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1 Resumen

Recientemente nuestro grupo de trabajo ha mostrado que la induccion de
desviacion inmunitaria asociada a la camara anterior del ojo (ACAID) a antigenos
neurales (AgN) previo a una lesion en el nervio 6ptico favorece la supervivencia de
las células ganglionares de la retina (CGR). Este efecto es mediado, al menos en
parte, por el incremento en las citocinas anti-inflamatorias en la retina en etapas
tempranas después de la lesion. Con el fin de explicar el mecanismo mediante el
cual la induccién de ACAID a AgN modula la respuesta inflamatoria y favorece la
supervivencia de las CGR, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la ex-
presion del factor de transcripcion con dominio “forkhead” (Foxp3) en bazo y ner-
vio Optico de ratas con lesidon por compresion. Los resultados obtenidos muestran
que: 1) la lesién incrementa la expresion de Foxp3 en el bazo y en el nervio 6ptico
de ratas a los 7 y 14 dias postlesién en comparacion con animales naive (F(2,9)=
21.02, p<0.001 y F(2,9=51.57, p<0.01, respectivamente). La inducciéon de ACAID a
AgN incrementa la expresion de Foxp3 en bazo en respuesta al reto con AgN en
comparacion con el grupo inoculado en camara anterior con vehiculo (t7)=3.443,
p<0.01). Por otra parte, la induccion de ACAID a AgN no incrementa la expresion
de Foxp3 en el bazo a los 7 dias postlesidon en comparacion con el grupo vehiculo,
ni en el nervio Optico a los 2 dias postlesion. Sin embargo, la induccion de ACAID
a AgN regula a la alta la expresion de las citocinas anti-inflamatorias IL-6 (t)=4.48,
p<0.001), IL-10 (W)=8.5, p<0.05) y TGF-B (t6)=2.72, p<0.05), y disminuye la ex-
presion de IL-1B (t6)=4.87, p<0.01) y TNF-a (t6=3.47 p<0.01) a los 2 dias postle-
sion en el sitio del dafo. En conjunto, los resultados sugieren que el efecto neuro-
protector y la atenuacion de la respuesta inflamatoria inducida por la inoculacién
de AgN previo a una lesion en el nervio éptico no estda mediado por cambios en la
expresion de Foxp3 en el sitio del dafio ni en el bazo. No obstante, los resultados
confirman y extienden los hallazgos de trabajos previos realizados en la retina de
ratas inmunotolerantes a AgN, al documentar el incremento en la expresién de
citocinas anti-inflamatorias y el decremento de las citocinas pro-inflamatorias en el

nervio optico de ratas inoculadas con AgN previo a la lesién por compresion.
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2. Abstract

The present work evaluated the expression of the transcription factor with
forkhead domain (Foxp3). Recently, we have demonstrated that the induction of
anterior chamber associated immune deviation (ACAID) to neural antigens (AgN)
prior to optic nerve crush injury favors retinal ganglion cell (CGR) survival. This
effect is mediated, at least in part, by increased anti-inflammatory cytokines in the
retina at early stages after the injury. To explain the mechanism by which the in-
duction of ACAID to AgN modulates the inflammatory response and favors CGR
survival, the present work evaluated the expression the forkhead box transcription
factor (Foxp3) in the spleen and optic nerve of rats with crush lesion. The obtained
results show that: 1) the lesion increases Foxp3 expression in the spleen and optic
nerve of rats at 7 and 14 days post-lesion compared to naive rats (F(2,9=21.02,
p<0.001 and F(29=51.57, p<0.01, respectively). The induction of ACAID to AgN
also increases Foxp3 expression in the spleen in response to AgN challenge com-
pared to the group inoculated with vehicle (t7=3.44, p<0.01). On the other hand,
immune tolerance to AgN does not increase Foxp3 expression in the spleen at 7
days post-lesion in comparison with the vehicle group, nor in the optic nerve at 2
days post-lesion. However, immune tolerance to AgN up-regulates the expression
of anti-inflammatory cytokines IL-6 (ts)=4.48, p<0.001), IL-10 (W)=8.5, p<0.05)
and TGF-B (tg)=2.72, p<0.05) and decreases the expression of IL-1B (te)= 4.87,
p<0.01) and TNF-a (te)=3.47, p<0.01) at 2 days post-injury in the damaged site.
The results suggest that the neuroprotective effect and the attenuation of the in-
flammatory response induced by AgN inoculation prior to optic nerve injury is not
mediated by changes in Foxp3 expression at the site of damage or in the spleen.
Nevertheless, the results confirm and extend the findings of previous studies done
in rats immunotolerant to AgN by documenting the increase in the expression of
anti-inflammatory cytokines and the decrease of pro-inflammatory cytokines in the

optic nerve of rats inoculated with AgN prior to crush injury.



2 Introduccién

Un gran numero de enfermedades degenerativas (p. €j. esclerosis multiple y artri-
tis reumatoide) y lesiones traumaticas cursan con inflamacion cronica, debido en
parte al rompimiento de la tolerancia sistémica para uno o varios auto-antigenos
(Wekerle y Sun 2010, Schwartz y Baruch 2014, Jones 2014). Una forma eficiente
de restaurar la tolerancia inmunolégica para auto-antigenos y disminuir los proce-
sos inflamatorios cronicos asociados al reconocimiento antigénico es a traves de
la induccién de linfocitos T reguladores (Tregs) especificos de antigeno mediante
un proceso conocido como desviacidén inmunitaria asociada a la camara anterior
del ojo (ACAID, por sus siglas en inglés). Varios trabajos apoyan esta propuesta al
documentar que la induccion de ACAID es una estrategia eficiente para evitar o
aliviar los sintomas de enfermedades tipo neurodegenerativas en modelos expe-
rimentales (p. ej., encefalitis experimental autoinmune: Bhowmick et al., 2011, Fa-
rooq et al., 2014 y uveitis experimental autoinmune: Hsu et al., 2014). Reciente-
mente nuestro grupo de trabajo ha documentado que la induccion de ACAID para
un coctel de antigenos neurales (AgN) previa a una lesién traumatica, favorece la
proteccion tisular (i.e., mantiene la supervivencia de las células ganglionares de la
retina, CGRs) debido en parte al incremento en la expresion de mediadores anti-
inflamatorios en la retina en etapas tempranas después de la lesion (Martinez-
Alcantar et al., en revision). Debido a que en estas etapas no fue posible docu-
mentar la participacion de Tregs que expliquen el incremento en la expresion de
citocinas anti-inflamatorias en la retina, el presente proyecto tuvo como objetivo
evaluar el efecto de la inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo sobre la
expresion del factor de transcripcion con dominio “forkhead” (Foxp3) y algunas
citocinas en el bazo (6rgano linfoide clave en la induccion de Tregs) y en el nervio
optico (sitio del trauma) en ratas con lesion por compresion. Los resultados obte-
nidos en el presente proyecto contribuiran a elucidar el mecanismo mediante el
cual la inoculacién de AgN regula la inflamacion y protege al tejido nervioso des-

pués de una lesion traumatica.



3 Antecedentes

La inflamacién subyace a una amplia variedad de procesos fisioldgicos y patoldgi-
cos extremadamente complejos e igualmente fascinantes, que ademas tienen un
papel fundamental en la fisiologia de los mamiferos (Kumar y Robbins 2003). Mu-
chos de los componentes de la inflamacion se han encontrado en todos los verte-
brados, y algunas formas de respuesta de adaptacién a condiciones adversas (in-
cluyendo infeccion y lesidon) se producen en todos los animales. Sin embargo, de-
bido a que la inflamacion exacerbada podria comprometer la funcion de los tejidos
de los vertebrados, existen mecanismos capaces de proporcionar una proteccion
especializada para controlar la respuesta inmunoldgica (Medzhitov 2008). Uno de
estos tejidos es el 0jo, el cual ha desarrollado a lo largo de la evolucidén un privile-

gio que lo protege de los efectos de una inflamacidén exacerbada.

3.1 Inmunoprivilegio ocular

Todos los érganos vy tejidos de un organismo pueden verse amenazados
por patégenos o dafio tisular. Para la piel, mucosas y érganos internos como el
corazon, rindn y musculo, esta amenaza a la homeostasis es directa, diversa y
constante (Streilen 2003), por lo que la inflamacién es similar y resuelta eficiente-
mente. Sin embargo, algunos 6rganos del cuerpo como el ojo, los testiculos vy el
utero gravido, presentan caracteristicas anatdomicas, bioquimicas y fisioldégicas
diferentes (Niederkorn 2006). Esta condicidn, conocida genéricamente como in-
munoprivilegio, es una adaptacion evolutiva que protege a estos 6rganos de las
consecuencias deletéreas que podria ocasionar la respuesta inflamatoria exacer-
bada y por tanto comprometer su funcion (Streilen 2003). En el caso particular del
0jo, una de las caracteristicas anatomicas que le confieren este inmunoprivilegio
es que carece de vasos linfaticos que drenen directamente la cornea y la esclero-
tica (Niederkon 2002). Adicionalmente, el ojo reside detras de barreras particular-
mente fuertes de tejido formadas por uniones estrechas de células endoteliales y
otras especializaciones estructurales, como el tejido pigmentario retiniano (Van

Hove 2016). Estas barreras reducen la probabilidad de que los patégenos transmi-



tidos por la sangre puedan tener acceso al 0ojo pero no son absolutas, y algunos
patdgenos pueden vencerlas y causar infecciones (Prager et al., 2017). Este he-
cho indica que el 0jo, al igual que cualquier otro 6rgano del cuerpo, es incapaz de
llevar a cabo su funcién sin ser defendido por la inmunidad innata y adaptativa.

El inmunoprivilegio ocular es mantenido ademas por factores solubles presentes
en el humor acuoso de la camara anterior (D’ Orazio et al., 1999, Streilen 2003). El
humor acuoso contiene proteinas anti-inflamatorias solubles y factores inmunosu-
presores capaces de inhibir la hipersensibilidad de tipo retardado (DTH), la cual es
una forma de inflamacion mediada por el sistema inmunolégico que puede infligir
extensos dafos colaterales a tejido y células sanas (Taylor 2007). Aunque se han
reportado al menos cuatro factores capaces de inhibirla DTH en el ojo: TGF-3, a -
MSH (a-melanocyte stimulating hormone), péptido vasoactivo intestinal y calcitoni-
na (Niederkorn 2009), TGF-B2 se identific6 como el principal factor que confiere
actividad inductora de tolerancia (Takekuchi et al., 1998). Las células corneales
también producen una enzima intracelular, la dioxigenasa de indolamina que cata-
boliza triptéfano - un aminoacido vital para la supervivencia de los linfocitos T (Ryu
2007). El humor acuoso también contiene factores solubles que suprimen el sis-
tema inmunoldgico innato, como el factor de 10 kDa que induce apoptosis de célu-
las NK, macrofagos y neutréfilos (D' Orazio et al., 1999). Otro componente de la
respuesta inmunoldgica innata, es la activacion de la cascada del complemento
que induce potentes quimio-atrayentes que reclutan y activan granulocitos. A su
vez, los granulocitos producen una variedad de proteasas y especies reactivas de
oxigeno que pueden causar lesiones extensas al tejido. ElI humor acuoso es el
encargado de inactivar la cascada del complemento y proteger el ojo de esta for-
ma de inflamacién mediante proteinas reguladoras del complemento como CD46,
CD55y CD59 (Goslings et al., 1997, Sohn et al., 2003).

Ademas de los factores inmunomoduladores solubles, las células parenquimato-
sas oculares de la cérnea y el epitelio pigmentario retiniano expresan el receptor
de muerte CD95 que induce apoptosis de las células inflamatorias por medio del

ligando Fas (Ferguson y Griffith 2006). Adicionalmente, multiples células en el ra-



ton y el ojo humano expresan el ligando de muerte programado 1, otro promotor
de la apoptosis de linfocitos T efectores (Yang et al., 2009).

De la informacion anterior se hace patente que para que sea apropiada, la res-
puesta inmunoldgica debe neutralizar y eliminar eficazmente a los patégenos, re-
duciendo al minimo la lesion de tejido sano (Medzhitov 2008). Esto se vuelve mas
critico en los 6rganos inmunoprivilegiados como el ojo y el cerebro, donde el dafio
por una respuesta inflamatoria no controlada puede ser potencialmente alto (Tata-
giba 1997).

El eje visual del ojo (el cual involucra la retina, el nervio optico, el talamo, los coli-
culos superiores y la corteza visual) es extremadamente delicado y susceptible al
dafo y a las distorsiones provocadas por la inflamacién. Ademas, todas las estruc-
turas involucradas en el eje visual son incapaces de regenerar, por lo que el dafio
producido por la inflamacion podria llevar a la pérdida de células vitales oculares e
inevitablemente causar ceguera (Keirstead et al., 1985). Asi, el inmunoprivilegio
del ojo proporciona proteccion contra antigenos que ponen en riesgo la integridad
de la visidon, al seleccionar una gama limitada de los mecanismos inmuno-

efectores y presentar una respuesta inflamatoria atenuada (Streilen 2003).

3.2. Desviacion inmunitaria asociada a la camara anterior del ojo (ACAID)

La ACAID se ha definido como una forma de tolerancia inmunoldgica en la
cual la respuesta inmunoldgica es desviada hacia una forma tolerogénica para
proteger el ojo del dafio exacerbado de la respuesta inflamatoria (Niederkorn y
Streilein, 2010). Este fendmeno se ha atribuido al efecto de TGF- sobre las célu-
las presentadoras de antigenos (APC) presentes en la camara anterior. La presen-
tacion de antigenos en el bazo via ACAID tiene como resultado el incremento de
Tregs especificos de antigeno (Farooq y Ashour 2013). ACAID comienza cuando
un antigeno es inyectado en la camara anterior del ojo. Este evento induce de ma-
nera sistémica y especifica, la disminucién de la respuesta DTH especifica para el
antigeno inyectado, lo que se ha asociado con la disminucion de IFN-y y el aumen-
to de la producciéon de IL-4 por linfocitos T de los ganglios linfaticos drenantes

(Kosiewics y Streilen 1998). En ACAID, la evidencia circunstancial ha sugerido que



la principal sefial inmuno-moduladora depende de las APC F480+ que residen en
el ojo (Wilbanks y Streilen 1991, Li et al., 2005). Después de la exposicion al anti-
geno, estas APC entran en la circulacién y migran al bazo donde inducen Tregs
CD4+ y CD8+ que tienen la capacidad de regular negativamente una respuesta
periférica de DTH (Cone et al., 2010). La figura 1 muestra una representacion es-
guematica del mecanismo de induccion de la ACAID.

Las Tregs inducidas en este sistema pueden regular a la baja la respuesta de DTH
en ratones pre-sensiblizados, asi como prevenir la respuesta de DTH en ratones
naive (Kosiewicz 2004).

La induccion de la ACAID sigue tres procesos en diferentes érganos:

Fase ocular

Como se menciona anteriormente, los antigenos introducidos en la cama-
ra anterior inician la induccién de ACAID cuando son capturados por las APC
F4/80+, bajo la influencia de las citocinas en el humor acuoso. Las APC oculares
regulan a la baja la IL-12 y sobre regulan IL-10. Después de capturar el antigeno,
las APC oculares también comienzan a reclutar macréfagos, a través de la protei-
na inflamatoria de macrofagos (MIP-2), y dentro de las 72 horas siguientes entran
en el torrente sanguineo y migran al timo y el bazo por medio de la malla trabecu-
lar (Niederkorn 2009).

Fase timica

La induccion de ACAID requiere un timo intacto, que es una fuente impor-
tante de NKT, células necesarias para la fase esplénica de ACAID (Wang et al.,
2001). Dentro de las 72 horas siguientes a la salida de la camara anterior, las APC
inducen la generacion de una poblacion unica de células CD4-CD8-NK1.1+. Las
células NKT derivadas del timo dependen del receptor CD-1d y s6lo se generan si
las APC oculares expresan CD-1d en su superficie (Wang et al., 1997). Las célu-
las NKT timicas migran desde el timo hasta el bazo dentro de los 4 dias posterio-

res a la inyeccion del antigeno en la camara anterior (Sonoda et al., 2001).
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Figura 1. Desviacion inmunitaria asociada a la camara anterior del ojo (ACAID). Se ilustran los
organos inwolucrados en la induccion de ACAID: ojo, timo y bazo, asi como los eventos e interac-
ciones celulares propuestos para la induccion de inmunotolerancia. 1) Los antigenos inoculados en
la camara anterior son reconocidos por las células presentadoras de antigenos (APC) que respon-
den al factor de crecimiento transformante (TGF-) y a otros factores solubles. 2) Migracion de las
APC a la circulacion periférica a través de la malla trabecular. 3) Ingreso de las APC a la zona
marginal del bazo donde interactian con los linfocitos T natural killer (NKT), los cuales inducen la
liberacién de TGF-B3, de la proteina inflamatoria de macréfagos (MIP)-2 e interleucina (IL)-10, cuya
funcion es inducir la diferenciacion de los linfocitos T reguladores especificos de antigeno CD4+
aferentes y CD8+ eferentes (Modificado de Hori, 2008).



Fase esplénica

Las APC portadoras de antigeno derivadas del ojo secretan las proteinas
MIP-2 o CXCL2 en la zona marginal del bazo, las cuales a su vez reclutan a célu-
las NKT; juntas, las APC y las NKT crean clusters multicelulares y un microam-
biente rico en citocinas anti-inflamatorias como TGF-# e IL-10 (Sonoda et al.,
2001). En estos clusters también interactuan las células B de la zona marginal
(D'Orazio y Niederkorn 2001) y las células T yd esplénicas que son esenciales pa-
ra la induccion de ACAID (Ashour y Niederkorn 2006). Eventualmente, de estos
clusters emergen los Tregs CD4+CD25+FoxP3+ aferentes (los cuales suprimen la
activacion inicial y diferenciacion de linfocitos T naive en Th1 efectores) y CD8+
eferentes encargados de inhibir la expresion de la inmunidad mediada por Th1.
Mientras los Tregs aferentes actuan en los organos linfoides secundarios, los
Tregs eferentes actuan en la periferia, incluyendo el ojo (Streilen 2003). Ademas,
los Tregs eferentes tienen un papel indispensable en el mantenimiento de la inmu-
notolerancia a antigenos propios y en la supresion de respuestas inmunolégicas
perjudiciales para el huésped (Ashour y Niederkorn 2006, Biros 2008, Roncarolo y
Battaglia 2007, Streilein 2003).

Es importante mencionar el papel del sistema nervioso simpatico en la in-
duccién de ACAID. Aunque en si mismo este sistema no parece ser indispensable
para la generacién de APC oculares, el ojo, el bazo y el timo tienen inervaciones
simpaticas densas y la simpatectomia quimica impide la generacién de las células
CD4 + NKT. Este hecho sugiere que se requiere un sistema nervioso simpatico
funcional para inducir ACAID (Niederkorn 2009).

3.3 ACAID y la modulacion de la inflamacién

Los macréfagos son células de la respuesta inmunolégica innata que se
originan en la medula ésea. Una de sus principales funciones es la presentacion
de antigenos a los linfocitos T CD4+ y CD8+ para iniciar la respuesta inmunolégica
adaptativa especifica de antigeno (Lavin y Merat 2013). Estas células ademas tie-
nen un papel importante durante la respuesta inflamatoria en el proceso de repa-

racion de tejidos dafiados y regulan una gran variedad de procesos fisioldégicos



para mantener la homeostasis, como: remocion de células muertas, fagocitosis de
patdgenos y activacion de la matriz extracelular para apoyar la re-vascularizacion
y re-epitelizacion tisular (Hesketh et al., 2017). Estas APC desarrollan un fenotipo
M1 presente en las fases tempranas del dafno en respuesta a estimulos como IFN-
v Yy el polisacarido de la pared bacteriana, induciendo la produccidén de citocinas
(p.ej., TNF-q, IL-1B e IL-6) y favoreciendo la fase aguda de la inflamacién (Cour-
sey et al., 2012, Martinez 2008). Por otra parte, los macréfagos M2 tienen un perfil
anti-inflamatorio, regulan algunos mecanismos de reparacion y son inducidos por
interleucinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-10 (Jetten et al., 2014). Estas ulti-
mas interleucinas inducen la expresién de Arginasa 1, marcador caracteristico de
macréfagos M2 (Yu et al., 2012).

Las APC tolerogénicas provenientes de la inducciéon de ACAID se clasifi-

can dentro del fenotipo M2, ya que expresan arginasa 1 (Yu et al., 2012) y se han
propuesto como un tratamiento terapéutico potencial en condiciones autoinmunes
mediadas por linfocitos T auto-reactivos (Kosiewicz 2014).
Se ha sugerido que los Tregs CD4+ aferentes y CD8+ eferentes difieren en térmi-
nos de desarrollo, especificidad y mecanismos efectores. Hasta el momento, se
han descrito Tregs CD4+ de origen natural, los cuales se generan durante las eta-
pas tempranas del desarrollo fetal en el timo; y los inducidos en la periferia, los
cuales se desarrollan a partir de linfocitos T maduros en los tejidos periféricos. Es-
tos ultimos se inducen bajo ciertas condiciones de estimulacion especffica de anti-
geno, tales como concentraciones sub-6ptimas y/o co-estimulacion del antigeno.
Este subconjunto de Tregs ejerce su funcion supresora a través de la secrecién de
IL-10 y TGF-B (Beissert y Schwartz 2007, Bluestone y Abbas 2003). Por su parte,
los Tregs CD8+ juegan un papel predominante en la restauracion de la homeosta-
sis de sitios inmunoprivilegiados (Niederkorn 2008). A diferencia de los Tregs
CD4+, los CD8+ no se producen naturalmente, pero pueden ser inducidos por el
procesamiento e interaccion de antigenos con las APC F4/80+. Esta interaccién
ocurre al inocular antigenos en la camara anterior del ojo mediante ACAID (Biros
2008; Niederkorn 2008; Bhowmick et al., 2011; Peterson 2012).
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3.4 Autoinmunidad contra antigenos neurales

Un gran espectro de enfermedades degenerativas esta asociado con infla-
macion cronica. Tal es el caso de patologias neurodegenerativas como la esclero-
sis lateral amiotréfica y las enfermedades de Parkinson y Alzheimer, asi como las
secuelas de lesiones traumaticas al cerebro, médula espinal o nervio Optico
(Bhowmick et al., 2011; Farooq et al., 2014). En principio, la inflamacién es un me-
canismo homeostatico que se dispara para: 1) eliminar los patégenos invasores o
restos celulares provenientes de muerte celular y 2) promover la reparacion tisular
y la angiogénesis. Sin embargo, una inflamacion cronica no resuelta, puede evitar
la reparacion del tejido y extender la lesion hacia zonas aledanas sanas. La infla-
macion cronica puede ser el resultado de inadecuados mecanismos de regulacion
y de la persistencia de proteinas antigénicas derivadas del tejido lesionado. En
conjunto, estos mecanismos conducen al establecimiento de una respuesta auto-
inmune contra los propios constituyentes celulares que ahora son reconocidos
como antigenos. Esta respuesta de autoinmunidad es basicamente mediada por
células del sistema inmunolégico adaptativo (Bhowmick et al., 2011; Harrison y
Hafler, 2000).

Los linfocitos T representan la rama celular del sistema inmunoldgico adap-
tativo. Si una célula T reconoce y responde a un auto-antigeno se dice que es au-
to-reactiva (Yoles et al., 2001). Aun cuando la mayoria de los linfocitos T auto-
reactivos son eliminados en el timo durante el desarrollo inmunolégico, un numero
pequeno de ellos puede persistir a través de toda la vida (Kumar y Robinns 2003).
De estas células, algunas pueden responder a proteinas derivadas del SNC. En
condiciones basales, es poco probable que estos linfocitos reconozcan y reaccio-
nen contra las proteinas derivadas del SNC debido a humerosos mecanismos de
control propios de este sistema (Schwartz y Kipnis 2002). Entre estos mecanismos
se encuentra la barrera hemato-neural que protege y aisla al SNC, asi como célu-
las residentes que atacan e inducen apoptosis en los linfocitos auto-reactivos que
logran ingresar (Yoles et al., 2001). Sin embargo, después de una lesion traumati-

ca al SNC, la barrera que lo protege se rompe permitiendo el ingreso masivo de
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linfocitos T. Estas células en el tejido nervioso se enfrentan con cantidades incre-
mentadas de proteinas con capacidad de producir antigenicidad y se vuelven auto-
reactivas (Schwartz y Baruch 2014). A su vez, estos linfocitos T auto-reactivos in-
teractuan con los B, los cuales comienzan a sintetizar anticuerpos especfficos para
proteinas neurales entre los dias 7-14 después de la estimulacion antigénica (An-
keny et al., 2006). En principio, el SNC lesionado activa mecanismos apoptéticos
orientados a bloquear el reconocimiento de epitopes cripticos evitando la auto-
inmunidad. Sin embargo, después de una lesion traumatica, los umbrales de acti-
vacion de linfocitos T y B son rebasados, y se desarrolla una autoinmunidad capaz
de extender el dafno masivamente (Ankeny et al., 2006). Adicionalmente, algunas
investigaciones revelan que 6rganos como el cerebro, el ojo y la placenta, son in-
capaces de regular la inflamacién eficientemente después de una lesion, debido
en parte a su incapacidad para reclutar Tregs especificas de antigeno (Streilein
2003).

Hasta el momento un repertorio de antigenos derivados del SNC ha sido
descrito, aun cuando se predice que existen mas cuya identidad es desconocida
(Ankeny et al., 2006). Recientemente, nuestro de trabajo ha evaluado el potencial
de diferentes fracciones proteicas derivadas de médula espinal para inducir una
respuesta antigénica mediada por linfocitos Th1. Para ello, el protocolo optimizado
por Gil-Dones (2009) fue realizado. De acuerdo con este protocolo, es posible se-
parar tres fracciones proteicas: 1) Fraccion enriquecida en proteinas citosodlicas
(solubles), la cual incluye ademas en menor medida proteinas secretadas, mem-
branales y organelares; 2) Fraccion enriquecida en proteinas membranales, y 3)
Fraccidn de restos celulares, la cual incluye fragmentos incapaces de homogenei-
zar, acidos nucleicos, entre otros detritos. Cada una de estas fracciones fue utili-
zada para inducir una respuesta de DHT en ratas sanas. Los resultados muestran
que todas las fracciones son antigénicas, capaces de inducir inflamaciéon mediada
por linfocitos Th1. Sin embargo, también muestran que unicamente la fraccién ci-
tosolica fue capaz de inducir una respuesta neuroprotectora (descrita mas adelan-

te). Por ello, a lo largo de este trabajo al hablar de AgN siempre nos referiremos a
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la fraccion citosdlica de proteinas derivadas de extracto de médula espinal, a me-

nos que se indique lo contrario.

3.5 Fisiopatologia de la lesion por compresion del nervio 6ptico

El nervio optico es parte del SNC y no puede regenerarse cuando es dana-
do por traumatismo, isquemia o procesos neurodegenerativos, en parte debido a
un ambiente inflamatorio poco propicio para la supervivencia de las CGR (Chun'y
Cestari 2017) y los oligodendrocitos. El dafio al nervio Optico induce activacion
microglial, esto a su vez genera el reclutamiento de leucocitos al area lesionada.
Las moléculas liberadas por la microglia reactiva, el impacto mecanico en si mis-
mo o0 ambos, pueden causar la permeabilizacion de la barrera hemato-neural, que
a su vez permite que células sanguineas periféricas se infiltren en respuesta a los
quimioatrayentes derivados del SNC e invadan el sitio de la lesion (Finsen et al.,
2011). Las principales células del sistema inmunolégico que llegan al sitio de la

lesion son los neutrofilos y macréfagos (Kurimoto et al., 2013, Kyritsis et al., 2013).

La infiltracion de leucocitos se desencadena por varios factores como la li-
beracion de componentes intracelulares de células dafiadas y la generacion de
especies reactivas de oxigeno (Finsen et al., 2011). Estos eventos iniciales desen-
cadenan la liberacion de varias citocinas al tejido dafado, que a su vez atraen a
mas leucocitos (Kyritsis et al., 2014) y favorecen la hiperreactividad de las células
gliales. En conjunto, la muerte oligodendroglial en el sitio del dafio y la hiperreacti-
vidad de los astrocitos exponen proteinas como la glicoproteina asociada a mieli-
na, el inhibidor de crecimiento de neuritas-A y la glicoproteina oligodendrocitica de
mielina, las cuales actuan como moléculas inhibidoras de la regeneracion axonal
(Pernet y Schawb 2014). Algunas de estas proteinas ademas actuan como auto-
antigenos induciendo células T auto-reactivas, lo que genera una respuesta infla-
matoria exacerbada (Yoles et al., 2001). El dafio secundario es mediado princi-
palmente por la respuesta inmunologica, hasta el dia 7 hay una expresion a la alza
de genes relacionados con la neuroinflamacion como CD68 (marcador de micro-
glia y macréfagos), TNF-a, proteina acidica glial fibrilar (GFAP) y 6xido nitrico sin-
tetasa inducible (iINOS), entre otros (Masahiro et al., 2015).
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En la lesion traumatica medular se han identificado dos periodos de infla-
macion con infiltracion de distintas poblaciones de leucocitos: la fase temprana de
la respuesta inflamatoria (los primeros 10 dias después de la lesién) comprende la
infiltracién de neutrdfilos, microglia y macréfagos, y células T. Cada poblacion de
células alcanza su abundancia maxima en diferentes puntos de tiempo: 1 dia, 7
dias y 9 dias después de la lesién, respectivamente. La segunda fase de inflama-
cion inicia 2 semanas después de la lesion, alcanza un maximo a los 2 meses y
permanece detectable hasta 6 meses después de la lesion para los tres subgrupos

de células inflamatorias antes mencionadas (Beck et al., 2010).

El modelo de lesion por compresion del nervio Optico tiene como objetivo
emular la patologia humana y estudiar el efecto de tratamientos potenciales. Este
método presenta varias ventajas ante otros modelos, entre las que se encuentran:
1) la recuperacién de los animales es muy rapida; 2) el dafo afecta a toda la po-
blacion de las CGR (Sanchez et al., 2016); y 3) el curso temporal de la degenera-
cion de las CGR esta bien establecido (Agudo-Barriuso et al., 2008). En este mo-
delo, la degeneracion es aparente dentro de los primeros treinta minutos y conti-
nua por varios dias e incluso meses postlesion (Knoferle et al., 2010, Qu y Jakobs
2013). Asi, se sabe que después de una compresion moderada se pierden alrede-
dor del 50% de las CGRs a la semana post-lesion, y que esta pérdida incrementa

al 70-75% a las dos semanas después de la compresion.

3.6 Desviacién inmunitaria asociada a la camara anterior del ojo como estra-
tegia neuroprotectora

En la infformacion anterior es patente que la respuesta inflamatoria no conte-
nida desencadena cascadas degenerativas después de una lesion del SNC. En
este contexto, nuestro grupo de investigacion ha propuesto que una estrategia
para restablecer la tolerancia perdida después de una lesion al SNC vy evitar la
degeneracion secundaria es la induccion de ACAID con AgN (Toscano-Tejeida et
al., 2016). Recientemente, el potencial neuroprotector de esta estrategia ha sido
evaluado en la lesion traumatica de la médula espinal (Pineda-Rodriguez et al.,

2017) y en la lesién por compresidn del nervio optico (Martinez-Alcantar et al., en
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revision). Ambos trabajos han reportado un efecto neuroprotector sobre las neuro-
nas motoras y las CGR, respectivamente; asi como un incremento en la expresion
de citocinas anti-inflamatorias en médula espinal y retina (IL-10, TGF-3, Pineda-
Rodriguez et al., 2017 e IL4, IL6, IL10 y TGF-B, Martinez-Alcantar et al., en revi-
sion) tanto en etapas tempranas después de la lesion (2 y 7 dias, Martinez-
Alcantar et al., en revisién) como en etapas tardias (1 afo postlesiéon, Pineda-
Rodriguezetal., 2017). En un intento por asociar esta regulacion de la inflamacién
en el sitio del dafio con los Tregs caracteristicos de la induccion de ACAID, la ex-
presién del marcador Foxp3 fue evaluada en médula espinal y retina. Los resulta-
dos muestran que la expresion de Foxp3 esta incrementada en médula espinal al
afio postlesion (Pineda-Rodriguez et al., 2017) y a los 7 dias en la retina después
del dafio del nervio 6ptico pero no a los 2 dias postlesién (Martinez-Alcantar et al.,
en revision).

La dinamica de la lesion explica en parte estos resultados. En primer lu-
gar, la presentaciéon antigénica y el incremento en el numero de linfocitos T especi-
ficos de antigeno en el sitio del dafio comienza al dia 6 postlesién y alcanza su
nivel maximo alrededor del dia 9 (Raposo et al., 2014). Asi, seria esperable que
las poblaciones de Tregs eferentes CD8+ comenzaran a ejercer sus efectos regu-
latorios de la inflamacién en los puntos maximos de actividad de los linfocitos, en
la segunda ronda de inflamacion alrededor del dia 7 postlesion. Por su parte, las
Tregs aferentes CD4+ podrian ejercer sus efectos directamente a nivel del bazo,
nodulos linfaticos o en la periferia, como ha sido demostrado recientemente (Keino
et al., 2018). Esta dinamica de respuesta neuroinmunoldgica podria explicar por
qué no encontramos cambios en los niveles de expresién de Foxp3 en la retina
temprano después de la lesion pero si en etapas mas tardias. Sin embargo, no
explica el efecto neuroprotector de ACAID ni la atenuacion de la inflamacion a los
2 dias postlesion.

Debido a que la lesion traumatica fue realizada en el nervio 6ptico, es posible que
los cambios en esta regidon ocurran en periodos temporales diferentes de aquéllos
que ocurren en la retina, ya que los procesos neurodegenerativos entre las dos

estructuras estan desfasados en el tiempo (Sanchez-Migallén et al., 2016, Chun y
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Cestari 2017). Alternativamente, es posible que la inoculacién de AgN en la cama-
ra anterior no induzca unincremento en los Tregs o que las poblaciones no actuen
In situ, sino en organos linfoides secundarios. Hasta el momento no ha sido repor-
tada la secuencia temporal de expresion de Foxp3 después de una lesion trauma-
tica en el sitio del dafio ni en 6rganos linfoides, y tampoco se ha caracterizado la
expresion de Foxp3 vy las citocinas anti-inflamatorias que participan en su induc-
cion en el bazo de ratas inmunotolerantes a AgN ni después de una lesién en es-
tas ratas. En este contexto, en un intento por entender el mecanismo mediante el
cual la inoculacién de AgN en la camara anterior favorece la supervivencia de las
CGR, este trabajo evalud en primer lugar la dinamica de la expresion de Foxp3 en
el bazo y nervio 6ptico de animales con lesién por compresion durante los dias 7 y
14 postlesion. En segundo lugar, se caracterizo la expresién de Foxp3 y de algu-
nas citocinas anti-inflamatorias en el bazo de animales inoculados en la cdmara
anterior con AgN durante el punto maximo de inflamacion en respuesta al reto (48
horas). También se evalud la expresion de FoxP3 en el bazo de animales inmuno-
tolerantes a AgN a los 7 dias postlesion del nervio 6ptico. Finalmente, se evaluo el
efecto de la inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo sobre la respuesta

inflamatoria en nervio Optico a las 48 horas después de la lesion.
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4 Hipotesis
La inoculacién de antigenos neurales en la camara anterior del ojo incre-
menta la expresion de Foxp3 en el bazo y en el sitio del dafo en etapas tempra-

nas después de la lesién por compresién del nervio éptico en ratas.

5 Objetivos
Objetivo general

Evaluar el efecto de la inoculacién de antigenos neurales en la camara an-

terior del ojo sobre la expresion de Foxp3 en ratas con lesion del nervio optico.
Objetivos particulares

1) Caracterizar la expresion de Foxp3 en bazo y nervio 6ptico en ratas con lesion
por compresion.

2) Caracterizar la expresion de Foxp3 y citocinas anti-inflamatorias en el bazo de

ratas inoculadas en la camara anterior con antigenos neurales.

3) Evaluar el efecto de la inoculacion de antigenos neurales en la camara anterior
del ojo sobre la expresidon de Foxp3 y citocinas anti-inflamatorias en bazo de ratas

con lesién en el nervio optico.

4) Evaluar el efecto de la inoculacién de antigenos neurales en la camara anterior
del ojo sobre la expresion de Foxp3 y citocinas pro-inflamatorias y anti-

inflamatorias en el nervio éptico de ratas con lesidén por compresion.
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6 Materiales y métodos

6.1 Animales

Se trabajo con ratas hembra de la cepa Wistar de 100 y 250 gramos de ma-
sa corporal provenientes del bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico-
Biolégicas de la UMSNH. Las ratas fueron mantenidas en un ciclo luz-oscuridad
(12-12) con acceso ad libitum a agua y alimento. El cuidado de los animales se
realizd por personal especializado del bioterio. El trabajo fue aprobado por el Co-
mité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) N°
de oficio: INV/B/RGC/184/17.

6.2 Induccién de ACAID in vivo via inyeccion en la camara anterior del ojo
Veintiun ratas juveniles de cuatro semanas de edad fueron anestesiadas
sistémicamente mediante la inyeccion intraperitoneal de una mezcla de ketamina
(70 mg/kg de peso corporal) y xilacina (7.5 mg/kg de peso corporal), y unglento
oftdlmico de paracaina como anestésico local. Las ratas fueron inoculadas en la
camara anterior de ambos ojos con 10 ul de vehiculo (buffer de fosfatos 0.1 M,
PBS, n=10) o AgN (n=11) previamente obtenidos de tejido medular sano de ratas
adultas de la misma cepa (60 ug/ul. Talavera-Carrillo, 2015; Martinez-Alcantar et
al., en revision). Los ojos de las ratas fueron protegidos de la desecacion durante
toda la cirugia y el periodo postoperatorio con solucién salina al 0.9%.
La induccion de la inmunotolerancia sistémica a AgN se evalué mediante la prue-
ba de DTH. Para la fase de inmunizacion, siete dias después de la inoculacién se
inyectaron intradérmicamente 200 pl de AgN (1.25 ug/ul) en la region interescapu-
lar previamente rasurada de las ratas, bajo anestesia. Para esta fase, los AgN
fueron emulsionados 1:1 con adyuvante completo de Freund. En la fase de reto,
catorce dias después de la inoculacién en ojos, se inyectaron 10 yl de AgN (50
Ma/ul) en la oreja izquierda bajo anestesia. La oreja derecha fue inoculada unica-
mente con PBS. Previo a la inyeccion, asi como a las 24 y 48 horas posteriores,

se midio el grosor de las orejas. El valor inicial fue considerado como linea base, y
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la medida de inflamacion fue calculada sustrayendo la linea base del valor obteni-

do por dia, delta (A) de inflamacién (Talavera-Carrillo 2015).

6.3 Lesién del nervio 6ptico

Para realizar la lesion del nervio dptico, a las ratas se les permiti¢ alcanzar
los 250 gr. de masa corporal y entonces fueron profundamente anestesiadas y
sometidas a una cantotomia para exponer el nervio optico, el cual fue comprimido
a 3 mm del globo ocular durante 5 segundos con pinzas de auto-cierre (Walsh et
al., 2014). Los ojos de las ratas lesionadas fueron protegidos con lubricante y anti-
biéticos. Como cuidados post operatorios, las ratas recibieron analgésico oral
(TEMPRA® pediatrico 12.12 mg/kg de peso corporal) diariamente hasta un dia

antes del sacrificio.

6.4 Cuantificacion de la expresion de Foxp3 y citocinas en el bazo y nervio
Optico

Para medir los niveles de expresion en nervio y bazo después de la lesion
por compresion se extrajeron: 1) ambos tejidos de ratas con lesion por compresion
alos 7 (n=4) y 14 (n=4) dias después de la lesion y de animales naive (n=4); 2)
bazo a las 48 después del reto en animales inoculados en la camara anterior con
PBS (n=4) y AgN (n=5); 3) bazo de ratas inoculadas con PBS (n=4) y AgN (n=5) y
sometidas a lesion por compresion; 4) nervio 6ptico de ratas inoculadas con PBS
(n=4) y AgN (n=5) a las 48 horas post-compresién. En todos los casos las ratas
fueron anestesiadas con dosis terminal de pentobarbital sédico y los tejidos fueron
disecados y congelados a -80° C hasta su posterior uso. La extraccion de RNA se
llevé a cabo con TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) de acuerdo al protocolo
del fabricante. Posteriormente el producto obtenido se analizd para corroborar la
pureza e integridad. Para la sintesis de cDNA se utilizd 1 ug de la muestra de RNA
46°C 20 min, 95° C 1 min (iScript Adv cDNA Kit RT-gPCR cat# 172-5038 BIO-
RAD). Finalmente, para cuantificar la expresion de citocinas se utilizd una concen-
tracion de 250 ng/pl de cDNA con las condiciones: 95°C 3 min., 40 ciclos 95 °C 30

segundos para la separacién de hebras, 60°C 30 segundos para la fase de alinea-
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cion de oligonucleodtidos y 72° C 30 segundos para la polimerizacién con el estu-
che So advanced universal SYBR Green supermix (BIO-RAD) en el termociclador
CFX96 BIORAD. Los resultados fueron analizados calculando la expresion relativa

con respecto al gen constitutivo GAPDH mediante el método AACT. El criterio para

considerar significancia en la expresion de RNAm entre los grupos fue una expre-
sion de al menos el doble del transcrito (Qu y Jacobs, 2013). Las secuencias de
oligonucledtidos se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de oligonucleétidos

Gen Secuencia Tm

TNF-a  Forward: 5-TGGCGTGTTCATCCGTTCTCTACC-3’ 62°C
Reverse: 5'-CCCGCAATCAGGCCACTACTT-3’

IL-18 Forward: 5-TGAGGCTGACAGACCCCAAAAGAT-3’ 60°C
Reverse: 5-GCTCCACGGGCAAGACATAGGTAG-3’

IL-6 Forward: 5-AGCCACTGCCTTCCCTACTTCA-3’ 59°C
Reverse: 5'- GCCATTGCACAACTCTITTCTCA-3

IL-10 Forward: 5’'CAGACCCACATGCTCCGAGAZ' 60°C
Reverse: 5'CAAGGCTTGGCAACCCAAGTAZ'

TGF-  Forward: 5'- CTCAACACCTGCACAGCTCC-3' 60°C
Reverse: 5-ACGATCATGTTGGACAACTGCT-3'

FoxP3 Forward: 5-TGAGCTGGCTGCAATTCTGG-3' 60°C
Reverse: 5-ATCTAGCTGCTCTGCATGAGGTGA-3'

GAPDH Forward: 5- CACGGCAAGTTCAACGGCACAGT-3’ 62°C
Reverse: 5- TCAGCGGAAGGGGCGGAGAT-3’

'Bai et al., 2012; °Zhang et al., 2013; *Chao et al., 2014; *‘Roque et al., 2016.
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6.5 Andlisis estadistico

Los resultados de los grupos evaluados fueron comparados mediante una
prueba t de Student (PBS vs. AgN) o ANOVA de una via (Naive vs. 7 dias postle-
sidon vs. 14 dias postlesion) seguida de la prueba posthoc de Tukey. Las compa-
raciones entre dos grupos cuyos datos no siguieron una distribucion normal se
realizaron con la prueba no paramétrica U de Mann Whitney. Todos los analisis

fueron realizados con el paquete estadistico R (R Core Team, 2015).
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7 Resultados

La expresion de Foxp3 incrementa en bazo y nervio 6ptico en respuesta a la

lesion

Para determinar si existe un mecanismo intrinseco de regulacion mediado
por los Tregs después de una lesion por compresion en el nervio optico, se evalud
la expresion de Foxp3 en ratas naive y a los 7 y 14 dias post-lesién tanto en el
organo linfoide clave para su induccion (bazo) como en el sitio de la lesién. Los
resultados muestran que los niveles de expresion de Foxp3 en ambas estructuras
se incrementan en respuesta a la lesion (bazo: Fp9= 21.02 p<0.001. Figura 2A;
nervio optico: F(2,9=51.57, p<0.01. Figura 2B). Las comparaciones post hoc con la
prueba Tukey muestran que la expresion basal de Foxp3 en el bazo no es diferen-
te de la observada a los 7 dias postlesion del nervio 6ptico, pero incrementa signi-
ficativamente a los 14 dias después de la lesion (Naive vs. 14 dias y 7 dias vs. 14
dias, p<0.01 en cada caso. Figura 2A). Por su parte, los niveles de Foxp3 en el
nervio Optico de ratas naive son indetectables, y su expresion se incrementa signi-
ficativamente a los 7 y 14 dias postlesion. La comparacion post hoc con la prueba
Tukey muestra que existen diferencias entre el grupo de ratas naive y los grupos
de 7 (p<0.05) y 14 dias (p<0.001) postlesion, asi como entre los grupos lesionados
(p<0.001. Figura 2B).

Lainoculacion de antigenos neurales en la camara anterior del ojo atenua la
respuesta de hipersensibilidad de tipo retardado e incrementa la expresion

de Foxp3 en bazo

Se evalud la capacidad de los AgN para atenuar la inflamacién en la prueba
de DTH. Los resultados obtenidos muestran que el grupo inoculado con AgN en la
camara anterior del ojo presenté una inflamacion atenuada en la prueba de DTH
con respecto al grupo control inoculado con PBS (t(10)=2.502, p<0.05. Figura 3A). A
continuacion, se caracterizo la expresion de Foxp3 asi como de las citocinas TGF-
B e IL-10 en el bazo de ratas inoculadas en la camara anterior del ojo con PBS y

AgN. Los resultados muestran que la inoculacion de AgN incremento la expresion
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de Foxp3 (t7)=3.443, p<0.01. Figura 3B) e IL-10 (7=3.053, p<0.05. Figura 3C),

pero no modificd la expresion de TGF- (Figura 3D).
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Figura 2. Niveles de expresion de Foxp3 en bazo y nervio Optico en ratas con lesién por
compresion. Las graficas muestran la expresion relativa del mMRNA de Foxp3 en ratas en condi-
ciones basales (naive) y con lesion del nervio optico a los 7 (n=4) y 14 dias postlesion (n=4) en

bazo (A) y nervio 6ptico (B). La expresion del mRNA de Foxp3 en cada grupo se grafica en relacion
al MRNA de GAPDH. Se grafican promedios + EEM. Tukey post hoc, *p<0.05, **p<0.01;
***p<0.001.

La inoculacion de antigenos neurales en la camara anterior del ojo no modi-
fica la expresion de Foxp3 ni de las citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-

B en el bazo de animales con lesion del nervio optico

Con el fin de determinar si la inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo
promueve el incremento de Tregs en el bazo de animales con lesidon del nervio
optico en etapas tempranas después de la lesion, se cuantifico la expresién de
Foxp3 y las citocinas anti-inflamatorias IL-10 y TGF-B al dia 7 postlesiéon. Los re-
sultados muestran que la inoculacion de AgN en el ojo no modifica la expresion de

ningun MRNA en comparacion con el grupo control (Figura 4).
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Figura 3. Respuesta inflamatoria en la prueba de hipersensibilidad de tipo retardado y ex-
presion de Foxp3 y citocinas en bazo de animales inoculados en la camara anterior con an-
tigenos neurales. Las graficas presentan la diferencia (A) de inflamacién en oreja (medida en mm
mediante la prueba de hipersensibilidad de tipo retardado) en animales inoculados en camara ante-
rior con buffer de fosfatos (PBS, n=6) o antigenos neurales (AgN, n=6. A) y la expresion relativa del
mRNA de Foxp3 (B), IL-10 (C) y TGF-B (D) en el bazo de ratas inoculadas con PBS (n=4) y con
AgN (n=5) a las 48 horas después del reto en oreja (durante la maxima respuesta inflamatoria). La
expresion del mMRNA objetivo se grafica en relacion al mMRNA de GAPDH. Se grafican promedios +

EEM. *p<0.05; **p<0.01.
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Figura 4. Niveles de expresion de Foxp3y citocinas en el bazo de ratas inoculadas con anti-

genos neurales en la camara anterior y sometidas a lesion por compresion. Las graficas

muestran la expresion de Foxp3 (A) y de las citocinas anti-inflamatorias IL-10 (B) y TGF-B (C) en el
bazo de ratas inoculadas en el ojo con buffer de fosfatos (PBS, n= 4) y antigenos neurales AgN

(n=5) a los siete dias postlesion del nervio éptico. La expresion del mRNA objetivo se grafica en

relacion al mMRNA de GAPDH. Se grafican promedios + EEM.

La inoculacion de antigenos neurales en la camara anterior del ojo atenua la
respuesta de inflamatoria en el nervio 6ptico temprano después de la lesiéon

por compresiéon

Finalmente, se evaluo el efecto de la inoculacion de AgN en la camara anterior del
ojo sobre la inflamacion local en ratas con lesidon en el nervio 6ptico. Los resulta-
dos muestran que la inoculacién de AgN previo a una lesion por compresién no
promueve unincremento significativo en la expresién de Foxp3 en el sitio del dafio
(Figura 5A), pero siincrementa la expresion de las citocinas anti-inflamatorias IL-6
(t6)=4.48, p<0.001. Figura 5B), IL-10 (W)=8.5, p<0.05. Figura 5C) y TGF-B
(te)=2.72, p<0.05. Figura 5D), y disminuye la expresion de IL-1B (t)=4.87, p<0.01.
Figura 5E) y TNF-a (t6)=3.47 p<0.01. Figura 5F).
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Figura 5. Niveles de expresién de Foxp3 y citocinas en el nervio éptico de ratas inoculadas

con antigenos neurales en la camara anterior y sometidas a lesiéon por compresién. Las gra-

ficas muestran la expresion de Foxp3 (A) y de las citocinas anti-inflamatorias IL-6 (B), IL-10 (C) y

TGF-B (D) y pro-inflamatorias IL-13 (E) y TNF-a (F) en el nervio 6ptico a las 48 horas después de la

lesién en ratas inoculadas con buffer de fosfatos (PBS, n=4) y antigenos neurales (AgN, n=4). La

expresion del mMRNA objetivo se expresa en relacion al mRNA de GAPDH. Se grafican promedios +

EEM. *p<0.05.; **p<0.001; ***p<0.0001.
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8 Discusién
Conel fin de explicar el mecanismo mediante el cual la induccién de ACAID

a AgN modula la respuesta inflamatoria y favorece la supervivencia de las CGR, el
presente trabajo tuvo como objetivo evaluar la expresién de Foxp3 en el bazo y el
nervio 6ptico de ratas con lesién por compresion. Los resultados obtenidos nos
permiten afirmar que el efecto neuroprotector temprano (supervivencia de las
CGR) y la atenuacion de la respuesta inflamatoria en la retina a los 2 dias postle-
sion inducida por la inoculacién de AgN, no estan mediados por cambios en la ex-
presién de Foxp3 en el sitio del dafio ni en el bazo. Sin embargo, los resultados
del presente trabajo confirman y extienden los hallazgos de trabajos previos al do-
cumentar el incremento en la expresion de citocinas anti-inflamatorias y el decre-
mento de las citocinas pro-inflamatorias en el nervio éptico de ratas inoculadas

con AgN previo a la lesion por compresion.

Hasta el momento no ha sido descrita la secuencia temporal de recluta-
miento de Tregs en el nervio optico en respuesta a una lesion por compresion en
ratas. En este contexto, en el presente trabajo evaluamos la expresion de Foxp3,
factor de transcripcion expresado por las Tregs (Keino et al., 2006), en el bazo y
nervio optico de animales con lesion por compresion a los 7 y 14 dias postlesion.
Los resultados obtenidos muestran que existe una correlacion entre los niveles
maximos de expresion de Foxp3 en ambas estructuras, los cuales se alcanzan
hasta los 14 dias postlesion del nervio 6ptico. De acuerdo con la literatura, Foxp3
mantiene una expresion basal en el bazo de ratas sin lesién (Chen et al., 2003).
Nuestros resultados muestran que en esta estructura al dia 7 después de la lesion
la expresion de Foxp3 se mantiene igual a la basal. Sin embargo, incrementa no-
tablemente a los 14 dias postlesion. Por su parte, los resultados muestran que en
el nervio optico la expresion basal es indetectable, misma que incrementa a los 7
dias postlesion y alcanza su maximo a los 14 dias después de la compresion. Es-
tos resultados son congruentes con trabajos previos que muestran que la segunda
ronda de inflamacion después de una lesion traumatica, disparada principalmente
por linfocitos T efectores en respuesta a auto-antigenos, alcanza su maxima res-

puesta después del dia 9 postlesién (Raposo et al., 2014). Asi, es congruente que
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la produccion de Tregs en bazo se incremente entre los dias 7 y 14 postlesion y

empiece a ser obvia su presencia en el nervio 6ptico hasta entonces.

La inyeccidon de antigenos en la camara anterior del ojo genera tolerancia
inmunoldgica sistémica hacia AgN, medida mediante la capacidad para atenuar la
respuesta de inflamacién Th1 en la prueba de DTH y mediante la expresion incre-
mentada de Foxp3 e IL-10 en el bazo de las ratas inoculadas en camara anterior
con estos antigenos, en comparacion con el grupo control. Sin embargo, la nula
diferencia observada en TGF-3 sugiere que mas estudios deberan ser realizados,
pues este factor de transcripcion es clave para la induccion de Tregs en bazo
(D'Orazio & Niederkorn 1998, Kosiewics et al., 1998, Takekuchi et al., 1997).

Con el objetivo de determinar si la induccién de ACAID con AgN incrementa
la expresion de Foxp3 en el bazo de animales después de la lesion del nervio 6pti-
co, los bazos de animales inmunotolerantes fueron evaluados al dia 7 postlesion.
Los resultados muestran que la inmunotolerancia a AgN no incrementa la expre-
sién de Foxp3 en el bazo de animales con lesion del nervio 6ptico, en compara-
cion con el grupo control. Este resultado es paraddjico, pues actualmente sabe-
mos que 7 dias postlesion del nervio optico los niveles de expresion de Foxp3 se
encuentran incrementados en la retina de animales inmunotolerantes a AgN (Mar-
tinez-Alcantar, et al., en revision). Es probable que una vez inducida la ACAID, los
linfocitos Tregs proliferen en los nddulos linfaticos que reciben informacién del ojo
(i.e., cervicales. Negi y Das 2017, Walsh et al., 2014) o cambien de fenotipo in situ
en el sitio de lesion, como ha sido reportado previamente (Biros 2008, Niederkorn
2008).

Con respecto al nervio 6ptico, los resultados del presente trabajo muestran
que la induccién de ACAID con AgN incrementa la expresion de citocinas anti-
inflamatorias (IL-6, IL-10 y TGF-B) y decrementa la expresién de las proinflamato-
rias (IL-1B8 y TNF-a) a las 48 post lesidén. Sin embargo, Foxp3 no presenta cam-
bios. Estos resultados apoyan aquéllos obtenidos en la retina por nuestro grupo de
trabajo durante las etapas tempranas después de la lesion (2 dias postlesion) en

animales inmunotolerantes a AgN (Martinez-Alcantar, et al., en revision).
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En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que si bien ACAID a AgN es
capaz de inducir inmunotolerancia e incrementar la produccion de Tregs especifi-
cos de antigeno, este hecho no logra incrementar significativamente su produccion
en el bazo, 6rgano clave en suinduccion, en respuesta al dafio del nervio éptico.
Debido a que tampoco fue identificada la expresién de Foxp3 en retina y nervio
optico a las 48 horas postlesion, los resultados sugieren que los Tregs Foxp3+
provenientes de otros 6rganos linfoides no son producidos en respuesta al dafio o
no logran llegar a los sitios de lesion en esta etapa temprana. Trabajos recientes
sugieren que algunos de los cambios producidos por los linfocitos T efectores no
ocurren in situ en los sitios lesionados, sino en las meninges (Raposo et al., 2014).
El hecho que la inoculacion de AgN en la camara anterior favorezca la superviven-
cia de las CGR, asi como la atenuacion de la inflamacién en el sitio del dafo (ner-
vio Optico) y retina sugiere que las Tregs pueden ejercer sus efectos también a
este nivel. Trabajos posteriores deberan evaluar la expresion de Foxp3 en nédulos

linfaticos cervicales y verificar su presencia en meninges.
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9 Conclusién

La inoculacion de AgN en la camara anterior del ojo atenua la inflamacion
en el sitio del dafo de ratas después de una lesion por compresion del nervio 6pti-
co. La dindmica de la expresién de Foxp3 en el bazo de ratas naive y con lesion
del nervio 6ptico nos permite afirmar que esta regulacion del ambiente inflamatorio
no esta relacionada con el incremento en la produccién de linfocitos Tregs en el

bazo de las ratas inmunotolerantes a AgN.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo confirman y extienden ha-
llazgos previos obtenidos por nuestro grupo. En conjunto, los resultados obtenidos
ayudan a entender mejor los mecanismos que la induccion de ACAID con AgN
echa a andar para favorecer la preservacion de las CGR después de la lesion del
nervio 6ptico, y confirman el potencial de esta estrategia inmunomoduladora para

proteger al tejido nervioso después de una lesion traumatica.
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