteriormente salen del timo y migran hacia el bazo. Fase
esplénica: En la zona marginal del bazo es donde se lleva a cabo la presentacién antigénica
por medio de una sinapsis inmunolégica entre las CPA F4/80+ y los linfocitos TCD4+, TCD8+,
células B, NKT y yd, en un microambiente regulador generado por la secrecién de mediadores
antiinflamatorios (i.e., TGF-b, IL-10, IL-12), asi como la presencia de quimiocinas (i.e., CXCL2,
CCL5) las cuales promueven el reclutamiento de més poblaciones celulares. Finalmente, las
células Treg CD4+ inhiben la diferenciacién de células Thl de los nédulos linfoides mientras
que las células Treg CD8+ inhiben la respuesta efectora Thl y Th2 en el ojo. (Niederkorn, 2012;
modificado).
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS

Debido a que uno de los principales promotores de la degeneracion
secundaria es la inflamacién desencadenada y mantenida en el sitio del dafio
por la continua exposicion de AgN y por el reclutamiento de poblaciones
periféricas, nuestro grupo de trabajo ha propuesto la induccion de
inmunotolerancia a AgN inducida mediante la ACAID como estrategia
neuroprotectora capaz de evitar la autorreactividad y la muerte de las CGR en
un modelo de lesion del nervio oOptico (Toscano-Tejeida et al., 2016). El
potencial de la ACAID como estrategia de induccién de tolerancia a largo plazo
ha sido recientemente descrita (Pelayo et al., 2015).

Los resultados obtenidos por nuestro grupo de trabajo muestran que la
induccion de la ACAID con AgN previo a una lesion del nervio Optico en ratas,
promueve la supervivencia de las CGR a los 7 y 14 dias postlesion debido en
parte a la polarizacion del microambiente retinal hacia un perfil
predominantemente antiinflamatorio (Martinez-Alcantar et al., en revision).
Adicionalmente, los resultados de nuestro grupo sugieren que los efectos de la
ACAID con AgN estan mediados por el incremento en el reclutamiento de Treg
Fox-P3+ y macrofagos CD68+ al sitio del dafio, asi como por el cambio de
fenotipo de los macréfagos hacia un perfil neuroprotector M2 (Martinez-Alcantar
et al., en revision). Asi, en un intento por entender el mecanismo mediante el
cual la induccién de la ACAID con AgN favorece la supervivencia de las CGR, el
presente trabajo evalué su potencial neuroprotector mediante la expresion del
MRNA de neurotrofinas (i.e., factor neurotrofico derivado del cerebro, BDNF; y
neurotrofinas, NT-3 y 4), factores de supervivencia (i.e., B-cell ymphoma, Bcl-2
y oncomodulina, OM) y muerte (i.e., caspasa-3) en la retina durante los dias 2 y
7 postlesion del nervio 6ptico en ratas. Ademas, este trabajo evaludé la

preservacion de la mielina a los 7 y 14 dias postlesion.
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4. JUSTIFICACION

El SNC tiene una capacidad limitada para repararse después de un dafio.
Los eventos inflamatorios desencadenados por la continua exposicion y
presentacion de autoantigenos después de una lesion promueven un
microambiente degenerativo capaz de promover la muerte celular. Hasta el
momento se han probado diferentes estrategias farmacoldgicas que pretenden
disminuir el dafio neuronal secundario, sin embargo, ninguna de ellas ha
llegado a la practica clinica, y otras mas aun se encuentran en fases de

investigacion.

Una posible estrategia neuroprotectora es la induccién de inmunotolerancia
mediante un fendmeno conocido como ACAID. Recientemente nuestro grupo
de trabajo ha demostrado que la ACAID promueve la supervivencia de las CGR
cuando se induce previo a una lesion por compresion del nervio éptico, debido

en parte a la disminucion de los procesos inflamatorios.

En un intento por determinar el mecanismo de accién de la ACAID inducida con
AgN para favorecer la supervivencia de las CGR, el presente trabajo evalué su
potencial neuroprotector mediante el andlisis de la expresion del mRNA de
neurotrofinas, factores de supervivencia y muerte en la retina, asi como

mediante la preservacion de la mielina en el nervio 6ptico.
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5. HIPOTESIS

La induccion de desviacion inmunolégica asociada a la cAmara anterior
del ojo con antigenos neurales previo a la lesion del nervio éptico en ratas tiene
un efecto neuroprotector caracterizado por la sobreexpresion de factores
neurotréficos y de supervivencia, la atenuacién de la expresion de factores

proapoptoticos en la retina y la preservacion de la mielina en el nervio 6ptico.

6. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar el efecto neuroprotector de la desviacion inmunoldgica asociada
a la cAmara anterior del ojo inducida con antigenos neurales en ratas con lesién

del nervio Optico.

6.2 Objetivos particulares

a) Determinar el efecto de la desviacion inmunoldgica asociada a la camara
anterior del ojo inducida con antigenos neurales sobre la expresion del
MRNA de factores neurotréficos, de supervivencia y muerte en la retina
de ratas con lesién del nervio 6ptico.

b) Evaluar el efecto de la desviacion inmunoldgica asociada a la camara
anterior del ojo inducida con antigenos neurales sobre la preservacion de

la mielina en el nervio 6ptico de ratas con lesion.
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7. METODOLOGIA
7.1 Animales de experimentacion

Los experimentos se llevaron a cabo con ratas hembra de la cepa Wistar
de 4 y 10 semanas de edad, las cuales fueron proporcionadas por el bioterio del
Instituto de Investigaciones Quimico Biolégicas (IIQB) de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). Los animales se mantuvieron
en el bioterio en condiciones de luz/oscuridad (12/12 h), una temperatura

constante (23 = 2 °C), alimento granulado y agua disponible ad libitum.

El proyecto fue aprobado por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de los
Animales de Laboratorio (CICUAL-UNAM, No. de oficio: INV/B/RGC/184/17).
Todos los procedimientos fueron realizados considerando la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999 y la Norma Oficial Mexicana NOM-087-
SEMARNAT-SSA1-2002 para la disposicion final de los Residuos Peligrosos

Bioldgico-Infecciosos (RPBI).
7.2 Disefio experimental

Para cumplir con los objetivos del presente proyecto se emplearon 30
ratas hembra de la cepa Wistar que fueron seleccionadas al azar para formar
un grupo control (PBS = 15) y un grupo experimental (AgN = 15). Cuando los
animales cumplieron un mes de nacidos el grupo control fue inoculado en la
camara anterior de ambos ojos con solucion PBS y el grupo experimental con
un una fraccion soluble de AgN procedentes de la médula espinal de ratas sin
tratamiento. Un mes después, cuando los animales alcanzaron un peso
promedio de 220 g y en fase diestro, a ambos grupos se les lesion6 el nervio
optico izquierdo y finalmente 2, 7 y 14 dias postlesién fueron sacrificados

ambos grupos y se les diseco la retina y el nervio 6ptico para su analisis.

De acuerdo a los procesos fisiopatolégicos e inmunoldgicos que son originados
después de un evento traumatico en el SNC se consideraron 2, 7 y 14 dias

posteriores a una lesion del nervio optico para determinar el posible efecto
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neuroprotector de la ACAID por medio de la expresion genética y el analisis
histoldgico (Figura 7).

Grupo control (PBS)n =15 Grupo experimental (AgN) n =15
Inoculacion de PBS en la camara Inoculacion de AgN en la camara
anterior de ambos ojos anterior de ambos ojos

Determinaciondel ciclo estral

———>| Lesion por compresion del nervio optico €

¥

TS Sacrificio postlesidon TR
JAINn=6 v AgN n=3
2 Dias 7 Dias 14 Dias
PBSn=6 PBSn=3

v v AgN n=6 AgNn=3 v W

Diseccionde la retina Diseccion del nervio optico
h 4 \ 4

Extraccion de RNA Procesamiento histologico
Sintesis del DNA complementario Tinciones histolégicas
Analisis de expresion Analisis histologico

Figura 7. Diagrama de Flujo. Muestra los grupos, procesos y periodos de tiempo evaluados para
cumplir con los objetivos del presente proyecto.

7.3 Inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo

Para la induccion de la ACAID se utilizaron ratas de cuatro semanas de
edad, las cuales fueron anestesiadas sistémicamente mediante una inyeccion
intraperitoneal (I.P.) de ketamina (70 mg kg™) y xilazina (8 mg kg™) en solucién
salina inyectable. Como anestésico local se utiliz6 solucion oftdlmica de
paracaina-HCI. Las ratas control fueron inoculadas en la camara anterior de
ambos ojos con 10 pl de vehiculo (PBS estéril) mientras que las ratas
experimentales fueron inoculadas con 10 pl de AgN (6 pg/ul) procedentes de la
médula espinal de ratas adultas (Yang et al., 2010; Gil-Dones et al., 2009,
protocolo modificado por Martinez-Alcantar et al., en revision), con una

microjeringa Hamilton aguja de 33 Gauge (Ga) y utilizando un microscopio
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estereoscopico. Los ojos de los animales se mantuvieron hidratados con

solucién salina estéril (Talavera-Carrillo, 2015).

7.4 Determinacion del ciclo estral de las ratas

En un intento por descartar la posible accion neuroprotectora de los
estrogenos enddgenos previo a la lesion del nervio 6ptico se tom6 una muestra
de exudado vaginal de cada uno de los animales empleados, se hizo un frotis
en portaobjetos y se fij6 con metanol. Posteriormente se realizé una tincion de
hematoxilina y eosina, para lo cual las muestras se incubaron durante 40 s en
hematoxilina (tincion nuclear), se lavaron, se incubaron 2 min en etanol al 80%
y se tifieron 5 min con eosina (tincién citoplasmatica). Después de la tincién se
deshidrataron con etanol de concentracion creciente (95%, 95%, 100%, 100%,
2 min en cada uno) y por ultimo, se aclararon con xileno. EI montaje se realizé
con resina, medio soluble en xilol (Prophet et al., 1992; protocolo modificado).
La determinacion del ciclo estrogénico de los animales utilizados se realizd de
acuerdo a la morfologia celular, asi como a la cantidad de células presentes

(McLean et al., 2012, protocolo modificado).
7.5 Lesion por compresion del nervio 6ptico

La lesion del nervio Optico se realiz6 cuando los animales cumplieron dos
meses de edad, con un peso promedio de 220 g y en fase de diestro. Para ello,
ambos grupos experimentales fueron anestesiados como se menciona
previamente, asi como con anestesia oftalmica local. Los ojos se mantuvieron
hidratados con solucién salina estéril durante y después de la cirugia. Se realiz6
una cantotomia ocular del lado izquierdo, posterior a ello el nervio éptico se
separ6 del suministro vascular levantandolo dorso-lateralmente. Una vez
expuesto, el nervio fue lesionado a 3 mm distales a la copa Optica ejerciendo
presién con unas pinzas de autocierre durante 5 s. Después de la lesién del
nervio optico se administré ungiento oftalmico de politriacina (neomicina, 4.5
mg; polimixina, 5550ul y bacitracina, 400ul; Laboratorio Santgar) de uso
veterinario asi como una dosis diaria de analgésico via oral (paracetamol 200

mg kg™*; Tempra pediatrico) (Pineda, 2017).
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7.6 Procesamiento histolégico del nervio optico

Alos 7 y 14 dias después de la lesion del nervio oOptico, las ratas fueron
anestesiadas con una dosis terminal de pentobarbital soédico y sus nervios
opticos fueron disecados, fijados en paraformaldehido al 4% en solucién PBS
durante 24 h. Las muestras se lavaron con solucién PBS, se deshidrataron en
series crecientes de etanol (95%, 95%, 100%, 100%, 30 min en cada uno), se
aclararon (en xileno durante 15 min), se impregnaron (12 h a 60 °C) y se
incluyeron en parafina (Prophet et al., 1992; protocolo modificado). Se
realizaron cortes histolégicos en un microtomo rotatorio (LEICA, Modelo
RM2125RTS), las secciones del tejido fueron cortadas de manera longitudinal a
7 um. Los cortes fueron colocados en portaobjetos electrocargados y
gelatinizados, y tefidos con luxol fast blue (azul de luxol rapido MBS, Hycel,
Cat. No.: 2653) para identificar los fosfolipidos de la mielina. Para ello, los
cortes fueron desparafinizados en una estufa a 60 °C durante 2 h, se incubaron
en xileno 15 min y el tejido fue hidratado utilizando una serie decreciente de
etanol (100%, 100%, 95%, 95%, 2 min en cada uno). Los cortes de nervio
optico fueron incubados en el colorante luxol fast blue durante 12 h a 60 °C, y
posteriormente la tincion fue aclarada con carbonato de litio (Li,CO3; 0.03%)
durante 1 h (Goto, 1987; protocolo modificado). Adicional a ello, se realiz6 una
segunda tincion con hematoxilina y eosina. Después de esto, la deshidratacion,
el aclaramiento asi como el montaje de las muestras se llevé a cabo como se
describe anteriormente. El andlisis histolégico se realiz6 en un microscopio
Optico con camara digital incorporada (LEICA, Modelo: DM3000). Para la
captura de imagenes se utilizo el Software Leica Application Suite version 3.8
(LAS V3.8).

7.7 Extraccion de RNA de la retina

A los 2 y 7 dias posteriores a la lesion del nervio Optico, los animales
fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital sédico via I.P., sus ojos

fueron enucleados e inmediatamente se extrajo la retina del ojo lesionado. Los
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tejidos fueron incubados por separado en 300 ul de RNAlater® (Sigma-Aldrich,
Cas: 7783-20-2) y se mantuvieron a -70 °C hasta su procesamiento.

El RNA total de la retina se obtuvo mediante el método de extraccion por
TRIzol® siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, los tejidos se
incubaron en 500 pl de TRIzol, se homogeneizaron y se incubaron por 5 min a
una temperatura de 4 °C. Se agregaron 100 pul de cloroformo, se homogeneizé
y se incub6 3 min a temperatura ambiente, centrifugando luego a 12,000 g por
15 min a 4 °C. La fase acuosa se transfirid a un vial, se agregaron 250 pl de
isopropanol frio, se homogeneiz6 en un vortex durante unos segundos, se
incub6 durante 10 min y se centrifugd a 12,000 g por 10 min a 4 °C. Se
descart6 el sobrenadante y la pastilla de RNA se lavé dos veces con 500 pl de
etanol 75%, se homogeneizo y se centrifugd a 7,500 g durante 5 min a 4 °C, en
cada lavado. Se descartd el sobrenadante, se dej6 secar el pellet 5 min a
temperatura ambiente y se resuspendié en 20 pl de agua libre de RNAsas y
DNAsas (Thermo Fischer Scientific, 2016; protocolo modificado). La
concentracion del RNA obtenido se cuantific6 con el espectrofotdmetro
Nanodrop Lite (Thermo Fisher Scientific, Modelo: 3A-186DNO06). La pureza del
RNA en cada una de las muestras se determiné por medio de la relacién de
absorbancia A260/A280.

7.8 Sintesis del DNA complementario (cDNA)

La retrotranscripcion de cada muestra se realizo con el Kit de sintesis de
cDNA (Bio-Rad, iScrip™ Adv cDNA Kit for RT-gPCR, Cat. No.: 172-5038)
siguiendo el protocolo del fabricante (Tabla 4) en un termociclador (Bio-Rad,
Modelo: CFX96™), bajo condiciones de tiempo y temperatura que se sefialan
en la Tabla 5. Como control negativo se utiliz6 una reaccion con agua libre de
RNAsas y DNAsas (Bio-Rad Laboratories).
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Tabla 4. Reactivos utilizados para la sintesis de cDNA.

Componente Volumen por reaccion
Mix de reaccion 5X iScript Advanced 4 ul

Retrotranscriptasa iScript Advanced 1l

RNA (100 fg - 7.5 pg) Variable

Agua libre de RNAsas cbp 20 ul

Tabla 5. Protocolo de reaccién para la sintesis de cDNA.

Condicién Temperatura Tiempo
Retrotranscripcion 46 °C 20 min
Inactivacion de la RT 95 °C 1 min

7.9 Andlisis de la expresion

El analisis de la expresién génica de las neurotrofinas BDNF, NT-3 y NT-

4, asi como de los factores de supervivencia/apoptosis OM, Bcl-2 y caspasa-3,

se realizé por medio de PCR en tiempo real, para lo cual se prepar6 la mezcla

de reaccién que se indica en la Tabla 6 conforme a las instrucciones del

fabricante (Bio-Rad Laboratories). Las reacciones fueron realizadas por

duplicado para cada gen y por cada muestra de retina en un termociclador (Bio-

Rad, Modelo: CFX96™). Los oligonucleétidos utilizados (Tabla 7) fueron

validados previamente en retinas de ratas sin tratamiento y las condiciones del

ciclado se indican en la Tabla 8.

Tabla 6. Reactivos utilizados para la amplificacion del cDNA.

Componente Volumen por reaccion
SsoAdvanced Universal SYBR Green Supermix (2X) 5 ul
Forward Primer [10 ng/ul] 1l
Reverse Primer [10 ng/ul] 1 pl
cDNA [250 ng/pl] 1 pl
Agua libre de RNAsas 2 ul
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Tabla 7. Oligonucleétidos de los genes utilizados.

Gen Direccién y secuencia Pb Tm
roone T, SACSSCAASTICMESETACAST 0 o1
oonrt T, JeCTeCTOAACTTTONS 5 0
T SSTCACMTICOHSCOGHTONTIOC g go-c
T CICCTeRSTOoSACCTETTC 207 0
OM L TTAAGAGTGCACCATITCCTGG 30" 60°C
az T CTOACCMOCOMCICE g o
Caspasa-37 F AATTCAAGGGACGGGTCATG 180° 60 °C

R TGACACAATACACGGGATCTG

'Roque et al., 2016; “Seki et al., 2003; *Seki et al., 2004; *Krishnamoorthy et al., 2001; Hauk et
al., 2007, 6Chaudhary, et al., 1999; 'Hua et al., 2015. ®NCBI Gen ID: 24383, Referencia de la
secuencia: NC_005103.4; ®NCBI Gen ID: 25503, Referencia de la secuencia; NM_012995.1;
°NCBI Gen ID: 25402, Referencia de la secuencia: NC_005115.4. F, Forward; Pb, pares de
bases; R, Reverse; Tm, temperatura de alineacion, extension y lectura.

Tabla 8. Protocolo de amplificaciéon para las reacciones de PCR.

Ampilificacion

Activacion de Alineacion,
, . .. . No.de Curva de Melt
la polimerasa Desnaturalizacion Extensiony .
ciclos
Lectura
65-95 °C 0.5 °C
30sa9s °C 15sa95 °C 30 sa 60 °C* 39 aumentando 2-

5 s/step

*La temperatura de alineacién, extension y lectura se ajusté de acuerdo a cada uno de los
oligonucleotidos utilizados.

El nivel de expresion de los factores neurotroficos, de supervivencia y muerte se
cuantificé en relacion a la expresion del Ct obtenido de cada uno de los genes
de interés con el del gen constitutivo (control interno): gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). Los resultados se presentan respecto de los niveles

2—AACT

de expresiéon del grupo PBS; para ello, se utilizé la férmula (Schmittgen y

Livak, 2008) donde: ACt = (Ct gen de interés — Cy control interno), por lo tanto,

2 AACT - [(Cr gende interés-C+ control interno)pss - (C+ gen de interés-C+ control interno) agn]
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Los resultados obtenidos de AgN (22°T) fueron normalizados respecto al 22°T
del PBS (PBS = 1) y posteriormente se promedio la réplica de cada una de las

muestras por cada gen analizado.
7.10 Andlisis estadistico

Para determinar la normalidad de los datos se utilizé la prueba de
Shapiro-Wilk, se determiné la igualdad de varianza y se utilizo la prueba t de
Student. Para los datos que no cumplieron con la igualdad de varianza se utilizd
la prueba U de Mann-Whitney. El analisis estadistico fue realizado mediante el
Software SigmaPlot 12.0, para la representacion grafica de los resultados se
utilizé el Software GraphPad Prism 7. Los resultados son expresados como
promedios + el error estandar de la muestra, mientras que los datos que no
cumplieron la igualdad de varianza son representados como la mediana con el
valor minimo y maximo de acuerdo con la prueba U de Mann-Whitney. Los

valores p < 0.05 son considerados estadisticamente significativos.
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8. RESULTADOS

Para cumplir con el objetivo de determinar el efecto de la ACAID inducida
con AgN sobre la expresién de neurotrofinas y factores de supervivencia y
muerte en la retina de ratas con lesion del nervio Optico, quince ratas de cada
condicion experimental fueron lesionadas y sacrificadas 2, 7 y 14 dias
postlesion. Los resultados muestran que la inoculacion de AgN en la camara
anterior del ojo incrementa la expresion de BDNF (tg) = -2.48, p < 0.05. Figura
8A) a los 2 dias postlesion, sin cambios en la expresion de NT-3 (ts) = 2.65, p >
0.05. Figura 8B) y NT-4 (t4 = -0.12, p > 0.05. Figura 8C). Este escenario
cambia a los 7 dias postlesion, donde la induccion de la ACAID con AgN
incrementa significativamente la expresion de NT-4 (t4) = -7.46, p < 0.01. Figura
8F), mientras decrementa BDNF (t4) = 8.83, p < 0.001. Figura 8D) y no modifica
la expresion de NT-3 (t4) = -2.31, p > 0.05. Figura 8E).
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Figura 8. La induccién de desviacion inmunoldgica asociada a la cdmara anterior del ojo modula
la expresion de neurotrofinas en ratas con lesiéon del nervio 6ptico. Los graficos muestran la
expresion de las neurotrofinas BDNF (A y D), NT-3 (B 'y E) y NT-4 (C y F) en ratas inoculadas
con PBS como vehiculo y con antigenos neurales (AgN) alos 2 (PBS, n =3-4; AgN,n=3-4)y 7
dias después de la lesion del nervio éptico (PBS, n = 3; AgN, n = 3). Los resultados son
representativos de dos experimentos independientes. Se grafican los promedios + el error
estandar de la muestra. *p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001.
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Por su parte, la ACAID a AgN no cambia la expresion de los factores de
supervivencia y muerte a los 2 dias postlesion (OM: U = 3.0, p > 0.05. Figura
9A; Bcl-2: U = 0, p > 0.05. Figura 9B; caspasa-3: ta) = -0.07 p > 0.05. Figura
9C). Sin embargo, a los 7 dias postlesion es posible observar que la ACAID con
AgN decrementa la expresion de OM (ta) = 24.88, p < 0.001. Figura 9E) y
caspasa-3 (t4 = 5.80, p < 0.01. Figura 9D), mientras que en Bcl-2 no se
aprecian cambios estadisticamente significativos (ts) = -1.353, p > 0.05. Figura
oF).
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Figura 9. La induccién de desviacion inmunologica asociada a la camara anterior del ojo modula
la expresion de factores de supervivencia en ratas con lesién del nervio Optico. Los gréficos
muestran la expresion de Oncomodulina (OM; A y D), del factor antiapoptético Bcl-2 (B 'y E), y
del proapoptético caspasa-3 (C y F) en ratas inoculadas con PBS como vehiculo y con
antigenos neurales (AgN) a los 2 (PBS, n = 3; AgN, n = 3) y 7 dias después de una lesion del
nervio 6ptico (PBS, n = 3; AgN, n = 3). Los resultados son representativos de dos experimentos
independientes. Para A y B se grafica la mediana con el valor minimo y maximo, mientras que
para el resto se grafican los promedios + el error estandar de la muestra. *p < 0.05, **p < 0.01y
***n < 0.001.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la ACAID inducida con AgN sobre la
preservacion de la mielina en ratas a los 7 y 14 dias después de la lesion, los
nervios Opticos fueron seccionados y tefiidos. Los resultados muestran que la
induccion de la ACAID preserva mejor la estructura del nervio 6ptico tanto en el
sitio de la lesion (epicentro) como en las regiones distales y proximales, como

puede ser observado en los cortes tefiidos con luxol fast blue y contratefiidos
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con hematoxilina y eosina (Figuras 10A y 10B). La figura 10 muestra una mejor
organizacion de las vainas de mielina en los axones de ratas inoculadas con
AgN a los 7 dias postlesion. Adicionalmente, es posible observar una menor
cantidad de ndcleos tefiidos en las ratas inoculadas con AgN, lo que sugiere
una menor infiltracion leucocitaria al sitio de la lesion. Aunque los linajes
celulares no pudieron ser cuantificados debido a la alta densidad celular, es
posible observar un menor ndmero de leucocitos en los axones de ratas
inoculadas con AgN, en comparacion con el grupo PBS (Figura 10A). Este
efecto es més obvio a los 14 dias postlesion, periodo en el cual es posible
observar la continuidad del tejido nervioso, la preservacién de la mielina y la
menor infiltracion leucocitaria en los nervios Opticos de ratas inoculadas con
AgN (Figura 10B).

Figura 10. La inoculacion de antigenos neurales preserva la estructura tisular en el nervio 6ptico
de ratas con lesion por compresion cuando se induce previo al dafio. Las microfotografias
muestran cortes representativos de nervio éptico de ratas inoculadas con PBS y antigenos
neurales (AgN) a los 7 (A) y 14 dias después de la lesion (B). El panel de la izquierda muestra
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fotografias de baja magnificacion, mientras los paneles de la derecha muestran fotografias de
mayor aumento de las regiones proximal, epicentro y distal a la lesion. Notese la mejor
preservacion de la estructura tisular en los organismos inoculados con AgN (menos espacios
blancos), y el menor nimero de leucocitos en todas las regiones evaluadas en los animales
inoculados con AgN, en comparacion con aquéllos inoculados con PBS. Los resultados son
representativos de dos experimentos independientes. Barra de escala = 200 um en fotografias
de baja magnificacion y 50 um en aquéllas de alta magnificacion.

Finalmente, en un intento por descartar el efecto neuroprotector de las
hormonas estrogénicas en nuestro modelo de estudio, se evalué la fase del
ciclo estral de todos los animales al momento de la lesion. Los resultados
muestran que ninguno de los animales evaluados se encontré en proestro, fase
caracterizada por un incremento en el nimero de células epiteliales en el frotis
vaginal. La mayoria de las ratas se encontraron en diestro (73% de la
poblacién), una pequefa proporcion en estro (20%) y una menor proporcion en
metestro (7%), fases caracterizadas por el aumento de corneocitos y de

leucocitos en el frotis vaginal (Imégenes no mostradas).
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9. DISCUSION

Con el objetivo de entender el mecanismo mediante el cual la induccion
de inmunotolerancia hacia AgN por la ACAID favorece la supervivencia de CGR
después de una lesion del nervio Optico, este trabajo evalud la expresion de
neurotrofinas, factores de supervivencia y muerte en la retina de ratas
inoculadas con AgN y PBS a los 2 y 7 dias postlesion. Adicionalmente, se
evaluo la preservacion de la mielina en el nervio éptico a los 7 y 14 dias
después de la lesion. En conjunto, los resultados obtenidos muestran que la
ACAID hacia AgN incrementa la expresion de algunas neurotrofinas, mientras
que disminuye la expresion del factor inductor de la apoptosis caspasa-3, lo
cual se correlaciona con la supervivencia de las CGR. Ademas, la ACAID hacia
AgN también preserva la mielina y la estructura axonal después de una lesiéon

del nervio Gptico.

Los resultados muestran que la ACAID hacia AgN incrementa la expresion de
BDNF en etapas tempranas después de la lesion y disminuye su expresion al
dia 7 postlesion. Asi mismo, al dia 7 postlesion también se observd un
incremento en la expresion de NT-4, mientras la expresiéon de NT-3 no mostré
cambios estadisticamente significativos. Se ha reportado que BDNF se expresa
de manera constitutiva bajo condiciones fisiologicas en la retina (Perez y
Caminos, 1995) y su expresion se incrementa en respuesta al dafio en células
gliales (Parrilla-Reverter et al., 2009). El incremento de BDNF y NT-4 en los
primeros siete dias postlesidbn esta relacionado con un incremento en la
supervivencia de las CGR (Harada et al., 2015) y promueven la regeneracion
axonal después de una lesion en el nervio 6ptico (Niwa et al., 2016). Ademas,
BDNF y NT-4 activan varias vias de sefalizacion por medio del receptor de alta
afinidad TrkB. Una de estas vias activa GTPasas, Ras, Rapl y MAPK y
promueve la supervivencia y la diferenciacion neuronal (Weber et al., 2008;
Deogracias, 2007; Cheng et al., 2002). Otra via de sefalizacion es por medio de
PI3K el cual fosforila a Akt generando la inactivacion de proteinas apoptoticas.

Finalmente otra via de sefializacion que siguen las neurotrofinas es por medio
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del receptor de baja afinidad p75"'", en donde su principal blanco es la via de
apoptosis (Sanchez, 2014; Escudero, 2012). En conjunto, los resultados
obtenidos sugieren que la inoculacion de AgN previo a una lesion por
compresion del nervio Optico promueve la supervivencia de las CGR
incrementando la expresiéon de BDNF después del dafio (2 dias postlesion) y
posteriormente regula a la baja su expresion (7 dias postlesion), muy
probablemente para evitar la apoptosis asociada a la activacion del receptor
p75"R. De manera interesante, incrementa la expresién de NT-4, neurotrofina
capaz de mantener la supervivencia de las CGR en ausencia de BDNF
(Sanchez, 2014; Weber et al., 2008).

Debido a que en etapas tempranas después de la lesion Unicamente se
encuentran neutréfilos, microglia y células de Miller en la retina, probablemente
sean estas poblaciones las responsables del incremento en la expresion de
BDNF. Aunque al dia 7 postlesion se encuentran mas poblaciones celulares en
el sitio de la lesibn como macrofagos procedentes de la periferia, linfocitos Th'y
neutrdfilos, el incremento en NT-4 posiblemente también esté relacionado con
estas células (Foldvari et al., 2016; Gallego et al., 2013; Guimaraes et al., 2009;

Weber et al., 2008; Oku et al., 2002; Martinez-Alcantar et al., en revision).

Los resultados de este trabajo también muestran que la expresion de OM
disminuye a los 7 dias postlesion en el grupo de ratas inoculadas en la camara
anterior con AgN. La OM es una proteina de union al calcio, y su incremento en
respuesta a la puncién del iris previo a una lesién del nervio 6ptico favorece la
supervivencia de las CGR y la regeneracién axonal (Nakazawa et al., 2014,
Kurimoto et al., 2013). Se ha identificado que los neutréfilos y macréfagos
proinflamatorios tipo N1 y M1, respectivamente, son una fuente importante de
OM (Liu et al., 2018; David y Kroner, 2011). Por esta razén, en el presente
trabajo la OM se emple6 como un marcador indirecto de estos fenotipos. En el
dia 2 postlesion la poblacion predominante son los macréfagos residentes y los
neutrofilos. Sin embargo, al dia 7 postlesion las células predominantes son los

macrofagos procedentes de la periferia y neutréfilos, ademas de los linfocitos T.
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Asi, el hecho que la expresién de OM se reduzca significativamente en la retina
al dia 7 postlesion apoya los resultados obtenidos por nuestro grupo de
investigacion que sefalan que la ACAID hacia AgN promueve un fenotipo
antiinflamatorio asociado a un incremento en la presencia de macréfagos de
fenotipo M2 y Treg. Estos resultados concilian los efectos neuroprotectores de
estrategias de inmunomodulacibn opuestas como la inducciébn de
autoinmunidad protectora cuyo mecanismo promueve la inflamacion (Benowitz
y Popovich, 2011; Donnelly y Popovich, 2007; Barouch y Schwartz, 2002; Yoles
et al., 2001; Moalem et al., 2000; Schwartz y Cohen, 2000) y nuestra estrategia,
la cual promueve la regulacion de la inflamacion (Pineda, 2017; Martinez-
Alcantar et al., en revision; Pelayo et al., 2015; Talavera-Carrillo, 2015; Zhao et
al., 2006).

Finalmente, los resultados muestran que la induccion de la ACAID hacia AgN
disminuye la expresion del marcador apoptético caspasa-3 a los 7 dias
postlesion del nervio éptico pero no induce cambios en la expresion del factor
antiapoptotico Bcl-2. La caspasa-3 es una proteina que liga las dos vias de
induccion de apoptosis, tanto aquélla mediada por el ligando Fas (i.e.,
extrinseca) como la mediada por la liberacion del citocromo c (i.e., intrinseca)
(Nickells, 1999). La apoptosis de las CGR alcanza sus maximos niveles durante
los primeros 7 dias postlesion, en esta etapa solo el 50% de las neuronas
permanecen con vida (Almasieh et al., 2012; Sapieha, 2005). El hecho que la
induccion de la ACAID hacia AgN disminuya la expresion de caspasa-3
Gnicamente al dia 7 postlesion sugiere que el incremento en los mediadores
antiinflamatorios y en las neurotrofinas observado en etapas tempranas de la
lesion puede tener un efecto regulador de la apoptosis hasta el dia 7 postlesion.
Este decremento, aunque tardio, evita la muerte por apoptosis de las CGR al
dia 14 postlesion observado por nuestro grupo de trabajo (Pineda, 2017,

Martinez-Alcantar et al., en revision).

Por otro lado, en las microfotografias del nervio 6ptico de ratas inoculadas con

AgN a los 7 y 14 dias postlesidn se aprecia que existe una mayor preservacion
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y continuidad en la estructura tisular, asi como un menor nimero de leucocitos
en el epicentro de la lesién, contrario a los grupos de PBS en donde se observa
que los procesos de degeneracion son mas avanzados. Adicional a ello, si la
estructura del tejido no esta preservada de manera adecuada no se puede
realizar un transporte retrégrado de neurotrofinas por lo que el cuerpo de las
CGR asi como el axén continuaran degenerandose (Almasieh et al., 2012; Raff
et al., 2002; Leist y Jaattela, 2001). Asi, aunque en el presente trabajo no se
documenté con marcadores especificos la identidad de los tipos celulares
presentes en el sitio del dafio, la morfologia de las células en el epicentro de la
lesion de AgN sugiere gque son macréfagos. Esta observacion, en conjunto con
la continuidad del tejido sugiere que al dia 14 postlesion la inoculacion de AgN
preserva la mielina y favorece eventos de reparacion tisular debido a un cambio
de fenotipo de neutréfilos, macrofagos y Treg capaces de promover un
microambiente mas adecuado para estos procesos (Liu et al., 2018; Zhou et al.,
2014; Lawrence y Natoli, 2011; Martinez-Alcantar et al., en revision).

Finalmente, es importante destacar que el efecto neuroprotector observado en
los grupos inoculados con AgN es especifico del tratamiento y no puede ser
atribuido a un efecto de los estrégenos enddgenos, debido a que ningun animal
se encontrd en la fase estrogénica de proestro (McLean et al., 2012; Simpkins
et al., 2010; Angoa y Rivas, 2006; Wise, 2002).

Todos estos resultados contribuyen al enriquecimiento del proyecto, sin
embargo, es necesario realizar mas investigacion y experimentos que permitan
ir describiendo con mayor precision los mecanismos de accion asi como las
vias de sefializacion que activa la ACAID para promover e incrementar la
supervivencia de las CGR asi como su posible potencial terapéutico en las

enfermedades neurodegenerativas que cursen con inflamacién cronica.
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10. CONCLUSION

Los resultados sugieren que la induccion de la ACAID por medio de la
inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo previo a una lesion por
compresion del nervio 6ptico, promueve la supervivencia de las CGR mediante
la regulacion diferencial de la expresion de neurotrofinas, una disminucion en la
expresion de caspasa-3 y OM asi como la preservacion de la mielina y la

estructura tisular en el nervio optico.
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