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RESUMEN

La lesion traumatica al sistema nervioso central de los mamiferos desencadena
procesos degenerativos secundarios orquestados, en gran parte, por la activacion
del sistema inmunolégico en respuesta al dafio. Con la intencion de facilitar la
reparacion tisular y evitar la extensiéon de la lesion, se han desarrollado dos
alternativas  terapelticas inmunomoduladoras (tolerancia inmunolégica vy
autoinmunidad protectora). Ambas estrategias estimulan procesos inmunoldgicos
opuestos y protegen al tejido nervioso de la degeneracién secundaria en distintos
modelos de dafio. Sin embargo, ningun trabajo ha evaluado su potencial
neuroprotector usando el mismo modelo de estudio. Con la intencion de entender
los eventos neuroinmunolégicos desencadenados por ambas estrategias en
respuesta al trauma, su potencial protector fue evaluado en un modelo de
compresion del nervio 6ptico. La tolerancia inmunolégica fue inducida mediante la
desviacion inmunolégica asociada a la camara anterior del ojo (DIACA) con
antigenos neurales (AgN) derivados de la médula espinal, mientras que la
autoinmunidad protectora se indujo mediante inoculaciones subcutaneas en
flancos con los mismos antigenos neurales emulsificados con adyuvante completo
de Freund. Una vez evaluada la induccion de ambos estados de
inmunomodulacion, el nervio Optico de las ratas tolerantes y autoinmunes fue
lesionado y los animales sacrificados 7 o 14 dias post lesion (dpl). La inflamacién
fue evaluada en la retina mediante la expresion de mediadores pro y anti-
inflamatorios, mientras que el potencial neuroprotector fue evaluado mediante la
expresion de factores de supervivencia (Brn-3a y Bcl-2) y muerte (Casp-3), asi
como mediante la preservacion de la estructura tisular y mielina en el nervio optico
a los 7 dpl. Los resultados del presente estudio muestran que la tolerancia a AgN
promueve la expresion de IL-4 (F513-10.62,p < 0.001) e IL-6 (F(512=4.87, p <
0.01) en la retina, mientras que la inmunizacién con AgN promueve la expresion
de IFN-y (Fs,15= 3.83, p < 0.05) y TNF-a (F(s,14= 22.57, p < 0.001). Con respecto
al potencial neuroprotector evaluado al dia 7 postlesion, los resultados muestran
que la tolerancia a AgN incrementa la expresion de Brn-3a (t1,5=7.36, p=0.001),

mientras disminuye la expresion de Casp-3 (t1,4= 35.51, p=0.001). Por su parte, la
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autoinmunidad incrementa tanto la expresion de Bcl-2 (t1,.4= -1.13, p > 0.05) como
Casp-3 (t14= 35.51, p < 0.001). Los analisis histolégicos del nervio Optico
muestran que la tolerancia a AgN preserva mejor la estructura tisular y la mielina
en el epicentro de la lesion, en comparacion con el resto de los grupos que
muestran pérdida de la continuidad tisular. Al dia 14 la expresion de Brn-3a, Bcl-2
y Casp-3 fue evaluada en el grupo tolerante a AgN. Los resultados muestran que
esta estrategia Uunicamente incrementa la expresion de Bcl-2 (t1,5= 2.77, p < 0.05)
en la retina. Tomados en conjunto, los resultados sugieren que la tolerancia a AgN
es una estrategia capaz de modular la inflamacién en la retina y retrasar la pérdida
de las células ganglionares de la retina y mielina en el nervio éptico, en
comparacion con la autoinmunidad.

Palabras clave: Neuroproteccion, tolerancia, autoinmunidad, inflamacién, lesion



ABSTRACT

Traumatic injury in the central nervous system of mammals triggers secondary
degenerative processes orchestrated, largely, by the activation of the immune
system in response to damage. With the intention of facilitating the tissue repair
and avoiding the extension of the lesion, two therapeutic immunomodulatory
alternatives have been developed (immunological tolerance and protective
autoimmunity). Both strategies stimulate opposite immunological processes and
protect nervous tissue from secondary degeneration in different damage models.
However, no work has evaluated its neuroprotective potential using the same study
model. With the intention of understanding the neuroimmunological events
triggered by both strategies in response to the trauma, its protective potential was
evaluated in a compression of the optic nerve model. Immunological tolerance was
induced by Anterior chamber-associated immune deviation (ACAID) with neural
antigens (NAg) derived from the spinal cord, while protective autoimmunity was
induced by subcutaneous flank inoculations with the same neural antigens
emulsified with complete Freund's adjuvant. Once the induction of both
immunomodulation states has been evaluated, the optic nerve of the tolerant and
autoimmune rats was injured and the animals sacrificed 7 or 14 days post injury
(dpi). The inflammation was evaluated in the retina by the expression of pro and
anti-inflammatory mediators, while the neuroprotective potential was evaluated by
the expression of survival factors (Brn-3a and Bcl-2) and death (Casp-3), as well
as by preserving the tissue structure and myelin in the optic nerve at 7 dpi. The
results of the present study show that tolerance to NAg promotes the expression of
IL-4 (F(5,13)=10.62,p < 0.001) and IL-6 (F(5,12)=4.87, p < 0.01) in the retina,
whereas immunization with NAg promotes the expression of IFN-y (F(5,15)= 3.83,
p < 0.05 and TNF-a (F(5,14)= 22.57, p < 0.001). With respect to the
neuroprotective potential evaluated at 7 day post-injury, the results show that
tolerance to NAg increases the expression of Brn-3a (t(1,5)=7.36, p=0.001), while
decreasing the expression of Casp-3 (t(1,4)= 35.51, p < 0.001), Histological

analyzes of the optic nerve show that tolerance to NAg preserves better the tissue
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structure and myelin in the epicenter of the lesion, in comparison with the rest of
the groups that show loss of tissue continuity. At day 14 the expression of Brn-3a,
Bcl-2 and Casp-3 was evaluated in the group tolerant to NAg. The results show
that this strategy only increases the expression of Bcl-2 (t (1,5) = 2.77, p <0.05) in
the retina. Taken together, the results suggest that tolerance to NAg is a strategy
capable of modulating inflammation in the retina and delay the loss of ganglion
cells of the retina and myelin in the optic nerve, compared with autoimmunity.

Key words: Neuroprotection, tolerance, autoimmunity, inflammation, injury.
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.  INTRODUCCION

La lesion traumatica al sistema nervioso central (SNC) de los vertebrados
desencadena procesos degenerativos secundarios que extienden el dafio hacia
regiones sanas no impactadas por el trauma inicial (Ramon y Cajal, 1991). Esta
degeneracion secundaria es orquestada en buena medida por la accion del
sistema inmunologico local y sistémico en respuesta al dafio (Faden, 1993; Liynch,
1994; Toscano-Tejeida et al.,, 2016). Con el objetivo de facilitar los procesos
reparativos después de un dafio y evitar la extension de la lesion, se han
desarrollado dos estrategias de inmunomodulacion en la investigacion
neurobiolégica. La primera de estas estrategias, conocida como autoinmunidad
protectora, esta orientada a exacerbar la accion del sistema inmunologico
(particularmente la respuesta inflamatoria) en un intento por hacer mas eficiente la
remocion de restos celulares y facilitar los procesos reparativos (Schwartz y
Kipnis, 2001). Por el contrario, la segunda estrategia denomina tolerancia
inmunologica, promueve la contencion de la respuesta inflamatoria después de un
trauma al SNC para evitar la degeneracion secundaria (Jones et al., 2014). Estas
estrategias descansan sobre evidencias cientificas diferentes y sin embargo,
ambas favorecen los eventos reparativos y protegen al tejido nervioso de la
degeneracion secundaria después de una lesion (Fisher et al., 2001; Chen et al.,
2016). Recientemente nuestro grupo de investigacion ha demostrado que una
forma eficiente para modular la respuesta inflamatoria, y favorecer Ila
supervivencia de las células ganglionares de la retina (CGR) después de una
lesion al nervio Optico, es mediante la induccion de la desviacion inmunologica
asociada a la camara anterior del ojo (DIACA) con un coctel de antigenos neurales
(Martinez-Alcantar et al., 2019).

Con la intencion de entender los eventos neuroinmunolégicos desencadenados
por ambas estrategias inmunomoduladoras (autoinmunidad e inmunotolerancia)
en respuesta al trauma del SNC, en el presente trabajo fue evaluado su potencial
neuroprotector en un modelo de compresién del nervio éptico. La inmunotolerancia
fue inducida mediante DIACA con AgN (Martinez-Alcantar et al., 2019 Talavera-

Carrillo, 2015) y la autoinmunidad inducida mediante la inyeccidon subcutanea de



los mismos antigenos siguiendo protocolos previamente reportados donde un
efecto neuroprotector fue observado (Fisher et al., 2001). El perfil inflamatorio
desencadenado por cada estrategia inmunomoduladora fue cuantificado en la
retina después de la lesion del nervio Optico. El potencial neuroprotector fue
evaluado mediante la expresion de factores de supervivencia (Brn-3a y Bcl-2) y
muerte (Casp-3) en la retina, asi como mediante la preservacion de la estructura
tisular y mielina en el nervio optico. Los resultados del presente estudio
contribuyen a esclarecer los mecanismos mediante los cuales ambas estrategias

promueven la neuroproteccion.



. ANTECEDENTES

1. Fisiopatologia de la lesién traumatica del sistema nervioso central y
participacion del sistema inmunolégico

Una lesion traumética en el SNC es devastadora debido, entre otros
eventos, a que las neuronas dafadas tienen capacidades limitadas para regenerar
Sus axones Yy recuperar las conexiones previamente establecidas (Ramoén y Cajal,
1969). Ademas, quedan expuestas a un ambiente poco propicio capaz de
extender el dafio a regiones vecinas sanas. Asi, el resultado de la lesién no sélo
es la ruptura en la comunicacién entre las neuronas dafiadas, sino una cascada de
eventos que conducen a procesos inflamatorios, a la degeneracién neuronal y a la
muerte celular secundaria al trauma (Horner y Gage 2000).

El SNC en condiciones fisiolégicas expresa la mayoria de los mediadores
inflamatorios en niveles muy bajos. Sin embargo, su expresion se incrementa
rapidamente en respuesta a una lesién o infeccion tisular (Rothwell y Luheshi,
2000). Uno de los procesos que favorecen la fase inflamatoria después de una
lesion es el reclutamiento de las células del sistema inmunolégico tanto residentes
como periféricas.

Las células gliales (p. ej. Astrocitos y microglia) son los macréfagos
residentes y las células de vigilancia inmunoldgica del SNC. En condiciones
basales, la microglia es quiescente y tiene una forma estelar con un nicleo
pequefio y un cuerpo celular con varios procesos ramificados (Perry et al., 1993).
Sin embargo, una de las caracteristicas mas importantes de la microglia es la
rapidez con la que modifica su fenotipo al exponerse a un ambiente post-
traumatico. Este ambiente es rico en residuos que las células liberan después del
dafio, entre ellos especies reactivas de oxigeno, potasio, y patrones moleculares
asociados al dafio (DAMPs) como el ADN nuclear o mitocondrial, o el ATP (Guo et
al., 2015). Esta interaccion de las células microgliales con el ambiente post-
traumatico las activa, induciendo asi el cambio de su fenotipo hacia células
migratorias que presentan antigenos y que inducen la expresion de nuevas

proteinas (p. ej. citocinas pro-inflamatorias como IL-18 y sus receptores). Las



células microgliales activas e hiperreactivas tienen una morfologia alterada,
pueden sufrir mitosis y convertirse en células fagociticas con enzimas citotoxicas
(Kreutzberg, 1996), e incluso viajar hacia tejidos aledafios como la retina en el
caso de la lesion del nervio optico (Puyang et al.,, 2016). Por su parte, los
astrocitos en su estado normal desempefian mdltiples funciones de mantenimiento
de la homeostasis como la formacion de la barrera hematoneural, la regulacién de
iones y neurotransmisores en el espacio sinaptico y la vigilancia inmunologica
(Kimelberg, 2004). Sin embargo, en respuesta a una lesion / enfermedad, se
remodelan y se wuelven reactivos, lo que induce cambios en su morfologia,
expresion génica y funcion (Sofroniew y Vinters, 2010). Algunos de estos cambios
reactivos incluyen hipertrofia, proliferacion, migracion, liberacion de citocinas y
componentes de la matriz extracelular, asi como formacion de cicatrices
(Hernandez, 2000; Sun et al., 2010). Estos efectos pueden proteger al tejido
nernvioso de agentes infecciosos y favorecer eventos reparativos, pero también
pueden desencadenar degeneracion secundaria (Mohn T.y Koob A. 2015).

Ademas, cuando la barrera hematoneural esta comprometida, el SNC
puede verse afectado no solo por los mediadores inflamatorios producidos en el
sitio por las células residentes, sino también por las acciones de mediadores
procedentes de la periferia (Jones, 2014). Entre las primeras poblaciones en
migrar hacia el sitio de la lesion se encuentran los neutréfilos, los macrofagos
derivados de monocitos y las células dendriticas (Donnelly y Popovich, 2008).
Estas poblaciones fagocitan los restos celulares y favorecen los eventos
reparativos, aunque también incrementan el dafio de la barrera hematoneural y
causan edema (Rosenberg, 2012). Esta fase inicial después del trauma esta
caracterizada por la produccién de citocinas, quimiocinas y alarminas, las cuales
ademas de incrementar el ambiente pro-inflamatorio contindan el reclutamiento de
células periféricas e inducen la activacion del sistema del complemento (Bernnan
et al., 2012).

Los linfocitos T, por ejemplo, se infiltran al SNC por los altos niveles de
quimiocinas y citocinas liberadas después del trauma (Eugenin et al., 2016). Los

linfocitos T reconocen a los antigenos presentados por moléculas del complejo



principal de histocompatibilidad tipo | y Il y se diferencian en linfocitos citotéxicos
(CD8+) y colaboradores (Th, CD4+), respectivamente. Como resultado de la
activacion del receptor del linfocito T por el antigeno, los linfocitos Th se
diferencian en varios subtipos incluyendo Thl, Th2, Th9, Thl7 y T reguladores
(Tregs). Cada subtipo esta caracterizado por la produccion de citocinas
especificas de linaje, como se muestra en la figura 1. Una vez que los linfocitos T
tienen acceso al tejido nervioso dafado, se enfrentan a un ambiente pro-
inflamatorio rico en restos celulares y macrofagos presentadores de antigeno, que
los conduce a evadir la tolerancia inmunolégica de lo propio y a diferenciarse
principalmente en linfocitos Thl autorreactivos. Este cambio de fenotipo los lleva a
producir mas citocinas, algunas de las cuales actian como factores neurotroficos y
otras como factores que promueven la degeneracién axonal, la muerte celular y el

deterioro neurolégico como se muestra en la figura 2 (Kawami et al., 2005).

Th1 IFN-Y, IL-B, TNF-aq,
12,116, 1L-23

TGF-B, IL-10
Treg CPA Naive

Th2

WU

o ‘ -~
. — ' :éz “Es - Tho ) (@ IL-4, IL-5, 1L-13

IL-17, IL-26, IL-22 Th17 Th9 IL-9, IL-10, IL-21
- -

Figura 1. Representacion esquematica de los subtipos en los que se diferencian
los linfocitos T después de la presentacion del antigeno y las principales citocinas
que secreta cada uno (Luckheeram et al., 2012; Zhu, 2015; modificado). Las CPA
hacen referencia a las células presentadoras de antigenos, mientras que Naive a
las células indiferenciadas.
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ca de los eventos celulares y moleculares después de la lesion del nervio optico
(Pernet y Schwab, 2014; modificado). Los nimeros hacen referencia al orden de
los eventos en respuesta al dafio. 1. La constante presencia de restos celulares y
el ambiente pro-inflamatorio modifican el fenotipo de la microglia volviéndola
reactiva (secretora de citocinas pro-inflamatorias y presentadora de antigenos). 2.
El ambiente pro-inflamatorio y la ruptura de la barrera hematoneural favorecen el
reclutamiento de células del sistema inmunolégico periférico (linfocitos T y B) al
sitio de la lesion y la presentacion antigénica. 3. El resultado de esta interaccion es
la secrecion de citocinas pro-inflamatorias y anticuerpos, asi como la muerte
mediada por linfocitos T citotdéxicos. 4. Los linfocitos B se diferencian en células
plasmaticas secretoras de anticuerpos, mientras que el ambiente favorece el
fenotipo de astrocitos reactivos con funciones fagociticas y la formacion de la
cicatriz glial.

Otra poblacién que es reclutada al SNC después del trauma son los
linfocitos B, los cuales se activan mediante la union del antigeno al receptor de
linfocito B. Esta unidon ocurre dentro de los foliculos presentes en los nddulos
linfaticos o en el bazo (Harwod y Batista, 2010). La segunda sefial de activacion
depende de la union del antigeno capturado por los linfocitos B al receptor del
linfocito T mediante el complejo CD40 (Murphy y Weaver, 2009). Esta union
produce sefiales co-estimuladoras como citocinas (Hayes et al., 2002).

En ausencia de la segunda sefial de activacion los linfocitos B producen
Unicamente anticuerpos IgM, mientras que ambas sefiales estimulan Ila

recombinacioén somatica y el cambio de isotipo ( IgA, IgD, IgE, IgG e IgM) en los



linfocitos B (Zhang y Popovich, 2011). Los diferentes isotipos de anticuerpos
tienen distintos efectos como la neutralizacion del antigeno, la opsonizacion para
favorecer su remocion, asi como la activacion del complemento (Vidarsson, 2014).
Mientras los anticuerpos IgG estan principalmente involucrados en la
neutralizacion y la opsonizacién, los IgM activan intensamente al sistema del
complemento y promueven la inflamacion y la destruccion tisular (Vidarsson,
2014).

Se ha reportado que la lesion por contusion en la médula espinal libera
autoantigenos capaces de disparar ademas de la expansion de células T, la
proliferacion de linfocitos B en los nodulos linfaticos y en el bazo (Ankeny et al.,
2006). Esta expansion esta acompafiada de un incremento en los niveles
circulantes de anticuerpos de tipo IgG e IgM entre los 7 y 14 dpl (Ankeny et al.,
2006). Adicionalmente, este trabajo también han demostrado que los linfocitos B
autorreactivos se acumulan alrededor de los sitios de la lesion en forma de
nodulos germinales y producen neurotoxicidad e incremento del reclutamiento de
macréfagos CD68+ y astrocitos reactivos (Ankeny et al., 2006).

En conjunto, la evidencia presentada anteriormente muestra que la lesién al
SNC desencadena una serie de respuestas inflamatorias (inflamacion tisular auto-
dirigida dominada por el sistema inmunologico innato) y autoinmunes (pérdida de
la tolerancia contra sus mismos componentes activada por el sistema
inmunologico adaptativo) capaces de incrementar la progresion de la
degeneracion secundaria al trauma como se observa en la figura 3 (Allison y Ditor,
2015).
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Figura 3. Representacion esquematica de la inflamacién crénica y la progresion
de la lesion secundaria al trauma. La degeneracidén avanza simultaneamente hacia
la retina causando la muerte de las células ganglionares y hacia el quiasma optico
causando la fragmentacion y la desmielinizacion axonal (London et al., 2014;
modificado).

2. El eje visual y el nervio 6ptico como modelo de estudio

La retina y el nervio Optico forman parte del SNC. Aunque ambas
estructuras se localizan fuera del encéfalo, se desarrollan a partir de tejido
diencefalico durante etapas tempranas del desarrollo embrionario. Por lo tanto, las
fibras del nervio Optico estan cubiertas de mielina producida por oligodendrocitos
caracteristicos del SNC (Ono et al., 1997).

La retina esta formada por capas de neuronas especializadas
interconectadas a través de procesos sinapticos. La luz que entra en el ojo es
capturada por células fotorreceptoras en la capa mas externa de la retina, lo que
inicia una cascada de sefales que finalmente llegan a las CGR, quienes muestran
las propiedades tipicas de las neuronas del SNC y comprenden un cuerpo celular,
dendritas y un axon. Los axones de estas CGR se unen para formar el nervio
optico, el cual proyecta hasta el nicleo geniculado lateral en el tAlamo y el coliculo
superior mesencefalico, de donde la informacion es retransmitida a los centros
superiores de procesamiento visual que nos permiten percibir una imagen (London
et al., 2014).

La retina y el nervio Optico constituyen un modelo de investigacion

particularmente conveniente por varias razones. Primero, comparado con otras



partes del SNC, el nervio éptico es relativamente accesible para la manipulacion.
Segundo, como las neuronas en la retina son evidentemente reconocibles, la
muerte neuronal puede ser cuantificada directamente. Asi, la progresion del dafio
después de una lesion traumatica esta bien descrita. Se sabe que la lesion
traumatica conduce a degeneracion retrograda (hacia la retina) y anterégrada
(hacia el tdlamo y mesencéfalo) (Figura 3. London et al., 2014). En la retina, la
muerte de las CGR comienza a ser evidente desde el tercer dia post-lesion y
durante los primeros 7 dias se pierde alrededor del 50% de la poblacién. Este
proceso degenerativo continla durante los siguientes dias, de tal manera que
alrededor del dia 14 se ha perdido mas del 70% de la poblacion de CGR (Agudo-
Barriuso et al., 2011). En tercer lugar, la organizacién Unica de las capas de la
retina permite distinguir entre las distintas neuronas de la retina y sus
interacciones. Por estas caracteristicas, el dafio que se observa por la distorsion
de la estructura normal es facilmente detectable (Tang, 2011). Una ventaja extra
de este modelo de lesion radica en que es poco invasivo y permite a los animales
una pronta recuperacion (Agudo-Barriuso et al., 2011). En conjunto, estas
caracteristicas hacen de éste, un modelo muy util para estudiar los mecanismos
moleculares de patologias y traumatismos, asi como la respuesta a diversos
agentes terapéuticos.

La preservacion de la via visual puede ser evaluada mediante la expresion
de factores de supervivencia en la retina como el factor de transcripcion brain-
specific homeobox’POU domain protein (Brn-3a), el cual es expresado
intensamente en neuronas sensoriales durante el desarrollo embrionario y en las
CGR a lo largo de la ontogenia (Badea et al., 2009; Lanier y Turner, 2007). En las
CGR, Brn-3a actua presumiblemente como un factor anti-apoptotico (Lanier et al.,
2006), y su expresién disminuye después de la lesion del nervio Optico en
aparente correlacion con la supervivencia de las neuronas ganglionares (Nadal et
al., 2009). El oncogen B-cell lymphoma 2 (Bcl-2) es otro factor de supervivencia
ampliamente utilizado para evaluar el efecto de los tratamientos neuroprotectores
en modelos de lesion del nervio optico (Maes et al., 2017). Trabajos previos han

mostrado que la degeneracion de las CGR subsecuente a la lesion aguda o



cronica del nervio Optico, ocurre principalmente debido a apoptosis intrinseca
asociada a disfunciéon mitocondrial (Grosskreutz et al., 2005; Thomas et al., 2017).
Debido a que Bcl-2 preserva la integridad de la membrana externa mitocondrial,
evita la salida de citocromo C y la activacion de factores pro-apoptoticos como
caspasas (Bernhardi, 2004; Vila y Przedborski, 2003). De esta manera, el
incremento en la expresion de Bcl-2 en la retina después de la lesion del nervio
optico mantiene la supervivencia de las CGR (Porciatti et al., 1996). Por su parte,
la Casp-3 es una proteina involucrada en la activacion de apoptosis tanto
disparada por la via intrinseca como mediante la via extrinseca (dependiente de la
activacion del receptor Fas). La forma activa de esta proteasa coordina la
destruccion de elementos celulares como la fragmentacion del DNA y la
degradacion de proteinas del citoesqueleto, entre otros eventos (Porter y Janicke,
1999; Thomas et al., 2017) como se observa en la figura 4. Estudios previos
muestran que la lesién por compresién del nervio 6ptico incrementa la expresion
de Casp-3 en la retina desde las 48 horas post-lesion, y que este incremento esta
correlacionado con la activacién de la proteasa y la muerte apoptética de las CGR
(Sanchez y Maria, 2016; Thomas et al., 2017).
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Figura 4. Representacion esquematica de los factores de supervivencia (Brn-3a y
Bcl-2) y muerte (caspasa 3) y su papel en la muerte celular por apoptosis. Existen
dos vias por las cuales una célula muere por apoptosis, la via extrinseca y la via
intrinseca. La via extrinseca estd asociada a la unién ligando-receptor, la cual
favorece una serie de eventos moleculares que promueven la expresion y
activacion de la proteina caspasa 3 y culmina en la muerte por apoptosis, mientras
que la intrinseca o mitocondrial esta asociada al dafio de las membranas
mitocondriales y al desequilibrio metabdlico, el cual induce la liberacion del
citocromo C, la formacion del apoptosoma y la activacion de la caspasa 3. Cabe
destacar que la presencia de Bcl-2 preserva la integridad de la membrana externa
mitocondrial, evita la salida de citocromo C y la activacion de factores pro-
apoptéticos como caspasas. Por lo tanto, el incremento en la expresion de Bcl2
favorece la supervivencia celular. El factor de supervivencia Brn-3a inhibe la
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activacion de caspasa 3 por lo tanto evita la muerte celular por apoptosis
(Bernhardi, 2004, Vilay Przedborski, 2003;Thomas et al., 2017; modificado).

Otra forma de evaluar la viabilidad de la via visual es mediante la
preservacion de la estructura del nervio optico y la mielina. La lesion por
compresién en el nervio optico interrumpe el flujo axonal de factores neurotréficos
de los nucleos cerebrales hacia el soma de las CGR y en sentido opuesto
(Almasieh et al., 2012; Von-Bartheld, 1998). Este bloqueo, y la disfuncion de los
oligodendrocitos alrededor de la lesién, inician la degeneracion retrégrada y
anterograda. La degeneracion es un proceso estereotipico que avanza
simultaneamente, como se menciona previamente (Delfino et al., 2011; Guimaes,
2009; Horner, 2000). Siete dias después de la lesion, mientras aun contindan
viables algunas CGR en la retina, los axones en el sitio del dafio sufren la maxima
desmielinizacidén asociada a la presencia de linfocitos T y B autorreactivos y a los
leucocitos efectores de la inmunidad innata (Anderson et al., 2014).

Varias enfermedades pueden interrumpir el procesamiento de la informacién
visual y conducir a ceguera. Entre estas patologias se encuentran el glaucoma
(principal causa de pérdida de vision asociada con muerte de las CGR), la retinitis
y la uveitis, la degeneracibn macular relacionada a la edad, la neuropatia 6ptica
traumatica y otros traumatismos, asi como procesos secundarios asociados a
enfermedades neurodegenerativas como las enfermedades de Parkinson y
Alzheimer, esclerosis mudltiple y lateral amiotrofica (London et al., 2012). En este
contexto, el empleo del nervio 6ptico como modelo de estudio reviste particular
importancia, debido a que ademas de representar las caracteristicas del resto del
SNC, cualquier efecto neuroprotector descrito podria evitar la pérdida de la vision

asociada a estas patologias.

3. Inmunomodulacién como estrategia neuroprotectora

El término neuroproteccién se refiere al uso de cualquier estrategia
terapéutica capaz de prevenir, retrasar o detener la muerte celular secundaria al
trauma o a enfermedades cronicas y degenerativas en el SNC (Estrada-Rojo et al.,

2012). En parrafos anteriores se ha destacado que la lesidon traumatica activa
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procesos degenerativos complejos y una respuesta inflamatoria capaz de extender
el dafio hacia células vecinas sanas. Sin embargo, es conveniente sefalar que la
inflamacion después de un trauma es un proceso homeostatico que puede
defender al organismo del ataque de patdégenos e iniciar la produccion de factores
que contribuyen a reparar el tejido lesionado (Gurtner et al., 2008). Asi, la
manipulacion de la respuesta inmunoldgica, particularmente la de tipo efector Thl
y la humoral mediada por anticuerpos, se ha utilizado como estrategia
neuroprotectora en distintos modelos experimentales de lesiones traumaticas y
enfermedades de tipo neurodegenerativo. A continuacion, se presentan las dos
principales estrategias de inmunomodulaciéon descritas hasta el momento
(autoinmunidad protectora y tolerancia inmunoldgica):
3.1. Autoinmunidad protectora

El término autoinmunidad protectora se refiere al efecto benéfico de la
activacion de la respuesta autoinmune desencadenada por el reconocimiento
antigénico en el sitio de la lesién (Schwartz et al., 1999). Existe evidencia que
muestra que la activacion de las células Thl especificas de AgN favorece
procesos de remocién de restos celulares potencialmente dafinos para la
supervivencia neuronal después de una lesiébn del nervio Optico. Como
consecuencia, esta limpieza del sitio del dafio puede inhibir la progresion de la
degeneracion secundaria (Ellezam, 2003; Fisher et al., 2001; Kipnis et al., 2000;
Kipnis et al., 2002). Por otro lado, un efecto promotor de la remielinizacion y la
supervivencia neuronal ha sido relacionado con un incremento en los niveles de
anticuerpos naturales tipo IgM e IgG (Warrington et al., 2001).
Sin embargo, de acuerdo con esta propuesta, la autoinmunidad en el SNC esta
limitada por diferentes mecanismos intrinsecos al tejido reclutamiento de linfocitos
Th2 y Tregs, por lo que es necesario exacerbarla mediante el empleo de vacunas

0 inmunizaciones (Siegrist, 2013).
3.1.1. Induccion de autoinmunidad protectoray mecanismo de acciéon

La inmunizacion es el proceso mediante el cual un organismo es expuesto

de manera deliberada a antigenos o patdgenos con el fin de estimular la respuesta
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inmunoldgica especfifica de antigeno y generar una activacibn mas rapida y
eficiente ante una segunda exposicion. Una vez que el organismo es inmunizado,
los antigenos son capturados por células dendriticas presentadoras de antigeno.
Posteriormente, dichas células abandonan el sitio de la inmunizacién para migrar a
organos linfaticos y asi presentar los antigenos a los linfocitos T. Por medio de
este mecanismo los linfocitos T especificos se activan, expanden sus clonas y se
diferencian a un fenotipo Thl caracterizado por la produccion de citocinas como
IFN-y, IL-1B, IL-6 e IL-23, capaces de reclutar a otras células efectoras
(Rodriguez, 2007). Por su parte, los linfocitos B también reconocen a los
antigenos, proceso que conduce a la expansion de las clonas y a la produccion de
anticuerpos especificos, para asi colaborar en la eliminacion de los antigenos en
el sitio del dafio (figura 5).

Los linfocitos T y B de memoria son la progenie de células naive especificas
de antigeno que se han expandido clonalmente en el curso de una respuesta
inmunologica y sobreviven una vez que se ha eliminado el antigeno. Las células
de memoria confieren proteccién inmediata y generan respuestas secundarias que
son mas rapidas y de mayor magnitud en comparacién con las respuestas
primarias. En el sistema de linfocitos B, la proteccién inmediata estad mediada por
células plasmaticas de vida larga que estan presentes en la médula Osea y
secretan anticuerpos de una manera independiente del antigeno, manteniendo asi
niveles constantes en suero y fluidos corporales (Sallusto et al., 2004). La
memoria inmunoldgica en respuesta a la estimulacién antigénica conduce a la
rapida diferenciacion de linfocitos B en células plasmaticas y a una elevacion
marcada pero transitoria en los anticuerpos seéricos. Una respuesta semejante se
observa en los linfocitos T, los cuales mantienen poblaciones de células de
memoria en circulacién o residentes en el tejido que estan en busca de patégenos
y muestran la funcién efectora inmediata tras el reconocimiento del antigeno
(Murphy y Weaver, 2009).

Existen muchas vias de presentacidon antigénica para exacerbar la
respuesta inmunolégica con antigenos exogenos (p. ej., ovoalbumina o albdmina

de suero bovina, BSA), pero la forma mas eficiente es la administracion
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subcutanea (Murphy y Weaver, 2009; Waren, 2000). Algunos estudios han
estimulado la autoinmunidad protectora mediante esta via utilizando diversos auto-
antigenos en modelos animales (Fisher et al., 2001, Bakalash et al., 2003). Sin
embargo, en pocos estudios se ha caracterizado la autorreactividad mediada por
linfocitos Thl (Moalem et al., 1999) y en menos estudios la autorreactividad
humoral desencadenada por linfocitos B (Kerschensteiner et al., 1999).
Recientemente, algunos trabajos han evidenciado la dificultad para desarrollar una
enfermedad autoinmune mediante la exposicion a antigenos propios, demostrando
que existe un control activo y riguroso que evita la pérdida de la tolerancia para
auto-antigenos (Saupe et al., 2015; Ono et al., 2017; Ferry et al., 2003; Mor y
Cohen, 2005). Uno de los trabajos mas interesantes muestra que los auto-
antigenos liberados por células apoptoticas pancreaticas no induce diabetes
autoinmune aun en presencia de citocinas pro-inflamatorias (Ono et al., 2017).
Varios estudios sugieren que la pérdida de la tolerancia a antigenos es evitada
mediante el secuestro de los anticuerpos en regiones como el propio SNC

(Gunasekaran et al., 2018; Imperato, 2019).

3.1.2. Autoinmunidad protectora en lesiones del nervio optico y la médula
espinal

Estudios previos han demostrado que la inmunizacién activa a través de la
proteina basica de mielina y la inmunizacion pasiva con el copolimero 1 (COP-1)
tienen un efecto neuroprotector en un modelo de lesion traumatica de médula
espinal (Hauben et al., 2000; Kipnis et al., 2000). Adicionalmente, también se ha
demostrado que la inmunizacion activa con péptidos derivados de mielina como la
proteina proteolipidica (PLP), la glicoproteina de mielina de oligodendrocitos
(MOG) o el homogenado retiniano tiene un efecto neuroprotector sobre la
supervivencia de las CGR después de una lesion por compresion del nervio éptico
(Backalash et al., 2003; Fisher et al.,, 2001). Por su parte Ellezam et al. (2003)
demuestran que la inmunizacién subcutanea con homogenado total de médula
espinal estimula la regeneracion de los axones después de una lesién por

compresion del nervio Optico, pero falla para promover la supervivencia de las
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CGR. Ademas del nimero de neuronas viables, algunos de estos trabajos han
evaluado también la expresion de factores neurotréficos como BDNF y NT-3,
demostrando que éstos se regulan a la alza como resultado de la exacerbacion
inmunologica (Barouch y Schwartz, 2002; Ono etal., 2017).

Es importante destacar que, si bien la autoinmunidad protectora es una
estrategia terapéutica capaz de proteger el tejido nervioso después de una lesion
traumatica o de tipo neurodegenerativo en modelos animales, también puede

desencadenar una enfermedad autoinmune y encefalitis (Fisher et al., 2001).

3.2. Tolerancia inmunolégica
Para que la inflamacion favorezca los eventos reparativos después de un

trauma en cualquier 6rgano, debe ser de inicio agudo, de alta intensidad y de
rapida resolucién (Eming et al., 2009; Reinke y Sorg 2012). Como se menciona
previamente, el SNC como tejido inmuno-privilegiado posee un ambiente
inmunosupresor capaz de limitar el inicio y la intensidad de la respuesta
inflamatoria después de un dafio (Galea, 2006). Este hecho, sumado a la continua
exposicidon de restos celulares y al reclutamiento (limitado pero constante) de las
diversas poblaciones de leucocitos al sitio del dafio, mantiene la respuesta
inflamatoria local y evita su resolucién, con la consecuente extension de la lesiony
pérdida del potencial reparador (Laspas et al., 2011; Popovich y Jones, 2003). Se
ha reportado que después de un trauma al SNC la mayor pérdida neuronal esta
asociada a los procesos neurodegenerativos (apoptosis) que inician poco tiempo
después del dafio primario (Springuer, 2001). Mas aun, varias lineas de evidencia
muestran que es precisamente la respuesta inmunologica adaptativa estimulada
por la presencia de AgN la que promueve esta pérdida masiva de neuronas
(Ankeny et al., 2006; Laspas et al., 2011; Popovich y Jones, 2003). En este
contexto, si bien la exacerbacion de la autorreactividad a AgN ha mostrado un
efecto neuroprotector en diferentes modelos de lesion, existe evidencia que apoya
que la atenuacion de esta respuesta puede ser un blanco terapéutico mas

eficiente (Martinez-Alcantar et al., 2019; Pineda-Rodriguez et al., 2017; Yan et al.,
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2016) y definitivamente mas seguro (Pelayo-Gomez et al., en revisién) para
favorecer la supervivencia neuronal después de un dafio (figura 5).

Una forma de evitar la autorreactividad de los linfocitos T y la inflamacion
cronica es mediante la induccion de tolerancia inmunolégica. La tolerancia por
definicion, es una serie compleja de mecanismos que atenlan la respuesta
inmunologica especifica de antigeno. La tolerancia inmunoldgica es adquirida de
forma natural a los componentes de nuestro organismo desde etapas tempranas
de la ontogenia, sobre todo a aquellos componentes con los que el sistema
inmunolégico mantiene un contacto mas frecuente (p. ej., componentes
extracelulares) (Murphy y Weaver, 2009). Sin embargo, puede ser perdida
después de un trauma, infeccién o enfermedades degenerativas que cursen con
procesos inflamatorios crénicos (De Groot et al., 2006). La tolerancia inmunoldgica
puede ser experimentalmente inducida por la administracion de antigenos
exdgenos o bien restablecida a auto-antigenos (Farooq y Ashour, 2013). Aunque
existen varias vias de presentacion antigénica capaces de inducir tolerancia,
DIACA es la forma mas completa y permanente (Waldmann, 2014; Pelayo-Gémez

et al., en revision).
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Figura 5 Representacion esqueméatica de los mecanismos de accion de las dos
estrategias  neuroprotectoras  (autoinmunidad protectora y tolerancia
inmunoldgica). Cada uno de los mecanismos muestra el microambiente, el tipo
celular y las biomoléculas presentes en cada proceso.
3.2.1. Induccion de tolerancia inmunoldégicay mecanismo de accion

La DIACA es una forma de tolerancia sistémica caracterizada por la
supresion especifica de antigeno de la respuesta Thl (hipersensibilidad de tipo
retardada, DTH por sus siglas en inglés). Esta tolerancia es generada por dos
poblaciones de Tregs: CD4+ y CD8+ (Lei et al., 2008). La DIACA involucra tres
fases diferenciales y secuenciales en el 0jo, el timo y el bazo. Dentro del ojo, el
antigeno es capturado por macréfagos residentes F4/80+, los cuales actian como
células presentadoras de antigeno que migran hasta el timo, donde inducen la
proliferacion de células T NK1.1+ CD4- CD8-, las cuales a su vez migran al bazo.
Es importante destacar que algunos macréfagos viajan directamente del ojo al

bazo sin pasar por el timo. Una vez que los macréfagos han llegado al bazo
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secretan el MIP-2, un factor quimioatrayente de células NKT CD4+ residentes. Las
células NKT interactan con macrofagos provenientes del ojo y secretan la
quimiocina RANTES, la cual recluta otras células en la zona marginal del bazo. En
esta region los macréfagos F4/80+, las células NKT, las B, las Th y el
microambiente inmunosupresor rico en TGF- e IL-10, colaboran para generar las
Tregs. Las Tregs CD8+ son las células efectoras que inhiben la inflamacion
mediada por las respuestas Thl y la produccion de anticuerpos fijadores del
complemento como se muestra en la figura 6 (Kyle, 2002; Niederkorn, 2006;
Streilein, 1990).

Malla Timo
trabecular \ \

Circulacion

Respuestas Th1

Produccién de anticuerpos
fijadores del complemento

Figura 6. Representacion esquematica del mecanismo de accion de la desviacion
inmunologica asociada a la camara anterior del ojo (DIACA) inducida
experimentalmente. Fase ocular: Después de que los antigenos son inoculados
en la camara anterior del o0jo son reconocidos y capturados por células

presentadoras de antigenos (CPA F4/80+), las cuales viajan por la circulacion
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 viajan
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del timo al bazo. Fase esplénica: La zona marginal del bazo es donde se lleva a
cabo la presentacion antigénica por medio de una interaccion inmunoldgica entre
las CPA F4/80+ y los linfocitos T CD4+, T CD8+, B, NKT y yd, en un
microambiente regulador generado por la secrecion de mediadores anti-
inflamatorios (i.e., TGF-b, IL-10, IL-12), asi como la presencia de quimiocinas (i.e.,
CXCL2, CCL5) las cuales promueven el reclutamiento de mas poblaciones
celulares. Finalmente, los linfocitos T reguladores (Treg) CD4+ inhiben la
diferenciacion de células Thl de los nédulos linfoides mientras que las células
Treg CD8+ inhiben la respuesta efectora Thl y Th2 en el ojo; por otra parte DIACA
también inhibe la produccion de anticuerpos fijadores del complemento
(Niederkorn, 2012; modificado).

3.2.2. Tolerancia inmunoldégica en lesiones del nervio Optico y médula
espinal

Recientemente el potencial neuroprotector de la DIACA con AgN se ha
evaluado en la lesién traumatica de la médula espinal (Pineda-Rodriguez et al.,
2017) y en la lesién por compresiéon del nervio 6ptico (Martinez-Alcantar et al.,
2019). Ambos trabajos han reportado un efecto protector de la DIACA con AgN
sobre las neuronas motoras y las CGR, respectivamente, asi como un incremento
en la expresion de citocinas anti-inflamatorias (i.e., TGF- B, IL-4 e IL-10) en la
médula espinal y en la retina en etapas tempranas (2 y 7 dpl; retina) y en etapas
posteriores (15 dpl; médula espinal) (figura 5).

Muy probablemente la atenuacion de la inflamacion inducida por DIACA al
dia 7 postlesion esta mediada por el reclutamiento de Tregs y macrofagos tipo M2
a la retina, en tanto DIACA incrementa la expresion del marcador de Tregs Foxp3
y del marcador de macréfagos M2 arginasa 1. Otra posibilidad es que DIACA
incremente las poblaciones de linfocitos Th2. Esta posibilidad es apoyada por los
altos niveles de IL-4 inducidos por DIACA en la retina después de la lesién. Por su
parte, el efecto neuroprotector de la DIACA puede ser explicado mediante el
incremento en la expresion del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) y
la neutrotrofina 4 (Martinez-Alcantar etal., 2019).

De manera interesante, aun cuando el perfil inducido en la retina por DIACA
con AgN es predominantemente anti-inflamatorio, la expresion de algunos
mediadores pro-inflamatorios también es incrementada moderadamente (IL- e

INOS; Martinez-Alcantar et al., 2019). Un caso especial es el de IL-6, cuya
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expresion se incrementa muy marcadamente en ratas inoculadas en la camara
anterior con AgN (Martinez-Alcantar et al., 2019). Si bien IL-6 es una citocina
caracteristica de linfocitos Thl, en el SNC su incremento después de una lesion
esta asociado tanto a efectos neurodegenerativos, pro-inflamatorios (Fisher et al.,
2001; Rothaug y Rose-Jone, 2016) como neuroprotectores (Sanchez et al., 2003)
y anti-inflamatorios (Erta et al., 2012). Este papel dual de IL-6 en la patologia del
SNC ha llevado incluso a considerarla como una citocina caracteristica de
linfocitos Th2 (Diehl y Rincon, 2002).
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lIl. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Dos de las principales alternativas terapeuticas que se han desarrollado hasta
el momento en lesiones traumaticas del SNC mejoran la supervivencia neuronal
usando estrategias inmunomoduladoras opuestas (autoinmunidad vs. tolerancia).
Hasta el momento ningun trabajo ha evaluado el potencial de ambas estrategias
usando los mismos antigenos, el mismo modelo animal ni los mismos periodos de
evaluacion postlesién. Asi, en un intento por entender los mecanismos que
subyacen al efecto observado estimulando respuestas inmunoldgicas opuestas, el
presente proyecto tiene como objetivo principal comparar el potencial
neuroprotector de ambas estrategias inmunomoduladoras en un modelo de lesién
por compresion del nervio Optico. Debido a que la tolerancia induce un perfil
predominantemente anti-inflamatorio en la retina desde etapas tempranas de la
lesion, se espera que este perfil se mantenga en etapas posteriores y promueva la
expresion de factores de supervivencia en mayor medida que aquéllos inducidos
por la autoinmunidad. Asi mismo, se espera que la induccién de inmuno-tolerancia
preserve mejor la estructura tisular y la mielina en el sitio de lesion. Los resultados
del presente estudio contribuiran a esclarecer los mecanismos mediante los cuales
ambas estrategias promueven la neuroproteccién y permitiran avanzar en el
desarrollo de alternativas preventivas para evitar la degeneracién secundaria a

lesiones traumaticas.
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IV. HIPOTESIS

La tolerancia a antigenos neurales es una estrategia neuroprotectora mas
eficiente que la autoinmunidad en ratas con lesién del nervio 6ptico, debido a que
induce un perfil anti-inflamatorio, incrementa la expresion de factores de

supervivencia en laretina y preserva la mielina en el sitio de lesion.

V. OBJETIVOS

GENERAL
Evaluar el efecto neuroprotector de dos estrategias inmunomoduladoras

(tolerancia inmunoldgica vs. autoinmunidad protectora) en ratas con lesion de

nervio éptico.

PARTICULARES
1. Evaluar el efecto de la tolerancia inmunoldgica y la autoinmunidad a

antigenos neurales sobre la expresion de citocinas anti-inflamatorias y pro-
inflamatorias en la retina de ratas con lesion del nervio Gptico.

2. Evaluar el efecto de la tolerancia inmunoldgica y la autoinmunidad a
antigenos neurales sobre la expresion de factores de supervivencia y
muerte en la retina de ratas con lesion del nervio optico.

3. Evaluar el efecto de la tolerancia inmunologica y la autoinmunidad a
antigenos neurales sobre la preservacion de la mielina en el nervio éptico

de ratas con lesion.
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VI. MATERIALES Y METODOS

1. Animales
Se usaron ratas hembra juveniles y adultas (4-15 semanas de edad) de la
cepa Wistar. Los animales fueron mantenidos bajo condiciones ad libitum de agua
y alimento, y bajo un ciclo de 12 h luz -12 h obscuridad. La manipulacién y el
cuidado de los animales fueron realizados por el personal especializado del
bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la UMSNH. Los
procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité Institucional para
el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL. N° de oficio:
INV/B/RGC/184/17).
2. Disefio experimental
Para cumplir con los objetivos de este trabajo se emplearon 98 ratas, de las
cuales 5 fueron utilizadas para la extraccion de AgN vy el resto seleccionadas de
forma aleatoria para formar cuatro condiciones experimentales: 1) inoculacion de
PBS (n=23) o AgN (n=24) en la camara anterior del ojo; 2) induccién de
autoinmunidad mediante la inoculacion subcutanea de PBS (n=16), AgN (n=16) o
BSA (n=4) en flancos; 3) control lesion del nervio éptico (n=6), 4) control sham

(n=4). Lafigura 7 muestra el disefio experimental empleado en este trabajo.

TOLERANCIA AUTOINMUNIDAD [ LESION ] [ SHAM ]
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{ b b b . :
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l ; L - L J 1 } L J
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i 7dpin=7 H HE DTH :; IZACION E: D'IH :; IZACION } : 7dpin=6 : 7dpin=4
Pioq4dpler S OEUSA @ HH HE HH H : RT-QPCR : RT-gPCR
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Figura 7. Representacion del disefio experimental y la distribucidén de grupos.
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3. Extraccion y cuantificacion de antigenos neurales

Se sacrificaron ratas adultas sanas (peso = 300 g) con sobredosis de
pentobarbital sédico (100 mg/kg de peso). Posteriormente se extrajo la médula
espinal y el tejido se lavd con solucién salina (0.9%). Una vez libre de impurezas el
tejido se congelé con nitrégeno liquido y posteriormente se pulverizd en un
mortero. El polvo obtenido se resuspendié en 300 pl de buffer de extraccion (10
mM Tris, 500 mM NaCl, 0.1 % Triton X-100, 1% [p-mercaptoetanol). El
homogenado obtenido fue sonicado durante 5 min y centrifugado a 19,000 rpm
durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, las muestras se dejaron reposar
durante 30 minutos a 4°C (Gil-Dones et al., 2009). La concentracion de proteina se
determind usando un ensayo basado en los métodos de Bradford y Lowry de Bio-
Rad® (Rios, 2005; Martinez-Alcantar et al., 2019).

4. Induccion de tolerancia inmunoldgica a través de desviacion
inmunitaria asociada a la camara anterior del ojo (DIACA)

Para la induccion de DIACA se utilizaron ratas de 30 dias de nacidas, las
cuales fueron pesadas y anestesiadas profundamente con una mezcla de
ketamina/xilazina (75 pg/kg y 8 pg/kg de peso corporal, respectivamente) e
inoculadas en la camara anterior de ambos ojos con AgN en un volumen de 10 pL
(6 pg/uL). Como control se inoculd un grupo de ratas en ambos ojos con 10 uL de
vehiculo (PBS). La inyeccion en la camara anterior del ojo se realizd bajo
microscopio estereoscopico mediante el uso de una jeringa Hamilton® vy el
volumen fue liberado manualmente con una velocidad aproximada de 1 pL/seg.
Durante toda la manipulacion los ojos de las ratas fueron protegidos de la
desecacion con solucién salina 0.9% (Farooq etal., 2013).

La induccion de DIACA se evalué mediante la prueba DTH en un subgrupo
de ratas inoculadas con PBS o AgN. Esta prueba se realizd6 mediante una
inyeccion via intradérmica (250 ug/20 pl; emulsificado 1:1 con adyuvante completo
de Freund, CFA) en la region interescapular. Catorce dias después de la
inoculacién en la cdmara anterior los animales se inyectaron en el pabellén de la
oreja izquierda con AgN (500 ug/10 ul), mientras que la oreja derecha se inyecto

con PBS. El grosor de ambas orejas fue medido antes de realizar las inyecciones
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para establecer la linea base (medida a las 0 horas), asi como a las 24 y 48 horas
después del reto. Se calculd la diferencia de inflamacién (A) restando el valor de
linea base de los valores de 24 y 48 horas por oreja (Farooq y Ashour, 2013). Para
garantizar la induccion de DIACA, las ratas fueron sacrificadas durante la maxima
respuesta inflamatoria y el bazo fue disecado para cuantificar la expresion del
factor de transcripcién forkhead box P3 (Foxp3), marcador de Tregs mediante RT-
gPCR (esta técnica se describir4 posteriormente).
5. Inducciéon de autoinmunidad

Para esta fase del experimento, se inyectaron subcutdneamente (en los 4
flancos toracicos) 300 ul de AgN (1 ug/ul) o de PBS emulsificados 1:1 en CFA en
ratas adultas. La induccion de autoinmunidad se evalu6 mediante la prueba DTH
como se describe previamente, y se corrobor0 mediante ensayos de
inmunoabsorbencia ligada a enzimas (ELISA) para cuantificar los niveles de IgGs
en suero. Para ello, antes de la inoculacion y catorce dias después, 1 ml de
sangre de la vena cava craneal fueron obtenidos bajo anestesia por rata. Las
muestras fueron centrifugadas durante 3 minutos a 3000 rpm a temperatura
ambiente para obtener suero, el cual fue almacenado a -70°C hasta su posterior
procesamiento. El primer dia del ELISA se realiz6 el forrado de la placa con 1 pl
de suero en solucién amortiguadora de carbonatos (0.1M, pH 9.6) a 4°C durante
12 h. Posteriormente se realizd el bloqueo de marcas inespecificas mediante la
incubacion con 100 pl de BSA al 0.1% en PBS Tween 0.05%, durante 2 h a
temperatura ambiente y entonces se incub6 con el anticuerpo anti-igG de ratdn
acoplado a HRP (1:1000 en PBS Tween 0.05%), durante 2 h a temperatura
ambiente. La reaccion se revelé con 100 pl del sustrato de peroxidasas 2,2"Azino-
bis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) de amonio (ABTS. 9.1 mM, pH 5.0) y las
lecturas se realizaron a 415 nm. Se utilizaron IgGs recombinantes de humano
como curva de calibracién estandar de 0 a 500 ng/ pl.

Como control, dos grupos adicionales de ratas fueron inoculadas en los
flancos con PBS o BSA y el suero de cada animal fue obtenido 14 dias después
de la inoculacion, empleado para forrar la placa y para cuantificar la concentracion

de IgGs como se refiere previamente.
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Otros dos grupos de ratas fueron inoculados en los flancos con PBS o AgN
y re-inmunizados 45 dias mas tarde mediante una inyeccion via intradérmica de
los mismos componentes (250 ug/20 pl de AgN o 20 pl de PBS; emulsificados 1:1
con adyuvante completo de Freund) en la region interescapular. Catorce dias mas
tarde todos los animales fueron sometidos a lesion del nervio Optico como se
describe en la siguiente seccion. El suero de estos animales fue colectado previo a
la lesién y siete dias post-lesion, y empleado para cuantificar la concentracion de
lgGs mediante ELISA.

6. Lesion por compresion del nervio optico

Para realizar este procedimiento, al alcanzar los 250 g de masa corporal,
las ratas fueron profundamente anestesiadas con ketamina/xilazina (75 ug/kg y 8
Mg/kg de peso corporal) y posteriormente sometidas a una cantotomia lateral del
0jo izquierdo para exponer el nervio Optico, el cual fue comprimido durante 5
segundos con pinzas de auto-cierre a una distancia de 1 a 3 mm del ojo (Walsh,
2014). Una vez terminada la cirugia, los ojos de las ratas fueron protegidos con
lubricante y antibiotico, y durante los 3 dias siguientes recibieron analgésico oral
paracetamol (20 mg/kg de peso corporal). Adicionalmente, se trabajé con un grupo
sham, el cual fue sometido a los mismos procedimientos que el resto de los
grupos hasta la exposicion del nervio 6ptico pero éste no fue lesionado. A menos
gue se indique lo contrario, los grupos utilizados para la evaluar la induccion de las
estrategias inmunomoduladoras fueron independientes de los lesionados.

7. Obtencion y preservacion del tejido

A los 7 o 14 dias después de la lesion del nervio 6ptico los animales
recibieron una dosis terminal de pentobarbital sédico (50 mg/kg de peso) y se
enuclearon los ojos para obtener la retina, la cual se almacend con agua libre de
RNAsas a -70°C para su posterior empleo en la técnica de RT-qPCR.
Adicionalmente, el nervio Optico fue disecado y fijado por inmersion en
paraformaldehido al 4% en PBS (0.1 M) durante 24 horas a 4°C y crioprotegido en
sacarosa al 30% a 4°C hasta su posterior empleo.
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8. Técnicas histolégicas

Con la finalidad de evaluar la homogeneidad de la lesién se realizaron
cortes de nervio 6ptico de 10 um en criostato. Los cortes fueron montados en
portaobjetos gelatinizados y teflidos con hematoxilina/eosina (Goto, 1987,
Protocolo modificado). Esta técnica permite observar la morfologia del tejido
lesionado, mediante la tincién de los nucleos (color azul) y el citoplasma (color
rosa). Cortes adyacentes fueron tefiidos con luxol fast blue para evaluar la
preservacién de la mielina, para lo cual fueron incubados en el colorante durante
12 h a 60°C y se realizd un aclaramiento con carbonato de litio (Li2CO3z 0.03%)
durante 1 h (Goto, 1987; Protocolo modificado). Los tejidos tefiidos fueron
protegidos con cubreobjetos y resina epoxica y fotografiados en un microscopio
leica DM3000® usando el programa Leica Application Suite®.

9. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-gPCR)

Se extrajo el RNA de la retina y el bazo con TRIzol®™ (Invitrogen) de
acuerdo con el protocolo del fabricante. Posteriormente se corrobor6 la pureza e
integridad del RNA en NanoDrop Lite® (ThermoScientific). Por Ultimo, se sintetizd
el cDNA mediante el kit Bio-rad iScript Advanced cDNA Synthesis Kit® for RT-
gPCR segun las especificaciones del fabricante. La cuantificacién de la expresiéon
se hizo mediante el kit Bio-rad SsoAdvanced®™ Universal SYBR® Green
Supermix en el termociclador CFX96 Real-Time System, segun el protocolo del
fabricante. Para calcular la expresion relativa de los genes de interés se utilizo la
formula AACq (Haimes, 2013), y se utilizd como gen de referencia GAPDH (los
oligonucleétidos empleados para la amplificacion de este gen fueron amablemente
obsequiados por la Dra. Alejandra Ochoa Zarzosa). Las secuencias de todos los
oligonucleétidos empleados, y las temperaturas de fusion se presentan en la

siguiente tabla:
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Tabla 1. Secuencias de los oligonucle6tidos empleados para la cuantificacion de

la expresion mediante qPCR.

Gen Sequencia Tm

Forward: 5"- CACGGCAAGTTCAACGGCACAGT-3 60°C
GAPDH Reverse: 5'- TCAGCGGAAGGGGCGGAGAT-3’

Forward: -5'-ACCTTGCTGTCACCCTGTTC-3' 60°C
IL-41 Reverse: -5-TTGTGAGCGTGGACTCATTC-3'

Forward: 5-AGCCACTGCCTTCCCTACTTCA-3' 59°C
IL-62 Reverse: 5-GCCATTGCACAACTCTTTTCTCA-3'

Forward: 5-AGGCCATCAGCAACAACATAAGTG-3' 60 °C

IFN-y 3 Reverse: 5'-GACAGCLTTGTGCTGGATCLGTG-3'

Forward: 5-TGGCGTGTTCATCCGTTCTCTACC-3
Reverse: 5-CCCGCAATCAGGCCACTACTT-3’

Forward: 5-CAGGAGTCCCATGTAAGA-3' 60°C
Brn3-a® Reverse: 5-ACAGGGAAACACTTCTGC-3'

TNF-a? 62°C

Bcl-25 Forward: 5'- CCTGAGAGCAACCGAACGCCC-3' 69 °C
Reverse: 5'- CCACAAAGGCATCCCAGCCTC-3'
Casp-3 6 Forward: 5-AATTCAAGGGACGGGTCATG-3 60 °C

Reverse: 5-TGACACAATACACGGGATCTG-3’
'Bai et al., 2012; “Roque et al., 2016; °lto et al., 2017; “Agudo-Barriuso et al., 2013;
*Chaudhary et al., 1999; °Hua et al., 2015

10. Analisis estadistico

Los resultados de las pruebas de DTH, expresion de Foxp3, Brn-3a, Bcl-2 y
Casp-3 (PBS vs. AgN) fueron comparados mediante una prueba t de Student para
muestras independientes. Los niveles séricos de las IgGs fueron comparados
mediante una prueba t de Student para muestras dependientes (grupos pre vs.
post-inmunizacién) y mediante una prueba t de Student para muestras
independientes (grupos PBS vs. AgN post-inmunizacion). La expresion de
citocinas fue comparada mediante un ANOVA de una via. Las comparaciones
multiples entre grupos fueron realizadas con la prueba post-hoc de Tukey. Todos
los analisis fueron realizados con el paquete estadistico SigmaStat®, y graficados

con el programa GraphPad Prism® version 5.01. El criterio para considerar
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significancia fue p<0.05. Los resultados de los analisis estadisticos se presentan

en las tablas 2-5.
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VIl. RESULTADOS

1. Induccién de tolerancia inmunoldgica y autoinmunidad

Se obtuvieron 800 ul de homogenado de AgN a una concentracion de 124
pg/ul.  Este homogenado fue empleado para todos los procedimientos
experimentales cuyos resultados se describen a continuacion.

La induccion de inmunotolerancia a AgN fue evaluada mediante la prueba DTH
y la expresion del mRNA del marcador de Tregs Foxp3 en bazo. Los resultados
muestran que la inoculacion de AgN atenia la inflamacion sistémica y especifica
de antigeno con respecto al grupo control en la prueba DTH (U1,17y=0.0, p<0.001.
Figura 8A), e incrementa la expresion del mRNA de Foxp3 (t(1,10=-4.955, p<0.001.
Figura 8B). En conjunto, estos resultados sugieren que la tolerancia a AgN fue
inducida eficientemente mediante DIACA.

Por su parte, la induccién de autoinmunidad protectora se evalu6 mediante la
prueba de DTH y la cuantificacion de los niveles séricos de las IgGs. Los
resultados muestran que la inmunizacion subcutdnea de AgN incrementa la
respuesta inflamatoria en oreja con respecto a la inyeccion de PBS por la misma
via (t1,8=-2.71, p<0.05. Figura 9A), pero no incrementa los niveles séricos con
respecto al grupo PBS (t(1,6=1.18, p>0.05. Figura 9B) ni con respecto a los niveles
previos a la inmunizacion (PBS t(1=0.87, p>0.05; AgN: W(16=8.00, p>0.05.
Figura 9B). Este efecto es especffico para los antigenos derivados de tejido
medular, debido a que la proteina BSA inoculada bajo el mismo procedimiento,
logra incrementar significativamente los niveles séricos de IgGs en otro grupo de
animales tanto en comparacion con el grupo control (t1,6=-16.73, p<0.001. Figura
9C) como con respecto a los niveles pre-inmunizacion (PBS: t1e= -16.76,
p<0.001; BSA: t(1,6=-12.25, p=0.001. Figura 9C).

Con el objetivo de garantizar el desarrollo de una respuesta autoinmunitaria
mas robusta, otro grupo de ratas fueron re-inmunizadas con AgN 45 dias después
de la primera inmunizacion y sus niveles seéricos cuantificados. Los resultados
muestran que la re-inmunizacién no incrementa los niveles séricos de IgGs con
respecto al control (t1,6=1.99, p>0.05; Figura 9D) ni con respecto a los niveles
basales (PBS: t(1,6=0.62, p>0.05; AgN: t1=0.96, p>0.05. Figura 9D). Finalmente,
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estos animales fueron sometidos a una lesién por compresion del nervio optico y
siete dias después de la lesion fueron sacrificados y se cuantificaron sus niveles
sericos de IgGs nuevamente. Los resultados muestran que la lesion incrementa
los niveles de IgGs en el suero de los animales inmunizados con AgN en
comparacion con el grupo control (t1,6= -3.86, p<0.01. Figura 9E) y con respecto
a los niveles basales previos a la inmunizacion (t16=- 8.63, p<0.01. Figura 9E).
Por el contrario, el grupo PBS no muestra diferencias entre los valores previos y
posteriores a la inmunizacion (t1,6=1.00, p>0.05. Figura 9E). En conjunto, los
resultados muestran que la inoculacion de AgN en flancos incrementa la
respuesta autoinmune celular y humoral Unicamente después de dos

inmunizaciones Y la lesion del nervio Optico.

mmm PBS (n=9) mmm PBS (n=6)
EEE AgN (n=10) N AgN (n=6)

>
vy

0.4 *kk
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Expresion relativa del
RNAm de Foxp3 / GAPDH
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Inoculacién en PBS AgN Inoculacién en PBS AgN
camara anterior camara anterior

Inmunizacién AgN AgN Inmunizacién AgN AgN

Reto AgN AgN Reto AgN AgN

Figura 8. Efecto de la inoculacion de antigenos neurales en la camara anterior. La
grafica A muestra la diferencia (A) de inflamacion en orejas medida a las 48 horas
después del reto en la prueba de hipersensibilidad retrasada. La grafica B muestra
la expresion relativa del mRNA de Foxp3 con respecto al gen constitutivo GAPDH
en el bazo a las 48 horas después del reto. Debajo de cada grafico se presentan
los tratamientos a los que fueron sometidos los animales. Las barras representan
los promedios + el EEM. Los resultados fueron analizados con la prueba estadistica
t de Student no pareada; *p<0.05.
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Figura 9. Efecto de la inoculacion subcutdnea de antigenos neurales en los
flancos. La grafica A muestra la diferencia (A) de inflamacion en orejas medida a las
48 horas después del reto en la prueba de hipersensibilidad retrasada. Las graficas
B-E muestran la cuantificacién de IgGs totales en suero previo y posterior a la
inmunizacién subcutanea. Debajo de cada grafico se presentan los tratamientos a
los que fueron sometidos los animales. Se grafican los promedios * el EEM. Las
comparaciones entre grupos fueron realizadas mediante la prueba t de Student no
pareada, y las comparaciones pre y post-inmunizacion mediante la prueba t de
Student pareada. * p<0.05.

2. Perfil inflamatorio en la retina alos 7 dias postlesion del nervio
optico

La expresion de las citocinas mas representativas de la tolerancia
inmunoldgica (IL-4, IL-6) y la autoinmunidad (INF-y y TNF-a) fue cuantificada a los
7 dpl en la retina en ambos modelos de inmunomodulacion y comparada con la
expresion presentada por un grupo de ratas lesionado y un grupo sham. Los
resultados muestran que la expresion de IL-4 e IL-6 es incrementada

considerablemente en el grupo tolerante a AgN con respecto al resto de los grupos
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(F (513=10.62, p<0.001 y F(,12=4.87, p< 0.01, respectivamente. Figuras 10A y
10B). Por su parte, una diferencia de expresion para INF-y es también observada
(F(5,15=3.83, p<0.05, Figura 10C), siendo los grupos inoculados en la CA con PBS
e inmunizados con PBS estadisticamente diferentes en la prueba post-hoc.
Finalmente, la expresiéon de TNF-a muestra diferencias significativas entre los
grupos (F(s,14=22.57, p<0.001. Figura 10D), siendo mayor en los grupos
inmunizados con PBS y AgN con respecto al resto de los grupos, sin diferencias

entre ellos (Figura 10D).
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Figura 10. Efecto de la induccion de tolerancia y autoinmunidad sobre la expresion
de citocinas en la retina al dia 7 post-lesion del nervio 6ptico. Las graficas A-D
muestran la expresion relativa del mRNA de las citocinas IL-4, IL-6, INF-y y TNF-a
con respecto al gen constitutivo GAPDH en la retina de ratas sometidas a lesion del
nervio Optico y en ratas control. Se utilizd el grupo lesion como referencia para la
cuantificacion de la expresion. Debajo de los graficos se presentan los tratamientos
a los que fueron sometidos los animales y el numero de animales por grupo. Los
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resultados son representativos de dos experimentos independientes. Se grafican
los promedios + el EEM. Las comparaciones fueron realizadas mediante la prueba
estadistica ANOVA de una via. * p<0.05, ***p <0.001 AgN tolerancia vs. todos los
grupos’ *# p<0.001 PBS autoinmunidad vs. lesién, sham, PBS y AgN tolerancia, 55&
p<0.001 AgN autoinmunidad vs. lesion, sham, PBS y AgN tolerancia.

3. Expresion de factores de supervivencia y muerte en la retina a los 7
dias post-lesion del nervio 6Optico

La expresion del factor de supervivencia especifico para neuronas
ganglionares, Brn-3a, fue evaluada en los mismos grupos en los que se evaluo la
expresion de citocinas. El analisis estadistico muestra que la expresion de Brn-3a
es significativamente mayor en el grupo sham con respecto al resto de los grupos
(F(5,14=7.86 p<0.001), los cuales no presentan diferencias entre si, ( resultados no
mostrados). Este andlisis también muestra que el grupo inoculado en la cadmara
anterior del ojo y lesionado presenta la expresibn mas baja de Brn-3a en
comparacion con el resto de los grupos (Resultados no mostrados). Estos
resultados, en conjunto con evidencia previa que muestra que la inoculacién en la
camara anterior del ojo causa una muerte neuronal mas severa que la inducida
solo por la lesién del nervio oOptico (Martinez-Alcantar et al., 2019), condujo a
realizar comparaciones por separado de los grupos tolerancia y autoinmunidad con
sus respectivos controles inoculados con PBS. Los resultados muestran que la
inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo incrementa la expresion de Brn-3a
en la retina al dia 7 post-lesion, en comparacion con el grupo inoculado con
vehiculo (t15=7.36, p<0.001. Figura 11A), mientras los grupos inmunizados no
presentan diferencias en la expresion de este factor de transcripcion (t (15=0.32,
p>0.05. Figura 11A). Con respecto al marcador anti-apoptotico Bcl-2, los analisis
muestran que la inmunotolerancia a AgN no incrementa su expresion (t(1,4=-1.13,
p>0.05. Figura 11B) mientras la autoinmunidad si lo hace (t(1,5=2.77, p<0.05; Figura
11B). Por su parte, la inmunotolerancia disminuye la expresion de Casp-3
(t1,4=35.51, p=0.001, Figura 11C) y la autoinmunidad la incrementa (t1,4= 2.99,
p<0.05 Figura 11C).
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Figura 11. Efecto de la induccion de tolerancia y autoinmunidad sobre la expresion
de factores supervivencia y muerte al dia 7 post-lesion del nervio Optico. Las
graficas A-C muestran la expresion relativa del mRNA de Brn-3a, Bcl-2 y Casp-3
con respecto al gen constitutivo GAPDH en la retina de ratas sometidas a lesion del
nervio optico. Debajo de los graficos se presentan los tratamientos a los que fueron
sometidos los animales y el numero de animales por grupo. Los resultados son
representativos de dos experimentos independientes. Las barras representan los
promedios + el EEM. Las comparaciones entre grupos fueron realizadas mediante
la prueba t de Student no pareada. * p<0.05, ***p <0.001.

4. Preservacion de la mielina en el sitio de lesion

La estructura tisular y la preservacion de la mielina fueron evaluadas en el
nervio optico tanto en el epicentro de la lesién como en una region contigua distal
a la copa optica. Los resultados muestran que en el epicentro de la lesion todos
los grupos presentan desarreglos en la estructura tisular. Sin embargo, el grupo

inoculado en la camara anterior con AgN presenta una estructura tisular mejor
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preservada que el resto de los grupos tanto en el epicentro de la lesion (Figura

12A) como en la regién contigua (Figura 12B).

A Mielina

Tolerancia

Tolerancia

Autoinmunidad g&S#

Figura 12. Efecto de la induccion de tolerancia y autoinmunidad sobre la
estructura tisular al dia 7 post-lesién del nervio Optico. El panel A presenta
microfotografias representativas del epicentro de la lesion en cortes de nervio
optico tefiidos con luxol fast blue. Los asteriscos muestran sitios libres de mielina y
pérdida de la continuidad de los axones. La flecha sefiala la preservacion de la
mielina y la continuidad axonal. ElI panel B presenta microfotografias
representativas de la region contigua a la lesién en cortes de nervio éptico tefiidos
con luxol fast blue. Barra de escala=50 um.

5. Expresion de factores de supervivencia y muerte en la retina a los 14
dias post-lesion del nervio Gptico

Debido a que los resultados previos sugieren que autoinmunidad no
preserva ni la supervivencia de las CGR ni la estructura tisular del nervio éptico, al
dia 14 postlesion Unicamente fue evaluada la expresion de los factores Brn-3a, Bcl-

2 y Casp-3. Los resultados muestran que la tolerancia a AgN incrementa la
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expresion de Bcl-2 con respecto al control (Brn-3a: t(1,4=-1.33,

3.40, p<0.05; Casp 3: t (1,4=-1.50, p>0.05. Figura 13).
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Figura 13. Efecto de la induccion de tolerancia sobre la expresion de factores de
supervivencia y muerte en la retina al dia 14 post-lesion del nervio Optico. A-C. Las
graficas muestran la expresion relativa del mRNA de Brn3a, Bcl-2 y Casp-3 con
respecto al gen constitutivo GAPDH en la retina de ratas sometidas a lesién del
nervio oOptico. Se grafican los promedios + el EEM. Las comparaciones entre
grupos fueron realizadas mediante la prueba t de Student no pareada.* p<0.05.
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VIIl. DISCUSION

No existe un tratamiento eficaz que evite la pérdida significativa de neuronas
después de una lesion traumética al SNC. Debido a que esta pérdida neuronal
esta relacionada con la activaciéon del sistema inmunolégico, dos estrategias
opuestas de inmunomodulacion han sido propuestas (tolerancia vs.
autoinmunidad). Paraddjicamente, ambas estrategias parecen evitar la muerte
secundaria al trauma disminuyendo la respuesta inflamatoria (tolerancia) o
incrementandola (autoinmunidad). Hasta el momento, ningln trabajo ha
comparado el efecto neuroprotector de ambas estrategias de modulacion usando
el mismo modelo de lesion ni el mismo coctel de antigenos. Con el objetivo de
identificar los mecanismos que subyacen a los efectos neuroprotectores
reportados, este trabajo compara dos estrategias previamente descritas usando
como modelo la lesion por compresion del nervio optico en ratas.

Los resultados obtenidos muestran que la inoculacién de AgN en la camara
anterior del ojo induce inmunotolerancia sistémica, medida mediante su capacidad
para atenuar la respuesta Thl en la prueba DTH y para incrementar la expresion
del marcador de Tregs en el bazo, como ha sido descrito en la literatura
previamente (Farooq et al., 2013; Martinez-Alcantar et al., 2019).

Por su parte, la inmunizacion subcutdnea con AgN a la concentracion y la
forma de administracion reportada en la literatura incrementa la respuesta
inflamatoria Thl en la prueba de DTH, pero no incrementa los niveles séricos de
lgGs ni 14 dias después de la inmunizacion con AgN ni 14 dias después de la re-
inmunizacién. El hecho que la inmunizacién con la proteina exdgena BSA logre
incrementar los niveles séricos de IgGs desde la primera inmunizacion sugiere que
existen mecanismos enddgenos estrictos capaces de regular la respuesta
autoinmune mediada por anticuerpos IgGs. Esta posibilidad es apoyada por
trabajos recientes que muestran que la tolerancia inmunolégica para auto-
antigenos es fuertemente mantenida, ademas de por diversos mecanismos
centrales y periféricos previamente descritos (p. €j., anergia clonal y edicion de
receptores) (Pelanda y Torres, 2012), por mecanismos novedosos como el

secuestro de auto-anticuerpos (Gunasekaran et al., 2018). Para el caso particular
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de los neuroantigenos, ha sido reportado que existen poblaciones de neuronas,
como las del ganglio de la raiz dorsal, capaces de secuestrar los auto-anticuerpos
en sus somas, evitando la respuesta autoinmune (Gunasekaran et al., 2018;
Imperato, 2019).

En conjunto, estos mecanismos mantienen la respuesta autoinmune en control
a menos que la barrera hematoneural se encuentre comprometida, que exista una
reactividad cruzada, que existan linfocitos T y B poliespecificos de memoria
reactivados por bacterias comensales (capaces de translocarse del intestino a la
circulacion. Bansal et al., 2009; Liu et al., 2004) o que existan patégenos capaces
de destruir el tejido neural y liberar DAMPs y neuroantigenos (Blander et al.,
2012). Un factor comin a estos eventos que desencadenan la respuesta
autoinmune mediada por anticuerpos es la activacion de receptores de patrones
moleculares (0 PPRs, por sus siglas en inglés). Estos receptores pueden ser
activados tanto por DAMPs como por patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPS, por sus siglas en inglés), lo que sugiere que se requiere mas
de una sefal molecular para activar la respuesta contra antigenos propios. Para
probar esta posibilidad, en este trabajo un grupo de ratas re-inmunizadas con AgN
fue sometido a la lesion del nervio éptico. Reportes previos muestran que la lesién
traumatica de la médula espinal libera DAMPs (Kiger y Popovich, 2009) y estimula
la respuesta humoral periférica favoreciendo la produccion de auto-antigenos
(Hanke y Kielian, 2011). Nuestros resultados muestran que la lesion del nervio
Optico es capaz de incrementar los niveles séricos de IgGs en ratas inmunizadas
en dos ocasiones con respecto a los niveles pre-lesién y con respecto al grupo
control, lo que apoya que la liberacion de moléculas asociadas al dafio tisular y la
liberacién de componentes neurales puede wulnerar los mecanismos de control y
desencadenar la respuesta humoral mediada por IgGs. De manera interesante, la
lesion del nervio Optico per se no logra incrementar los niveles de IgGs a los 7 dpl.
Ha sido reportado que la lesion por contusiéon de la médula espinal logra
incrementar los niveles séricos de IgG2 a partir del dia 14 post-lesion (Ankeny et
al., 2016), por lo que probablemente la lesion del nervio Optico incremente los

niveles séricos también en esta ventana de tiempo.
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Una vez establecidos los modelos de inmunomodulacion, su capacidad para
regular la respuesta inflamatoria y desencadenar eventos neuroprotectores en el
sitio del dafio fue evaluada mediante la cuantificacion de la expresion relativa de
los mMRNA de citocinas seleccionadas. Los resultados muestran perfiles de
citocinas congruentes con reportes previos. Esto es, incremento en la expresion
de la IL-4 y 6 en la retina en el modelo de tolerancia inducida mediante DIACA
(Martinez-Alcantar et al., en revision) e incremento en la expresion de INF-y y
TNF-a en el caso de autoinmunidad (Pollard et al., 2013; Moudgil y Choube,
2011).

La tolerancia a AgN incrementd intensamente la expresion de IL-4 y 6 en
comparacion con los niveles del grupo sham, el grupo lesion y los grupos de
autoinmunidad. Debido a que IL-6 es una citocina cuya funcion ha sido
relacionada tanto con una respuesta Thl (Fisher et al., 2001) como con Th2
(Sanchez et al, 2003; Erta et al.,, 2012), podria estar detrds de los efectos
neuroprotectores reportados por ambas estrategias inmunomoduladoras. Sin
embargo, los resultados de este proyecto sugieren que la IL-6 inducida por la
tolerancia en la retina tiene efectos anti-inflamatorios y potencialmente
neuroprotectores/reparativos después de una lesion del nervio Optico. Por su
parte, IL-4 es una citocina caracteristica de los linfocitos Th2 (Luckheeram et al.,
2012; Zhu, 2015). Ha sido reportado previamente que la DIACA incrementa la
expresion de Arg-1, un marcador de macréfagos activados alternativamente (M2)
capaces de regular la inflamacion mediante el cambio de fenotipo de Thl hacia
Th2 y disparar la produccion de factores neurotréficos (Martinez-Alcantar et al.,
2019). En conjunto, los resultados sugieren que los efectos de DIACA muy
probablemente sean debidos a la induccion de linfocitos Th2 y Tregs en la retina.

En el caso de las citocinas pro-inflamatorias INF-y y TNF-a, el escenario
inducido por ambas estrategias inmunomoduladoras es mas intrincado. Por una
parte, unicamente la inmunizacién con PBS es capaz de incrementar la expresion
de INF-y, mientras la inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo parece
disminuir su expresion. Por su parte, la expresion de TNF-a es incrementada en

ambos grupos de autoinmunidad en la retina en comparacién con el resto de las
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condiciones experimentales. Resultados previos de nuestro grupo de trabajo
muestran que la induccion de tolerancia mediante DIACA incrementa la expresion
de ambas citocinas en la retina después de la lesiobn del nervio 6ptico en
comparacion con el grupo control PBS (Martinez-Alcantar et al., 2019). Sin
embargo, la comparacién entre los distintos grupos presentados en el presente
proyecto permiten interpretar los resultados de una manera mas completa al
identificar que no existen diferencias entre la expresion de los grupos lesion y
sham con el grupo tolerante a AgN. Asi, mas bien resulta interesante identificar
qué es lo que disminuye la expresion de ambas citocinas en el grupo inoculado en
la camara anterior con PBS.

Con el objetivo de evaluar el potencial de la tolerancia y la autoinmunidad
para favorecer la supervivencia de las CGR en un modelo de lesién del nervio
optico, la expresion del RNAm de Brn-3a fue cuantificada en la retina de ratas a
los 7 dpl. Siguiendo con el disefio experimental propuesto, la expresion de Brn-3a
fue cuantificada en los seis grupos experimentales. Los resultados muestran que
las ratas del grupo sham presentan una expresidn incrementada de este
marcador, que coincide con la supervivencia de las CGR. Sin embargo, la
comparacion de los grupos de tolerancia y autoinmunidad no muestran diferencias
en la expresion de Brn-3a en la retina. Reportes previos de nuestro grupo de
trabajo muestran que la induccion de tolerancia a AgN preserva el nimero de
CGR Brn-3a+ en la retina a los 7 y 14 dpl en comparaciéon con el grupo inoculado
con PBS, pero no en comparacién con el grupo sometido solo a lesién del nervio
optico (Martinez-Alcantar et al., 2019). Estos resultados, en conjunto con
experimentos que muestran que la inoculacién per se no altera el nimero de CGR
Brn-3a+ (Benozzi et al., 2002; Urcola et al., 2006), sugieren que la inoculacion y la
lesion producen un detrimento potenciado sobre la supervivencia de las CGR. Por
ello, la comparacion entre los seis grupos fue descartada, y se tomé la decision de
comparar cada estrategia inmunomoduladora con su respectivo control PBS.

Los resultados muestran que el mRNA de Brn-3a incrementa en los
animales inmunotolerantes a AgN con respecto al control PBS. Por su parte, la

induccion de autoinmunidad a AgN no produce cambios en la expresion de Brn-3a
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en comparacion con el grupo control. El hecho de que la expresion de Brn-3a no
se incremente en los animales autoinmunes a AgN sugiere que este tratamiento
no tiene un efecto neuroprotector. Este resultado es apoyado por los andlisis
histologicos realizados en el nervio Optico al dia 7 post-lesion, los cuales muestran
que las ratas inoculadas en la camara anterior con AgN presentan una mayor
preservacion de la estructura tisular y la mielina en el epicentro de la lesion en
comparacién con el resto de los grupos. De hecho, las microfotografias del nervio
Optico muestran espacios libres de mielina y axones en las ratas inoculadas en la
camara anterior con PBS, asi como aquéllas inmunizadas con PBS y AgN (figura
12). Los datos obtenidos apoyan parcialmente los resultados de un reporte previo
que muestra que la inmunizacion con homogenado completo de médula espinal no
preserva la supervivencia de las CGR después de una lesion por compresion del
nervio optico pero si incrementa la regeneracion axonal (Ellezam et al., 2003). Una
de las principales diferencias entre los dos estudios es el homogenado empleado.
Mientras en este trabajo empleamos homogenado enriquecido en proteinas
citosdlicas, en el reporte previo usaron homogenado total de médula espinal, el
cual no induce un efecto neuroprotector tampoco en nuestro modelo de
inmunomodulacion (Martinez-Alcantar et al., 2019).

Brn-3a es un factor de transcripcion vital para la supervivencia de las CGR
(Badea et al., 2009), cuya expresion esta en estrecha correlacién con la presencia
de la proteina e inversamente correlacionado con la presencia de marcadores
apoptéticos (Martinez-Alcantar et al., 2019; Nadal-Nicolas et al., 2009; Sanchez-
Migallén et al., 2016). En el caso del factor de supervivencia Bcl-2 los resultados
muestran que el grupo de tolerancia inmunolégica a AgN no presenta cambios en
la expresion de este gen con respecto a su grupo control, mientras que el grupo
con autoinmunidad protectora a AgN si muestra un incremento con respecto a su
grupo control. Adicionalmente, para el marcador pro-apoptético Casp-3, los
resultados muestran diferencias significativas para ambas estrategias
inmunomoduladoras. En el caso de la inmunotolerancia se observa una
disminucion, mientras que en la autoinmunidad es posible observar un incremento.

Tomados en conjunto, los resultados sugieren que mientras la tolerancia
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inmunoldgica promueve la supervivencia de las CGR, la autoinmunidad promueve
la muerte apoptotica extrinseca (independiente de citocromo C).

Debido a que los resultados del presente trabajo no muestran un efecto
neuroprotector de la autoinmunidad (medido indirectamente mediante la expresion
de Brn-3a y mediante la estructura tisular del nervio optico a los 7 dpl), se decidié
evaluar Unicamente el efecto neuroprotector de la tolerancia inmunoldgica a los 14
dpl a través de los mismos marcadores moleculares (Brn-3a, Bcl-2 y Casp-3). Los
resultados muestran que la tolerancia a los 14 dpl Unicamente incrementa la
expresion de Bcl-2, lo que sugiere que esta estrategia logra retardar la muerte
celular al dia 7 post-lesion pero no mantiene la supervivencia de las CGRs en el
tiempo. Probablemente el hecho de que Bcl-2 se encuentre incrementado a los 14
dpl es suficiente para evitar un incremento en la muerte celular por apoptosis
(medida indirectamente mediante la expresion de Casp-3) pero no para preservar
la supervivencia de las CGRs.

Deberan ser realizados mas estudios para esclarecer y completar el
mecanismo molecular mediante el cual DIACA promueve la supervivencia de las
células ganglionares de la retina después de una lesion del nervio Optico.
Particularmente, sera necesario evaluar la presencia de Casp-3 activada en la
retina para verificar su contribucién en el mecanismo de accion de cada estrategia

inmunomoduladora después de la lesion del nervio éptico.

44



IX CONCLUSION

Los resultados sugieren que la tolerancia inmunologica a AgN es una
estrategia que promueve la supervivencia de las CGRs, favorece la estructura
tisular y la disminucion de la pérdida de la mielina en el nervio éptico, en
comparacién con la autoinmunidad a AgN. En conjunto, dichas evidencias
sugieren que la tolerancia inmunolégica a AgN tiene un efecto neuroprotector y la

autoinmunidad a AgN no (Figura 14).
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Figura 14. Figura 14. Representacion esquematica de los mecanismos de accién
de las dos estrategias inmunomoduladoras (autoinmunidad protectora y tolerancia
inmunoldgica) y su efecto protector 7 dias después de una lesion del nervio optico.
Se muestra el microambiente, el tipo celular y las biomoléculas presentes en cada
uno de los procesos de acuerdo con los resultados obtenidos en el presente
trabajo.
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ANEXO

Resumen de los procedimientos y andlisis estadisticos.

Tabla 2. Induccién de tolerancia inmunoldgica y autoinmunidad protectora.

Inoculacién en camara anterior del ojo, prueba de| L _
hipersensibilidad de tipo retardada FES AL o thdent - B | Wm0k D= WELE BR
Inoculacion en cdmara anterior del ojo, t de Student _ _
cuantificacién del RNAm en bazo IFE A Fape D flo 2= -4.95, p = 0.001 e
Inoculacién en flancos, prueba de
hipersensibilidad de fipo refardada PBSy AgN t de Student L 5 firg=-271,p<005 9A
t de Student no
Inoculacién flancos, cuantificacion de IgGs en Py A pareada TR S (PR t“-‘”:(_]'w’ D=l
suero 14 dias pos inaculacion (previo y posterior 4 Post PBS vs Post AgN 4 5=1.18, p > 0.05 9B
al procedimiento) *tde Student - [‘Pre PBS vs Post PBS 1 =-1.50, p > 0.05
pareada [‘Pre AgN vs Post AgNt W ; g/= 8.00, p > 0.05
RSy BSA tde Studentno Pre PBS vs Post BSA ¢=16.76, p = 0.001
Inoculacién flancos, cuantificacion de lgGs en D Y AT pasaca 4 Post PBS vs Post AgN 1 5=-16.73, p = 0.001 9c
suero 14 dias pos inoculacién p P i - ['Pre PBS vs Post PBS 1= 0.35, p > 0.05
al procedimiento) t de Student "Pre AgN vs Post AgN t; 5,=-12.25, p = 0.001
pareada e :
PBSy AgN es s"""f’“‘ oo Pre PBS vs Post Ag t,=0.62, p > 0.05
Inoculacion flancos, cuantificacion de IgGs en | (previo y posterior pareaca 5 Post PBS vs Post AgN (4 5=1.99, p > 0.05 9D
suero después de la reinmunizacion al procedimiento) * t de Student - [‘Pre PBS vs Post PBS 1 6=-1.55, p > 0.05
L rea':’:"' "Pre AgN vs PostAgN t; 5= 0.96, p > 0.05
PBSy AgN t de Student no Pre PBS vs Post AgN t; =-1.84, p > 0.05
Inoculacién flancos, cuantificacion de IgGs (previo y posterior pareada a PF?r?; Egg“:: Eﬁ ';gg:;:;_:’gg g:gg; 9E
después de la lesién del nervio dptico al procedimiento) “ t de Student - "Pre AgN vs PostAgN t, ‘;5):8-6& p <001
pareada

Tabla 3. Evaluacion del perfil inflamatorio 7 dias después de la lesion del nervio
optico.

IL-4 3 Fs.12=10.62p < 0.001 10A
Tolerancia inmunildgica o Tolerancia (PBS, AgN) IL6 g F(s.12=4.87, p < 0.01 10B
autoinmunidad protectora, lesién | Autoinmunidad (PBS, AgN) N
del nervio épticoy cuantificacion Lesién HIBTAGE M INF-Y 3 Fisi5= 383, p <005 10¢C
del RNAm en retina 7dpl Sham
TNF-a 3 Fs.14= 22.57, p < 0.001 10D
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Tabla 4. Evaluacion del efecto neuroprotector 7 dias después de la lesion del
nervio optico.

Tolerancia inmunildgica o .
auloinmunidad protectora, [, el (LG F(5,14)-7.86 p = 0.001 o
lesion del nervio optico y 2 ’ ANOVA de una via Brn-3a 34 .
y - Lesion
cuantificacién del RNAm en
- Sham
retina 7dpl
- Bl 34 t.£=7.36, p < 0.001 1A
Inmunotolerancia, lesion del
. 3 o t de Student no Bcl-2 _
nervio éptico y cuantificacién n 3 ft1.49=-1.13, p> 0.05 1B
del RNAm en refina 7dpl P [PEE o
g P 3 4= 3551, p < 0.001 e
.. sl 34 f5=0.32, p>0.05 1A
Autoinmunidad, lesion del t de Student no Bol2
nervio optico y cuantificacidn pareada 34 lti1.5=2.77, p < 0.05 1B
del RNAm en retina 7dpl
4l ELis 3 t4= 299, p <005 1c

Tabla 5. Evaluacién del efecto neuroprotector 14 dias después de la lesién del
nervio optico

Brn-3a 34 15=-1.33, p> 0.05 13A

Inmunatolerancia, lesion del nervio) FED Bcl-2 4 (16=-3.40, p < 0.05 13B
optico y cuantificacion del RNAm t de Student

en refina 14dpl AgN Casp-3 3 1,4=-150, p>005 13C
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