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1.- Resumen General 

El sistema nervioso central (SNC) de mamíferos en edad adulta, tiene un 

pobre pronóstico de reparación después de una lesión traumática, el cual se debe, 

en parte, a una capacidad limitada de las células nerviosas para regenerar sus 

axones después de un traumatismo, pero sobre todo a un ambiente poco propicio 

para favorecer los procesos reparativos. El objetivo de esta investigación fue 

evaluar el efecto de la tolerancia inmunológica a antígenos neurales como 

estrategia neuroprotectora en ratas con lesión del nervio óptico. En el presente 

trabajo se indujo tolerancia a componentes neurales (extraídos de la médula 

espinal) vía desviación inmunológica asociada a la cámara anterior del ojo 

(DIACA) con la finalidad de modular la respuesta inmunológica que se presenta 

posterior a una lesión en el SNC. Para inducir DIACA se seleccionaron tres 

fracciones de componentes neurales: HT (homogenado total), CC (componentes 

citosólicos) y CAM (componentes asociados a la membrana). El efecto 

neuroprotector de las diferentes fracciones de antígenos neurales se cuantificó 

mediante la supervivencia de las células ganglionares en la retina (CGR) 

inmunorreactivas al factor de transcripción Brn3a. Los resultados muestran que los 

grupos inoculados con CC presentaron una mayor supervivencia de CGR que los 

demás grupos, a los 7 y 14 días postlesión. Tanto a los 2 como a los 7 días 

después de la lesión se presentó un sustancial incremento en la expresión de 

citocinas antiinflamatorias como TGF-β, IL-10, IL-4 e IL-6. El efecto benéfico 

puede deberse a la presencia de células reguladoras de origen mieloide o linfoide 
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generadas a través de DIACA, ya que a los 7 días post-lesión el grupo inoculado 

con antígenos neurales presentó un incremento en la expresión de marcadores de 

fenotipo regulador como Foxp3 (linfocitos) y fenotipo antinflamatorio como Arg1 

(macrófagos). Además, la inducción de DIACA provocó la expresión diferencial de 

los factores neurotróficos estudiados a los 2 días (BDNF) y 7 días postlesión (NT4, 

BDNF y oncomodulina). En conjunto, los resultados obtenidos permiten concluir 

que la inducción de DIACA con antígenos neurales tiene un efecto neuroprotector 

sobre las CGR después de una lesión del nervio óptico. 

 

Palabras Claves: Retina, Daño, Neuroprotección, Inmunotolerancia, Antigenos. 
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Abstract 

The central nervous system (CNS) of mammals in adulthood, has a poor 

prognosis of repair after a traumatic injury, which is due, in part, to a limited ability 

of nerve cells to regenerate their axons after trauma, but above all to an 

environment that is not conducive to favor reparative processes. The objective of 

this research was to evaluate the effect of immunological tolerance to neural 

antigens as a neuroprotective strategy in rats with optic nerve injury. In the present 

study, tolerance to neural components (extracted from the spinal cord) was 

induced via immunological deviation associated with the anterior chamber of the 

eye (DIACA) in order to modulate the immune response that occurs after a CNS 

lesion. To induce DIACA, three fractions of neural components were selected: HT 

(total homogenate), CC (cytosolic components) and CAM (membrane associated 

components). The neuroprotective effect of the different fractions of neural 

antigens was quantified by survival of retinal ganglion cells (CGR) immunoreactive 

to the Brn3a transcription factor. The results show that the groups inoculated with 

CC had a greater survival of CGR than the other groups, at 7 and 14 days post-

injury. Both at 2 and 7 days after the injury there was a substantial increase in the 

expression of anti-inflammatory cytokines such as TGF-β, IL-10, IL-4 and IL-6. The 

beneficial effect may be due to the presence of myeloid or lymphoid regulatory 

cells generated through DIACA, since at 7 days post-injury the group inoculated 

with neural antigens showed an increase in the expression of regulatory phenotype 

markers such as Foxp3 (lymphocytes) and anti-inflammatory phenotype such as 
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Arg1 (macrophages). In addition, the induction of DIACA caused differential 

expression of the neurotrophic factors studied at 2 days (BDNF) and 7 days post-

injury (NT4, BDNF and oncomodulin). Together, the results obtained allow us to 

conclude that the induction of DIACA with neural antigens has a neuroprotective 

effect on CGR after an optic nerve injury. 
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2.- Introducción General 

Una vez que se presenta un daño en el sistema nervioso central (SNC) el 

sistema inmunológico sistémico desencadena una serie de respuestas celulares 

que lejos de favorecer la reparación del tejido, extienden la lesión espacial y 

temporalmente (Ankeny y Popovich, 2009). En principio, las células del sistema 

inmunológico promueven eventos de cicatrización y secretan factores tróficos que 

apoyan la recuperación tisular. Sin embargo, estos efectos benéficos pueden ser 

enmascarados por el exceso de moléculas tóxicas producidas por estas mismas 

células que dañan el tejido intacto que en un principio no sufrió daño (Popovich y 

McTigue 2009). A pesar de los múltiples esfuerzos realizados para tratar las 

lesiones en el SNC durante las últimas décadas, hasta el momento no existe un 

tratamiento eficaz capaz de permitir la reparación tisular y la consecuente 

recuperación de las funciones perdidas. Este fracaso en el modelo actual, ha 

hecho que se busquen hipótesis alternativas basadas en la modulación del 

sistema inmunológico. Dado que la patología degenerativa después de una lesión 

al SNC incluye un fuerte componente inflamatorio desencadenado por la 

reactividad contra múltiples componentes derivados del tejido dañado, el presente 

trabajo evaluó como estrategia neuroprotectora la modulación de la respuesta 

inflamatoria a través de la inducción de DIACA a antígenos neurales. Para evaluar 

el efecto neuroprotector de las diferentes fracciones de antígenos neurales se 

cuantificó el número de CGR inmunorreactivas al factor de transcripción brain-

specific homeobox/pou domain protein 3A (Brn3a). Adicionalmente, se caracterizó 

el perfil inflamatorio en la retina mediante la expresión de mediadores de la 
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respuesta inflamatoria (TNF-α, IL-1β, INF-γ, iNOS, IL-6, IL-4, IL-10 y TGF-β). Para 

determinar el tipo de células involucradas en la regulación del ambiente 

inflamatorio se evaluaron marcadores de fenotipo de células del sistema del 

sistema inmunológico (Foxp3, CD68 y Arg1). Además, en un intento por 

determinar el mecanismo de acción de la DIACA para favorecer la supervivencia 

de las CGR, el presente trabajo evaluó la expresión de factores neurotróficos 

(BDNF, NT3 Y NT4), factores de supervivencia (Bcl-2 y oncomodulina) y muerte 

(caspasa-3) durante los días 2 y 7 post-lesión. Los resultados obtenidos muestran 

que la inducción de DIACA favorece la supervivencia de las CGR; este efecto está 

mediado por la regulación de la respuesta inflamatoria, así como por la expresión 

diferencial de neurotrofinas y factores de supervivencia/muerte. 
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3.- Antecedentes 

3.1.- Aspectos generales del sistema inmunológico 

El sistema inmunológico está formado por una red de moléculas, células y 

tejidos que interactúan entre sí para reconocer, neutralizar y eliminar cualquier 

amenaza que ponga en peligro la integridad de los seres vivos (Nicholson, 2016). 

Una característica distintiva del sistema inmunológico es la capacidad para 

discriminar entre lo propio y lo extraño, y de mantener la tolerancia frente a 

antígenos propios, así como de generar una respuesta inmunológica eficaz contra 

patógenos y células malignas. La respuesta inmunológica se puede dividir en dos 

grandes tipos: la innata, que actúa inmediatamente y posee especificidad limitada 

y la adaptativa, que depende del tipo de antígeno, es extremadamente específica 

y tiene memoria de largo plazo (Vivier y Malissen, 2005). Si bien las respuestas 

innata y adaptativa son fundamentalmente diferentes en sus mecanismos de 

acción, la sinergia entre ellas es esencial para una respuesta totalmente efectiva 

(Chaplin, 2010). 

El sistema inmunológico innato incluye diferentes barreras que impiden la 

entrada de los microorganismos, tanto de forma pasiva como activa. En una fase 

ulterior, la inmunidad innata puede continuar con un proceso de reconocimiento de 

patrones moleculares asociados al daño tisular (DAMPs) o asociados a patógenos 

(PAMPs, Poltorak et al., 1998 y Ferrandon et al., 2007) que se unen a receptores 

de reconocimiento de patrones moleculares (PRR), lo que induce una cascada de 

procesos que culmina en la secreción de citocinas inflamatorias (Fainboim y 
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Geffner, 2005, Abbas et al., 2012). 

Dichas citocinas facilitan el proceso inflamatorio, que consiste en la 

atracción y migración de leucocitos a la zona de infección o daño. Los leucocitos 

que participan en la respuesta inmunológica innata son los monocitos, 

macrófagos, células NK, neutrófilos, eosinófilos, basófilos, mastocitos y células 

dendríticas. La respuesta adaptativa tiene como leucocitos efectores a los 

linfocitos T y B. Estas células presentan en su superficie celular a receptores 

específicos de antígeno (TCR y BCR, respectivamente). Los linfocitos T reconocen 

a los antígenos presentados por moléculas del complejo principal de 

histocompatibilidad tipo I y II y se diferencian en linfocitos citotóxicos (CD8+) y 

colaboradores (Th, CD4+), respectivamente (Chaplin, 2010). 

Los linfocitos Th desempeñan un papel clave en la respuesta inmunológica 

adaptativa ejerciendo un amplio espectro de funciones: regulan tanto la respuesta 

celular citotóxica, como la producción de anticuerpos dependiente de linfocitos B, 

interactúan con los componentes del sistema inmunológico innato y responden a 

los estímulos de las células dendríticas presentadoras de antígenos. Dependiendo 

de la intensidad de la estimulación y la presencia de ciertas citocinas y otros 

factores, las células T CD4 + pueden diferenciarse en varias subpoblaciones de 

células T (Th1, Th2, Th17, Treg, así como subtipos menos estudiados, como Tfh, 

Th9 y Th22) con funciones y propiedades específicas (Ivanova y Orekhov, 2015). 

Esta especialización funcional está regulada por una serie de factores de 

transcripción que se activan en respuesta a estímulos específicos y promueven la 
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expresión de distintos patrones de citocinas y moléculas de superficie, 

presentados en la figura 1. 

 

Figura 1. Representación esquemática de los subtipos en los que se diferencian los 
linfocitos T después de la presentación del antígeno, así como las citocinas que secretan (en rojo) 
y los factores de transcripción predominantes en cada subtipo (en azul). Bcl6 (del inglés, B-cell 

lymphoma 6), GM-CSF (factor estimulante de colonia de granulocitos), Foxp3 (forkhead box P3), IL 
(Interleucina), INF-γ (Interferon gamma), STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3), 
RORγT (retineic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma), T-bet (T-box transcription 

factor), TGF-β (factor de crecimiento transformante beta) Th (Linfocitos T cooperadores) 
Tfh(Linfocitos cooperadores foliculares), TNF-α (factor de necrosis tumoral alfa) Tregs (linfocitos T 
reguladores)  (Ivanova y Orekhov, 2015; modificado). 

Los linfocitos B son responsables de la inmunidad humoral. Su función 

principal es la defensa del hospedero contra microorganismos por medio de la 

secreción de anticuerpos que reconocen las moléculas antigénicas de los 

patógenos. También tienen otras funciones como la presentación de antígenos a 

los linfocitos T, la regulación negativa de las respuestas inflamatorias y la 
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regulación de las respuestas frente a autoantígenos (Martin et al., 2013; Tao y Xu, 

2016). 

3.2 La retina y el nervio óptico como parte del sistema nervioso central 

El nervio óptico (NO) y la retina representan un ejemplo clásico de una vía 

del SNC que no se regenera después de una lesión. A pesar de su localización 

periférica se desarrollan a partir de tejido diencefálico durante etapas tempranas 

del desarrollo embrionario (Dowling, 2002). Como consecuencia, las fibras del NO 

están cubiertas de mielina producida por oligodendrocitos (Ono et al., 1997).  

La retina se compone de una serie de capas de células y de sinapsis que se 

pueden subdividir de forma general en una capa epitelial externa (conocida como 

epitelio retiniano o también epitelio pigmentario de la retina) y una capa interna 

sensorial (que se conoce como retina neurosensorial o neuro-retina). La retina es 

uno de los tejidos más activos del cuerpo desde un punto de vista metabólico. Su 

función principal es la de transformar la energía luminosa en impulsos eléctricos y 

energía química que permitan el proceso de la visión (Dowling, 1987). En la retina, 

cinco tipos principales de neuronas (fotorreceptores, células bipolares, células 

horizontales, células amacrinas y CGR) están conectadas para formar una de las 

placas de circuitos más complejas de la naturaleza, la cual puede apreciarse en la 

figura 2. Cuando la luz incide en la retina, estimula a los fotorreceptores, creando 

una señal eléctrica que se transmite a través de otras neuronas de la retina al 

nervio óptico y luego al cerebro (Masland, 2012; Sakata, 2009). 
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Figura 2. Representación esquemática de la organización de las células de la retina. La 

retina se ubica entre la coroides y el cuerpo vítreo. Se divide en dos porciones, el epitelio 
pigmentario retinal (próximo a la coroides) y la retina neurosensorial (próxima al vítreo). En el 
esquema se muestra la distribución en capas de las distintas células que conforman la retina 

(Masland, 2012; Sakata, 2009).  
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El NO está compuesto por células gliales y por los axones de las CGR. El 

NO se origina en la capa de las CGR y se descompone parcialmente en el quiasma 

óptico, terminando en el núcleo geniculado lateral talámico y en el colículo superior 

mesencefálico, desde donde la información se transmite a la corteza visual 

(Remington y Goodwin, 2011). 

La lesión del NO es un modelo ampliamente utilizado para evaluar los 

eventos degenerativos y regenerativos después de una lesión en el SNC de 

mamíferos. La lesión del NO provee condiciones experimentales favorables entre 

las que se encuentran: i) la lesión afecta la población entera de las CGR, ii) el curso 

temporal de la degeneración de las CGR está bien establecido, iii) es un modelo de 

lesión poco invasivo que permite la pronta recuperación de los animales (Agudo- 

Barriuoso et al., 2011; Frank y Wolburg, 1996). Como resultado, el sistema visual 

de los roedores se usa ampliamente en estudios de desarrollo embrionario (Badea 

et al., 2009; Reese, 2011) como modelo de lesión traumática del SNC (Berry et al., 

2008; Galindo-Romero et al., 2011) regeneración (Aviles-Trigueros et al., 2000; 

Vidal-Sanz et al 2002) isquemia transitoria (Aviles-Trigueros et al., 2003; Mayor-

Torroglosa et al., 2005) glaucoma (Agudo-Barriuso  et al., 2013; Ramirez et al., 

2010; Vidal-Sanz  et al., 2012) y degeneración retiniana (Garcia-Ayuso et al., 2013; 

Montalban-Soler et al., 2012). 

3.3.- Lesiones en el sistema nervioso central 

La función normal del sistema nervioso se basa en un patrón complejo y 

preciso de conexiones entre muchos miles de millones de células nerviosas. El 
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daño axonal en el SNC de los mamíferos inicia un proceso de degeneración en el 

sitio dañado que ocasiona que las fibras dañadas no se reconecten, lo que 

provoca eventualmente la muerte de sus correspondientes cuerpos celulares 

(Ramon y Cajal, 1991). Además, las fibras que no sufrieron daño directo, pero que 

se localizan en la vecindad de las neuronas dañadas sufren degeneración 

secundaria (Faden et al., 1993; Lynch y Dawson, 1994; Yoles y Schwartz, 1998). 

Esta extensión progresiva del daño resulta de un proceso que inicia pocos minutos 

después de que se produce la lesión y continúa por días o semanas (Faden et al., 

1993; Yoles y Schwartz, 1998). Entre los mecanismos relacionados que provocan 

la extensión del daño se encuentran la creación de un entorno neurotóxico que 

incluye la perfusión microvascular, la liberación de radicales libres, niveles 

excitotóxicos de neurotransmisores, alteraciones de la concentración iónica 

(Faden et al., 1993; Hovda et al., 1991; Yoles et al., 1992; Yoshino et al., 1991),  

formación de la cicatriz glial, destrucción de mielina,  privación del soporte trófico y 

agregación anormal de proteínas y restos celulares (Crowe et al., 1997; 

Levkovitch-Verbin et al., 2003), entre otros eventos. Estos cambios causan la 

pérdida de la homeostasis celular, conduciendo a la degeneración neuronal 

secundaria. Por esta razón, víctimas de traumatismos en el SNC comúnmente 

suelen permanecer con discapacidades en la percepción, cognición y /o 

movimiento que pueden ser devastadoras y permanentes (Benowitz y Yin, 2007). 

Además de los factores que conducen a la degeneración secundaria, en el 

sitio del daño también se crea un ambiente poco permisivo para el crecimiento 

axonal. Tales factores incluyen moléculas que inhiben el crecimiento de la neurita, 
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entre las cuales se encuentran restos de mielina e inhibidores asociados a ella 

(p.ej. inhibidor de crecimiento de neuritas, Nogo A; glicoproteína de la mielina de 

oligodendrocitos, MOG; o la glicoproteína asociada a la mielina, MAG. Li et al., 

1996; Niederöst et al., 2002; Wang et al., 2002), así como proteoglicanos de 

sulfato de condroitina que forman la cicatriz glial (p. ej. neurocano, versicano, 

fosfocano y brevicano. McKeon et al., 1999; Jones et al., 2003; Tang et al., 2003), 

entre otros. 

3.4.- Actividad del sistema inmunológico en respuesta a las lesiones 

del sistema nervioso central 

La inflamación es parte de la respuesta inicial al daño y se caracteriza en la 

fase aguda por el incremento del flujo sanguíneo y la permeabilidad vascular, con 

acumulación de fluido (formación de edema), leucocitos y moléculas mediadoras 

de la inflamación, como las citocinas. La respuesta inmunológica varía de acuerdo 

a la localización, con claras diferencias entre el SNC y el SNP. El SNC ha sido 

tradicionalmente considerado como inmunológicamente privilegiado puesto que 

utiliza varios mecanismos para modular la respuesta inmunológica y así limitar el 

daño tisular inducido por la inflamación. Sin embargo, actualmente se sabe que 

posee un sistema linfático convencional (Liu et al., 2006; Louveau et al., 2015) y 

que tiene la capacidad de interactuar con el sistema inmunológico periférico a 

través de la síntesis y liberación de citocinas y neurotransmisores que pueden 

regular la diferenciación y funcionamiento de las células de la respuesta 

inmunológica (Louveau et al., 2018). 



   
 

 
25 

 

Después de un daño en el SNC al menos cuatro fases pueden distinguirse: 

aguda, sub-aguda, crónica temprana y crónica (Vidal et al., 2013). La fase aguda 

tiene una duración de unas pocas horas y es la fase en la que hay mayor 

destrucción neuronal y axonal, así como desmielinización cerca del sitio del daño 

(Schwab et al., 2006). Durante esta fase hay sobrerregulación de citocinas 

proinflamatorias como IL-1 y TNF-α (Bethea et al., 1999; Pineau y Lacroix, 2007) 

y se observa una infiltración de neutrófilos, los cuales alcanzan su nivel más alto a 

las veinticuatro horas después del daño (Beck et al., 2010). Como se observa en 

la figura 3, muchas moléculas presentes en el tejido nervioso sano son sensadas 

como DAMPs después de un daño e inician la respuesta inflamatoria. Un grupo 

bien caracterizado de DAMPs consiste en proteínas intracelulares que se liberan 

después de una lesión celular. Ejemplos de este grupo son la interleucina (IL) -1α 

(Eigenbrod et al., 2008), IL-33 (Schmitz et al., 2005), la proteína del grupo de alta 

movilidad B1 (HMGB1. Scaffidi et al., 2002) y la clase de proteínas S100 (Zitvogel 

et al., 2010). En la periferia también ocurren cambios desde etapas tempranas, 

siendo uno de los más notables el incremento de células T y B activadas en el 

bazo y en la médula ósea (Ankeny et al., 2006). 

La fase sub-aguda ocurre entre los días 2 a 7 después del daño, momento 

en el que el número de monocitos, linfocitos y factores antiinflamatorios empieza a 

incrementar. Entre las moléculas involucradas en la fase sub-aguda se encuentran 

principalmente las citocinas IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-α, y quimiocinas como el factor 

estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y el factor estimulador de 

colonias de granulocitos y macrófagos (GM-CSF). 
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La fase crónica puede durar semanas e incluso meses y se caracteriza por 

el desarrollo de una respuesta inmunológica humoral y celular dirigida a facilitar la 

limpieza del sitio del daño (Donnelly y Popovich, 2008). Durante esta fase, los 

niveles de células T, macrófagos y neutrófilos empiezan a incrementar, 

presentándose un segundo pico de inflamación (Beck et al., 2010; Ankeny et al., 

2006). Estudios en varios modelos experimentales demuestran que las lesiones en 

el SNC en este segundo pico inflamatorio activan un repertorio de linfocitos 

endógenos reactivos a sus propios componentes, como se aprecia en la figura 3B 

(Jones et al., 2004). Estos linfocitos T autorreactivos se infiltran al SNC atraídos 

por los altos niveles de citocinas liberadas durante el trauma vascular y el 

rompimiento de la barrera hematoneural (Eugenin et al., 2006; Karpus y 

Ransohoff, 1998; Lowenstein y Castro, 2003). Una vez que los linfocitos T 

autorreactivos obtienen acceso al tejido, causan procesos inflamatorios, 

desmielinización, degeneración axonal, muerte celular y deterioro neurológico 

(Kawakami et al., 2005). Como resultado de la patología en curso, nuevos 

antígenos son liberados y tienen el potencial de unirse y activar otros linfocitos. 

Este fenómeno es conocido como ―esparcimiento o extensión‖ de los epítopes, lo 

que perpetúa la neuroinflamación y la progresión de la patología (Cross et al., 

1993, Claudio et al., 1995). 

Si los linfocitos autorreactivos contribuyen a la progresión o a la resolución 

de los acontecimientos fisiopatológicos en el sitio de la lesión no está bien 

definido. Esta paradoja puede ser debido a que simultáneamente se activan 

mecanismos regulatorios y/o reparativos con mecanismos neurodestructivos 
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(Walsh y Kipnis, 2011). Existe evidencia que muestra que la activación de los 

linfocitos Th1 específicos de antígenos neurales favorece procesos de remoción 

de restos celulares potencialmente dañinos para la supervivencia neuronal (Fisher 

et al 2001; Kipnis et al., 2005; Moalem et al., 2000). Por otro lado, también se ha 

demostrado que la respuesta adaptativa hacia antígenos neurales promueve la 

pérdida masiva de neuronas (Ankeny et al., 2006; Laspas et al., 2011; Popovich y 

Jones, 2003). Aunque los datos obtenidos de estos estudios son interesantes, es 

importante tener en cuenta que el resultado de la actividad del sistema 

inmunológico después de un daño en el SNC dependerá de la sincronización, 

intensidad y de la integración de las señales moleculares, para lograr una 

respuesta que sea robusta y que esté adecuadamente controlada. 
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Figura 3. Cinética molecular y celular de la respuesta inmunológica después de un daño 

en el SNC, así como los eventos degenerativos secundarios que conducen a la pérdida neuronal. 
A) Los patrones moleculares asociados al daño (DAMPs), como IL-33, HMGB1 y ATP, se liberan 
inmediatamente después de la lesión del SNC. El inflamasoma se activa poco después y produce 

IL-1β. Los neutrófilos llegan horas después de la lesión y permanecen durante varios días, 
mientras que los monocitos comienzan a infiltrarse desde el primer día y permanecen presentes. 
Los linfocitos comienzan a llegar días o semanas después de la lesión. B) Eventos 

neurodegenerativos desencadenados después de la lesión del nervio óptico que conducen a la 
muerte neuronal (Gadani et al., 2015; modificado). 

3.5.- Componentes del sistema nervioso central como antígenos 

neurales. 

La mielina del SNC tiene dos funciones: provee de soporte metabólico al 

axón y permite una rápida transmisión de los potenciales de acción a lo largo del 

axón (Nave 2010). En términos de masa total, la mielina comprende 

aproximadamente el 40% de agua; la masa seca comprende entre 60% y 75% de 

B

) 
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lípidos y entre 15% y 25% de proteínas. El contenido de proteínas incluye la 

proteína básica de mielina (MBP), que es abundante en el SNC, donde 

desempeña un papel crítico en la formación de la mielina compacta; MOG, que es 

específica para el SNC; y proteína proteolipídica (PLP,) que es la proteína más 

abundante en la mielina del SNC (Morell y Quarles, 1999), tanto en  la médula 

espinal como en el nervio óptico (Bettell et al. 2003). Estas proteínas y 

adicionalmente MAG, y la 2',3'-nucleótido cíclico 3'-fosfodiesterasa (CNPase)  son 

las principales moléculas del SNC suceptibles de ser reconocidas como antígenos 

(Ohashi et al., 1995; Sun et al., 1991; Toma et al., 2007; Zamvil et al., 1986). Estas 

moléculas han sido asociadas a enfermedades neurodegenerativas como la 

esclerosis múltiple, el síndrome de Guillain-Barré, la encefalitis experimental 

autoinmune y la neuritis alérgica experimental (Guadarrama-Ortiz et al., 2014; 

Lagumersindez et al., 2009). 

En humanos con desórdenes visuales potencialmente autoinmunes, 

además de detectar anticuerpos contra las proteínas ya mencionadas también se 

han detectado la presencia de autoanticuerpos que reconocen a GADPH 

(Gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa), aldolasa, enolasas α y γ, aquaporina 4 

y colapsina 5 (CRMP5) (Adamus et al., 2011) 

La encefalomielitis experimental autoinmune (EAE) es el modelo preclínico 

más común para la esclerosis múltiple, la enfermedad inflamatoria prototípica del 

SNC que se caracteriza por mecanismos inmunopatológicos y neuropatológicos 

complejos como: inflamación, desmielinización, pérdida axonal y gliosis 
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(Lassmann y Bradl, 2017) que pueden afectar al cerebro, la médula espinal y/o los 

nervios ópticos. La EAE se puede inducir activamente mediante la inmunización 

con varios péptidos de mielina, como las proteínas MOG, MBP y PLP, así como el 

homogeneizado de la médula espinal (SCH) (Robinson et al., 2014). Varios 

modelos de EAE han revelado disfunciones visuales como la neuritis óptica, 

derivadas de daño en el NO, consistente con una fuerte inflamación asociada con 

desmielinización y pérdida axonal (Horstmann et al., 2016).  La neuritis óptica 

asociada a EAE ha sido descrita en cobayos (Onofrj et al., 1992), rata (Balatoni et 

al., 2007) y ratón (Liu et al., 2015; Martín et al., 2006). 

Una característica distintiva del sistema inmunológico es la capacidad para 

discriminar entre lo propio y lo extraño, y de mantener la tolerancia frente a 

antígenos propios. Como resultado de esto, el sistema inmunológico ha 

desarrollado mecanismos que reducen el potencial antigénico de proteínas 

autológas, disminuyendo el número de epítopes capaces de interactuar con el 

HLA en las proteínas extracelulares y en aquéllas que son consideradas como 

ubicuas, comparado con el número de epítopes en las proteínas de tipo 

intracelular (De Groot et al., 2007). 

3.6.- Tolerancia inmunológica y linfocitos T reguladores 

La inmunotolerancia, también conocida como tolerancia inmunológica, es 

un estado activo en el cual el sistema inmunológico previene una autorreactividad 

patológica contra los antígenos propios manteniendo un equilibrio entre activación 

(capacidad de reconocer y eliminar antígenos) e inhibición (limitar las respuestas 
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efectoras potencialmente nocivas) (Gershon y Kondo, 1970). La tolerancia es un 

proceso que ocurre tanto en los linfocitos T como en los linfocitos B; para ambos 

existe una forma de tolerancia central, en los órganos linfoides primarios y una 

periférica en los órganos periféricos o secundarios.  

El mecanismo de tolerancia central se basa en la eliminación en el timo de 

clones autorreactivos por la interacción con antígenos propios presentados por 

moléculas del MHC de las células presentadoras de antígeno (Dyson et al., 1991; 

Kappler et al., 1987). Aunque este mecanismo es altamente efectivo, linfocitos 

capaces de reaccionar contra moléculas propias escapan a la periferia. Por esta 

razón, es necesario que el sistema inmunológico utilice un conjunto adicional de 

mecanismos para mantener la tolerancia. Estos mecanismos operan en la periferia 

del sistema inmunológico en células maduras que circulan en la sangre y linfa y, 

por lo tanto, se denominan tolerancia periférica (Renz y Herz, 1998). Entre los 

mecanismos principales utilizados se encuentran: eliminación, anergia y supresión 

clonal (Hogquist et al., 2005).  

Los linfocitos Tregs mantienen la tolerancia y la homeostasis a través de 

respuestas inmunológicas contra los antígenos propios y no propios (Sakaguchi et 

al., 2008). Esta subpoblación de linfocitos T está definida por la expresión de las 

moléculas CD4+ y CD25+, así como por el factor de transcripción forkhead box P3 

(Foxp3) que es esencial para su desarrollo. Una parte importante de la actividad 

reguladora de esta población se debe a la secreción de las citocinas 

inmunomoduladoras TGF-β e IL-10 (Sakaguchi et al., 2006). Las Treg reguladoras 
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se dividen en dos grupos. El primer grupo desarrolla su función reguladora en el 

timo y se conoce como células Treg naturales (nTreg). El segundo grupo de 

células Treg se diferencia en la periferia, debido a que se desarrollan en respuesta 

a la estimulación con un antígeno específico, se les llama Treg inducibles (iTreg) 

(Abbas et al., 2013) 

Las Tregs utilizan varios mecanismos para mantener a las células T 

efectoras en un estado no responsivo. Cuando el balance entre la regulación y la 

activación se interrumpe y/o cuando se excede un cierto umbral de activación, la 

enfermedad autoinmune se desarrolla (Ankeny y Popovich, 2010). Existe 

evidencia de que la autoinmunidad inducida por el trauma tiene consecuencias 

patológicas, sugiriendo que la lesión traumática del SNC es suficiente para activar 

la autoinmunidad por Th1 (Popovich et al., 1996). 

Existen varios mecanismos posibles mediante los cuales la autoinmunidad 

inducida por el trauma puede contribuir a la patología de las lesiones en el SNC. 

Las células T pueden ejercer efectos directos sobre las neuronas y la glía (Giuliani 

et al., 2003; Gimsa et al., 2004), o efectos indirectos sobre las células del SNC al 

producir citocinas proinflamatorias (p.ej. INF-γ, TNF-α, IL-1β, IL-12. Yang et al., 

2004), quimiocinas (CXCL10, CCL5, CCL2. Jones et al., 2005), o por activación de 

la microglía (Gimsa et al., 2000). La apoptosis de las neuronas y de la glía también 

puede ocurrir por la unión con receptores de muerte, lo cual puede ser mediado 

por células T (Aktas et al., 2005; Yu y Fehlings, 2011). 
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Una estrategia terapéutica atractiva para restablecer la tolerancia y el 

control de la enfermedad es inducir selectivamente Tregs específicas de 

autoantígenos CD4+ CD25+ Foxp3+ (Carbone et al., 2014; MacDonald  et al., 

2016; Rossetti et al., 2015). Numerosos estudios han demostrado el poder de las 

inmunoterapias basadas en Tregs, como se describe a continuación. 

3.7.- Los linfocitos T reguladores tienen un efecto protector en 

modelos de neurodegeneración 

Se sabe que el SNC utiliza varios mecanismos para modular la respuesta 

inmunológica y para limitar el daño tisular inducido por la inflamación. Un objetivo 

importante de la investigación actual es desarrollar nuevas terapias para limitar el 

daño que se genera después de una lesión en el SNC, al inhibir y/o evitar la 

inducción de células T CD4+ autorreactivas (Romano et al., 2019). Una técnica 

para restaurar la tolerancia propia es explotar los mecanismos reguladores 

endógenos como las Tregs específicas de antígeno. 

Hay varios mecanismos mediante los cuales las Tregs median sus efectos 

protectores, incluyendo la producción de citocinas inmunorreguladoras, 

neurotrofinas, y mediante la promoción de un fenotipo regulador en 

microglía/macrófagos (Fujio et al., 2010; Schmetterer et al., 2012). Las Treg 

pueden influir en el microambiente debido a su alta expresión del receptor CD25, 

el cual les permite captar más IL-2, "despojando" a las células circundantes de 

esta citocina (Sojka et al., 2008).  
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Al considerar si existe un mecanismo de supresión dominante utilizado por 

los Treg, es importante comprender que se utilizan diferentes mecanismos de 

forma preferencial para la gran variedad de células diana y microambientes en los 

que actúan los Treg (Romano et al., 2019). En condiciones inflamatorias, los 

monocitos migran hacia el tejido, donde se diferencian en macrófagos residentes 

en el tejido. Los monocitos constituyen el principal tipo celular presente en los 

tejidos inflamados, y su regulación podría ser clave para reducir la inflamación 

crónica. Se ha demostrado que las Tregs actúan directamente sobre los monocitos 

inhibiendo su función de secreción de citocinas, diferenciación y presentación de 

antígenos. Después del co-cultivo con Tregs, los monocitos presentan 

características clásicas de macrófagos M2 (Tiemessen et al., 2007).   

Las Tregs afectan directamente a los neutrófilos limitando su acumulación 

al disminuir la expresión de las quimiocinas, CXCL1 y CXCL2 (Richards et al., 

2010). Además, las Treg también pueden inducir un fenotipo más 

"inmunosupresor" en los neutrófilos, lo que desvía el microambiente hacia uno 

menos inflamatorio. Ha sido reportado que el cocultivo de neutrófilos con Tregs  

favorece la producción de IL-10 y TGF-β y disminuye la liberación de IL-6 

(Lewkowicz et al., 2013). 

Las células Tregs pueden inhibir la actividad de los linfocitos B 

autorreactivos in vitro e in vivo a través de mecanismos  que las suprimen 

directamente, limitando de esta forma la autoinmunidad humoral (Iikuni et al., 

2009). Los linfocitos Tregs naturales inducen apoptosis en las células B mediante 
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la liberación de granzima A, granzima B y perforina (Zhao et al., 2006).  A 

diferencia de las nTreg, el subconjunto de iTreg suprime la respuesta de las 

células B de una manera dependiente del contacto celular que involucra a TGF-β 

pero no citotoxicidad (Xu et al., 2016). 

Se ha demostrado que las Tregs específicas de antígeno son más 

poderosas para suprimir las respuestas aloinmunes in vitro e in vivo en 

comparación con las Tregs expandidas policlonalmente (Putnam et al., 2009). 

La manipulación de las Tregs en modelos animales ha destacado su 

importancia para la atenuación del daño inducido por la inflamación no controlada. 

En modelos de accidente cerebrovascular la disminución de Tregs incrementa el 

área de infarto, asociada con niveles elevados de TNF-α (Liesz et al., 2009). En un 

modelo de lesión traumática de nervio óptico se mostró que la eliminación de 

células Tregs conduce a una respuesta exacerbada de las células T efectoras, 

siendo perjudicial para el tejido lesionado (Walsh et al., 2011). Adicionalmente, se 

ha demostrado que el incremento en la actividad de las Tregs aminora la patología 

en modelos de encefalitis experimental autoinmune, accidente cerebrovascular y 

enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Chen et al., 2013; Ha et al., 2012; 

Lowther y Hafler, 2012; Yu y Fehlings, 2012). 

3.8-. La desviación inmunológica asociada a la cámara anterior del ojo 

como una herramienta potencial para generar linfocitos T reguladores 

específicos de antígeno 
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El ojo es un órgano capaz de generar un estado de inmunotolerancia 

específica y sistémica. Los antígenos introducidos en su cámara anterior de 

manera experimental provocan una forma única de tolerancia inmunológica 

sistémica caracterizada por la supresión específica de antígeno de las respuestas 

Th1 (p. ej. DTH) y Th2 (Niederkorn, 2006). Esta tolerancia es provocada por al 

menos dos poblaciones de Tregs: CD4+ y CD8+ (Lei et al., 2008).  

La DIACA comprende tres fases secuenciales en el ojo, el timo y el bazo. 

La inducción de DIACA comienza cuando se introduce un antígeno en la cámara 

anterior del ojo. Este antígeno es capturado por las células presentadoras de 

antígeno (CPA) F4/80+ ubicadas en el iris y el cuerpo ciliar; monocitos circulantes 

F4/80+ infiltran en la CA del ojo debido a un rápido incremento de las quimiocinas 

CCL2 y CCL7 y a la presencia de TNF-α en el humor acuoso (Pais et al., 2012). 

Posteriormente las CPA entran en la circulación venosa a través de la malla 

trabecular del ojo hacia el timo y el bazo (figura 4) para colaborar en la inducción 

de la tolerancia específica de antígeno (Lin et al., 2005; Niederkorn 2006). 

Aproximadamente 24–48 h después de la inyección de antígenos en la CA, los 

monocitos F4/80+ transportan este antígeno al timo. Allí se generan los timocitos 

CD4-CD8 NK 1.1+, que luego migran a la zona marginal del bazo. El siguiente 

paso en la inducción de DIACA comienza con la migración de los timocitos CD4-

CD8 NK 1.1+ y las CPA oculares F4/80+ hacia la zona marginal del bazo (Wang et 

al., 1997). Esta población de CPA oculares posee tres propiedades principales que 

las hacen únicas: la expresión de CD-1d, la producción elevada de IL-10, IL-13 y 

MIP-2 (proteína inflamatoria de macrófagos 2) y una limitada  expresión de lIL-12 
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(Niederkorn 2009). MIP-2 ayuda en el reclutamiento de células T NK reactivas a 

CD1  CD4+/CD8- o CD4- /CD8 (Faunce et al., 2000; Sonoda et al., 1999).  Las 

células reactivas a CD1 son de suma importancia para el desarrollo de células T 

reguladoras eferentes específicas de antígeno (Nierderkon 2006; Sonoda et al., 

1999; Streilein 2003). Dos tipos de células son capaces de activar a las células T 

NK reactivas a CD1: las CPA oculares y las células B de la zona marginal del 

bazo. Las células activadas T NK CD4+ reactivas a CD1 liberan rápidamente 

grandes cantidades de citocinas inmunomoduladoras que contribuyen a la 

inducción de células T reguladoras. Algunas de estas citocinas son IFN-γ, IL-4, IL-

10 y RANTES (figura 4) (Faunce y Streilein 2002; Nakamura et al., 2003; Streilein 

2003). RANTES es una quimiocina que atrae más CPA y células T CD8+ a la zona 

marginal del bazo (Faunce y Streilein 2002; Nakamura et al., 2003; Nierderkon 

2006; Streilein 2003; Wang et al., 1997). 

Juntas, las CPA F4/80+ derivadas de ojo y las células T NK forman  

agrupaciones multicelulares, que también incluyen células B de la zona marginal, 

células T CD4+, células T CD8+ y células Tγδ abundantes en TGF-β e IL-10 (Lin et 

al., 2005; Streilein 2003). En presencia de TGF-β e IL-10 las CPA procesan los 

antígenos oculares y los liberan en la zona marginal del bazo, donde las células B 

los capturan y los presentan a células T CD8+, que se transformarán en células T 

reguladoras (DOrazio et al., 2000). Después del procesamiento del antígeno 

ocular, las células B proliferan con la finalidad de presentar los péptidos de 

antígeno reprocesados a más células T (Skelsey et al., 2001) que llegarán a ser 

Células Treg  CD4+ (aferentes) y CD8+ (eferentes). 
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Trabajos recientes han mostrado que la inducción de DIACA mediante la 

inoculación de proteolípidos de mielina (MBP y/o MOG) al interior del ojo evita la 

aparición o disminuye la progresión de síntomas de EAE en ratones (Bhowmick et 

al., 2011, Farooq y Hossam, 2013). En un modelo de lesión de médula espinal, la 

inducción de DIACA a componentes neurales, promovió la protección tisular y la 

función motora (Pineda-Rodríguez et al., 2017). 

 

Figura 4. Esquema representativo del mecanismo de acción de la desviación inmunológica 
asociada a la cámara anterior del ojo. La inducción de DIACA depende  de los factores 
inmunoreguladores presentes en el  humor acuosos del ojo, factores como TGF-β (factor de 

crecimiento transformante beta), α-MSH (hormonas estimulantes de melanocitos alfa), VIP (péptido 
intestinal vasoactivo), SOM (somatostatina), CGRP (péptido relacionado con el gen de la 
calcitonina) y TSP (trombospondina) mantienen la homeostasis inmunológica del microambiente 

ocular. Después de que los antígenos son inoculados en la cámara anterior del ojo, son captados 
por las CPA F4/80+, las cuales entran a la circulación sanguínea para dirigirse hacia el timo y /o el 
bazo. En el timo, las células  F4/80+, inducen la generación de NK 1.1+, que posteriormente salen 

del timo y migran hacia el bazo. Las células  NKT y CD4+ interactúan con CD1d, favoreciendo la 
secreción de RANTES,el cual recluta otras células para la generación de células reguladoras en 
DIACA. Por su parte las células B participan en la inducción de DIACA al actuar como APC. 

Finalmente, en el bazo es donde se lleva a cabo la presentación antigénica por medio de una 
sinapsis inmunológica entre las CPA F4/80+ y los linfocitos CD4+, CD8+ células B NKT y γδ, en un 
microambiente regulador (TGF-β e IL-10), que finalmente dará lugar a las células Treg  encargadas 

de suprimir las respuestas Th1 y Th2,  (Vendomèle et al., 2017; modificado). 

http://www.frontiersin.org/people/u/499834
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4.- Justificación 

El sistema nervioso central, presenta una limitada capacidad para 

regenerarse después de que se presenta un daño o una lesión, debido 

principalmente al microambiente generado. Aunque la etiología, la progresión y el 

resultado de las diferentes enfermedades neurodegenerativas, y/o de los 

traumatismos en el SNC son muy variados, comparten el establecimiento de una 

fase de tipo autoinmune en la que los constituyentes derivados del parénquima 

neuronal se reconocen como antígenos y dificultan la resolución de la respuesta 

inflamatoria.  

Se han desarrollado un número creciente de terapias que intentan impulsar, 

modular y/o suprimir la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central. Sin 

embargo, hasta el momento ninguna ha logrado disminuir considerablemente el 

daño generado. Estudios previos en modelos animales han demostrado la 

importancia de las células T reguladoras específicas de antígeno en la atenuación 

de la inflamación del SNC asociada con estas enfermedades. 

Una posible estrategia para modular el sistema inmunológico es la 

inducción de tolerancia a los antígenos del SNC mediante un incremento de 

células Treg específicas de antígeno a través del fenómeno conocido como 

DIACA. 

Dado que DIACA podría utilizarse para suprimir el inicio y la progresión de 

una respuesta auto-reactiva/autoinmune, es necesaria la investigación en el 
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fenómeno de DIACA, las células T reguladoras inducidas y su aplicación en el 

panorama clínico de las enfermedades neurodegenerativas. 
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5.- Hipótesis 

La inducción de la desviación inmunológica asociada a la cámara anterior 

del ojo incrementa el número de células  T reguladoras específicas a antígenos 

neurales atenuando la respuesta inflamatoria generada a partir del trauma, lo que 

favorece la supervivencia de las células ganglionares en la retina. 
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6.- Objetivos 

6.1.- Objetivo general 

Evaluar el efecto neuroprotector de la inducción de la desviación 

inmunológica asociada a la cámara anterior del ojo a antígenos neurales en ratas 

con lesión del nervio óptico. 

6.2.- Objetivos particulares 

1.- Determinar la antigenicidad de diferentes componentes del tejido 

medular derivado de ratas adultas. 

2.- Determinar la capacidad de los diferentes componentes del tejido 

medular para inducir la desviación inmunológica asociada a la cámara anterior 

del ojo. 

3.- Evaluar el efecto de la desviación inmunológica asociada a la cámara 

anterior del ojo a los diferentes componentes del tejido medular sobre la 

supervivencia de las células ganglionares de la retina  

4.- Evaluar el efecto de la desviación inmunológica asociada a la cámara 

anterior del ojo sobre el perfil de los mediadores y el fenotipo de las células 

involucradas en la respuesta inflamatoria en la retina. 
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7.- Materiales y Métodos 

7.1-Animales 

Se trabajó con ratas hembra juveniles y adultas de 4 a 15 semanas de edad 

de la cepa Wistar. La manipulación, alimentación y el cuidado de los animales lo 

realizó personal especializado del bioterio del Instituto de Investigaciones Químico 

Biológicas de la UMSNH. Los animales permanecieron estabulados en 

condiciones controladas de temperatura (22±1ºC) y humedad (44-55%) con un 

ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales recibieron dieta 

sólida estándar  (Rodent Lab Chow 5001, Purina®) y agua ad libitum. Todos los 

experimentos se realizaron siguiendo los lineamientos establecidos por el 

reglamento de la ley general de salud en materia de investigación para la salud 

(Título séptimo: De la investigación que incluya la utilización de animales de 

experimentación) y fueron aprobados por el Comité Institucional para el Cuidado y 

Uso de los Animales de Laboratorio (CICUAL-UNAM, No. de oficio: 

INV/B/RGC/184/17).  

7.2 Diseño experimental 

Para cumplir con los objetivos 1,2 y 3 se emplearon los siguientes grupos 

experimentales de animales seleccionados aleatoriamente: 

Grupo Objetivo 1 Objetivo 2 Objetivo 3 

Vehículo n=10** n=10* N=12** 

HT n=10** n=10* n=12** 

CC n=10** n=10* n=12** 
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** Animales en edad adulta (>post-natal 60; ≥ 250 g de peso) *animales juveniles (post-

natal 30) 

El objetivo 4 se realizó con los grupos experimentales de animales en edad 

adulta vehículo (n=8) y CC (n=8). 

 

La figura 5 muestra el diseño experimental empleado en este trabajo.  

 

 

Figura 5. Representación del diseño experimental que muestra los procesos realizados 

para cumplir con los objetivos del presente proyecto. 

CAM n=10** n=10* n=12** 

BSA n=10** n=10* n=12** 
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7.3.- Inducción post-lesión de  la tolerancia inmunológica mediante 

desviación inmunitaria asociada a la cámara anterior del ojo 

Ratas de 60 días de edad (≥ 250 g de peso) fueron profundamente 

anestesiadas por vía intraperitoneal (i.p.) con una mezcla de ketamina/ clorhidrato 

de xilacina (75 μg/kg y 8 μg/kg de peso corporal, respectivamente). Cinco minutos 

después de realizar la lesión del NO, un volumen de 10 µL de HT, CC o CAM  (6 

µg/µl)  (Pelayo et al., 2015) fue inyectado en ambos ojos. Como control se utilizó 

un grupo inoculado únicamente con vehículo (PBS). La inyección en la cámara 

anterior se realizó bajo microscopio estereoscópico mediante el uso de una 

jeringa Hamilton y el volumen se liberó manualmente con una velocidad 

aproximada de 1µl/seg (Farooq y Hossam, 2013). Una vez terminada la cirugía, 

se administró localmente antibiótico (neomicina y polimixina B). Después de que 

los animales se recuperaron de la anestesia y durante los siguientes tres días 

fueron monitoreados y recibieron una dosis diaria de analgésico 

7.4.- Lesión por compresión del nervio óptico  

Previa asepsia de la región ocular los animales fueron sometidos a una 

cantotomía lateral en el ojo izquierdo, para exponer el nervio óptico. Usando unas 

pizas calibradas de auto-cierre marca Dumont  (Walsh et al., 2014), el nervio 

óptico fue comprimido durante 5 segundos a una distancia de 1-3 mm del ojo. Una 

vez terminada la cirugía, se administró localmente antibiótico (neomicina y 
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polimixina B). Después de que los animales se recuperaron de la anestesia y 

durante los siguientes tres días fueron monitoreados y recibieron una dosis diaria 

de analgésico oral (Tempra pediátrico 12.12 mg/kg de peso corporal) (Moalem et 

al., 2000). 

7.5.- Evaluación de la supervivencia de células ganglionares de la 

retina. 

La cuantificación del número de CGR sobrevivientes, las retinas fueron 

permeabilizadas con tritón x-100 al 0.5% en PBS (PBT) y posteriormente fueron 

incubadas durante 96 hrs a 4°C con el anticuerpo anti-Brn3a levantado en cabra 

(diluido 1:100 anti-Brn3a C-20; Santa- Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) 

en suero de caballo al 0.5% en PBT). Posteriormente las retinas fueron incubadas 

durante dos hrs con anticuerpo secundario acoplado a biotina (1:500). Al término 

de este procedimiento el tejido fue lavado con PBT e incubado en 

diaminobencidina como cromógeno en presencia de peróxido y buffer para 

desarrollar la reacción enzimática (Vector Stain Kit). Finalmente el tejido fue 

montado en portaobjetos con PBS/glicerol 80% (Nadal-Nicolás et al., 2009). 

 

La foto documentación de cada retina fue realizada mediante microscopio 

Leica DM3000 y el programa Leica Application Suite. Se obtuvieron doce 

fotografías, 4 por cada área de la retina a una magnificación de 400X.. El conteo 

de células positivas a Brn3a se realizó con la ayuda del programa ImageJ.  
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8. - Resultados 

CAPITULO I 
 

Anterior chamber associated immune deviation to cytosolic 
neural antigens avoids self-reactivity after optic nerve injury and 

polarizes the retinal 
environment to an anti-inflammatory profile. 
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9.- Resultados adicionales 

9.1.- Efecto de la desviación inmunológica asociada a la cámara 

anterior del ojo inducida posterior a la lesión en el nervio óptico sobre la 

supervivencia de las células ganglionares de la retina. 

De acuerdo con nuestros resultados la inducción de DIACA favorece la 

supervivencia de las CGR, cuando la inducción de la tolerancia es previa a la 

lesión del NO. Por lo tanto, se decidió evaluar el efecto que tiene la inducción de 

DIACA posterior a la lesión. Cinco minutos después de la lesión se inocularon las 

fracciones en la cámara anterior y las ratas fueron sacrificadas a los 7 días 

posteriores a la lesión y la retina fue disecada para su análisis. Los resultados 

muestran que los grupos inoculados con las diferentes fracciones (HT, CC y CAM) 

no presentaron diferencias en el número de CGR sobrevivientes al trauma 

comparado con el grupo inoculado con el vehículo, como se puede observar en la 

figura 6A. Así mismo, con el objetivo de evaluar si la inducción de la tolerancia 

podría reducir la pérdida de las CGR de forma particular para cada región de la 

retina se cuantificaron las CGR Brn3a+ en cada una de las diferentes áreas 

(central, media y periférica); sin embargo los resultados mostraron que no hay 

cambios en el número de CGR supervivientes en las diferentes áreas de la retina 

(figura 6B).  
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Figura 6. Efecto de la inducción post-lesión de DIACA (HT, CCE y CAM) sobre la 
supervivencia de CGR. A) La gráfica muestra el conteo total de CGR en animales control e 

inmunotolerantes evaluado a los 7 días post-lesión. B) Las gráficas muestran el conteo realizado 
en las diferentes áreas de la retina (central, media y periferia). Se grafican promedios  ± SD, n=5 
animales por grupo. 
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10.- Discusión general 

El presente proyecto tuvo como objetivo central diseñar una estrategia 

capaz de proteger estructuralmente el tejido nervioso después de una lesión 

traumática con el propósito final de preservar su función después del daño. La 

propuesta consiste en inducir inmunotolerancia a antígenos neurales a través de 

DIACA. Los resultados obtenidos muestran que la inducción de DIACA genera un 

microambiente antinflamatorio que favorece la supervivencia de las CGR después 

de una lesión en el nervio óptico en ratas de la cepa Wistar. 

El homogenado de médula espinal contiene múltiples componentes que son 

ricos en mielina y contienen algunos proteoglicanos inhibidores del crecimiento 

axonal. Las diferentes fracciones enriquecidas en componentes asociados a la 

membrana (CAM), en componentes citosólicos (CC) o bien donde están todos los 

posibles antígenos presentes de la médula espinal (HT), fueron evaluadas para 

determinar la capacidad de estos para actuar como antígenos. Las pruebas de 

DTH utilizando las diferentes fracciones nos permitieron observar que todos los 

componentes neuronales de la médula espinal de ratas sanas tienen la capacidad 

de ser reconocidos como antígenos, siendo la fracción CC la que presentó mayor 

antigenicidad; incluso ligeramente más que HT, esto debido quizás a que CC 

contiene componentes (solubles) que son más rápidamente procesados por las 

CPA y por ende son prontamente reconocidos por los linfocitos T (Odoardi et al., 

2007). Este resultado fue contrario a lo que se esperaba, ya que de acuerdo a la 

ubicación celular (membrana) y por ende la asociación con lípidos, y a la 
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presencia de proteínas como MBP, MOG, PLP, MAG de la fracción CAM se 

pensaba que ésta sería la que presentaría mayor antigenicidad (Quarles et al., 

2006).  

La inyección de antígenos en la CA del ojo genera tolerancia inmunológica 

sistémica hacia dichos antígenos. La inducción de tolerancia inmunológica 

inducida a través de DIACA fue evaluada mediante la prueba DTH. Esta prueba 

genera una respuesta de inflamación específica de antígeno mediada por linfocitos 

Th1 (Farooq y Hossam, 2013). Se ha reportado que DIACA suprime la respuesta 

Th1 específica de antígeno (Streilen, 2003). Los resultados mostraron que la 

inducción de DIACA con inóculos sumamente complejos en su composición como 

lo son el homogenado de componentes medulares (HT) y las fracciones 

enriquecidas en proteínas (CC y CAM) se realizó de forma eficaz. Una amplia 

variedad de antígenos han sido usados para inducir DIACA, muchos de ellos 

comparten la propiedad de ser moléculas de superficie celular o de estar 

covalentemente unidos a la célula (Nierderkon et al., 1981; Streilen et al., 1980;  

Waldrep y Kaplan, 1983; Whittum et al., 1983); también han sido documentada la 

inducción de DIACA con antígenos solubles (Cui et al., 2009; Farooq et al., 2014; 

Mizuno et al, 1989 ) indicando que la solubilidad de los antígenos no es una 

característica crítica para la inducción (Mizuno  et al., 1989) . Un estudio previo ha 

reportado la inducción de tolerancia a dos proteínas derivadas de la mielina: MOG 

y MBP utilizando los antígenos solos o en co-inyección en la CA (Bhowmick et al., 

2011). Sin embargo, en el contexto de la patología secundaria a una lesión se 

consideró que es más eficiente generar inmunotolerancia a múltiples 
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autoantígenos que pueden estar presentes en el sitio del daño. El estado de 

inmunotolerancia generado a través de DIACA origina dos poblaciones de células 

iTregs específicas de antígeno: CD4+ y CD8+ (Niederkorn, 2006). Dado que en el 

modelo diversos componentes del parénquima son reconocidos como antígenos, 

las Tregs específicas de antígeno pueden llevar a cabo la supresión directa de la 

función efectora de células T CD4+ y CD8+.  

La inducción de DIACA favoreció la supervivencia de CGR a los 7 y 14 días 

en animales con lesión del nervio óptico. A los 7 días después de la lesión, los 

animales inoculados en la CA con la fracción CC mostraron mayor número de 

CGR sobrevivientes, Brn3a+. Se ha reportado que la muerte de CGR no es 

instantánea, es un proceso dinámico que dura varios días (Peinado et al., 1996, 

Chidlow et al., 2005). Se sabe que Brn3a estimula la expresión de las proteínas 

anti-apoptóticas Bcl-2 y Bcl-x y protege a las células neuronales de la apoptosis, y 

solo se expresa en la célula vivas (Sugars et al., 2001; Nadal-Nicolás et al., 2009). 

Un estudio realizado por Sánchez y colaboradores en el 2015 (Sánchez-Migallón 

et al., 2016) indica que la expresión de Brn3a declina cuando las CGR expresan 

caspasa 3 activa; sugiriendo que mientras las células expresen ese factor de 

transcripción aún están viables. A los 14 días después de la lesión las retinas de 

los animales inmunotolerantes a CC también presentaron mayor número de CGR 

supervivientes. Si bien la terapia neuroprotectora propuesta no impide que un gran 

porcentaje de CGR sean pérdidas, permite que exista una ventana de tiempo que 

puede ser aprovechada. Los animales inmunotolerantes a HT y CAM no 

favorecieron la sobrevivencia de CGR después de la lesión; esto puede ser debido 
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a que la fracción de CC tiene la capacidad de inducir mayor expresión del factor 

de transcripción Foxp3. Se sabe que Foxp3 es indispensable para la 

diferenciación y función de las células T reguladoras, lo cual puede sugerir que los 

animales inmunotolerantes a CC tienen un mayor número de células Treg (Hori et 

al., 2003) o bien, que esta mayor expresión de Foxp3 estimula la producción de 

citocinas antiinflamatorias (Fontenot et al., 2003). Se sabe que la degeneración en 

la retina inicia con la muerte de las CGR del área periférica  (Parrila-Reverte et al., 

2009). El análisis de supervivencia de CGR por áreas (datos no mostrados) indicó 

que la inducción de DIACA-CC favoreció la supervivencia en la áreas central y 

media  que se sabe son sitios donde reside la agudeza visual  . A los 7 días post-

lesión, mientras que a los 14 las tres áreas presentaron un número mayor de CGR 

sobrevivientes; de esta forma se puede pensar que hay un retraso espacio-

temporal en la muerte de CGR en los animales inmunotolerantes.  

Diversos estudios han reportado que el efecto neuroprotector  de las 

terapias depende ampliamente del período en el cual son aplicadas (Lowestein et 

al., 2003; Robinson et al., 2014; Scheter et al., 2009). En el caso de los resultados 

obtenidos en la inducción post-lesión de DIACA podemos inferir que la inducción 

posterior a la lesión retarda la generación de Tregs y de las citocinas 

antiinflamatorias que producen, sin embargo más estudios son necesarios. 

Alrededor de 48 h después de la inoculación se generan las células Treg (Wang et 

al., 1997) tiempo en el cual, cuantiosos mediadores proinflamatorios ya ha 

alcanzado su pico máximo (figura 3 A), sin que aun halla efecto del ambiente 

inmunoregulador promovido por DIACA. Más estudios son necesarios para 
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concluir el efecto de la inducción de DIACA (antígenos neurales) posterior a una 

lesión en el SNC. 

Adamus y colaboradores en el 2011 realizaron un estudio en 209 pacientes 

donde determinaron que el repertorio de autoanticuerpos contra el nervio óptico 

difería de los anticuerpos antirretinales. Encontrando además, que un número 

mayor de pacientes con retinopatías autoinmunes presentan anticuerpos contra 

proteínas de la vía glucolítica (enolasa, aldolasa), GAPDH, y la proteína citosólica 

CRMP5 (Adamus et al., 2011); lo cual puede sugerir que la neuroprotección 

observada en la retina está relacionada con la especificidad de los anticuerpos 

generados a partir de DIACA. Lo cual sugiere que estudios adicionales deben ser 

realizados a nivel de nervio óptico en animales inmunotolerantes a la fracción 

CAM.  

Las citocinas son un grupo de polipéptidos que están generalmente 

asociados con la inflamación, la activación inmunológica y la diferenciación o 

muerte celular, e incluye interleucinas, interferones, factores de necrosis tumoral, 

quimiocinas y factores de crecimiento (Barone y Feuerstein, 1999; Del Zoppo et 

al., 2000). Numerosas citocinas proinflamatorias son inducidas de forma rápida 

después de un daño en el SNC, y son expresadas en un patrón espacio-temporal 

consistente con su participación en la subsecuente muerte neuronal. 

Los resultados obtenidos muestran que la inducción de DIACA con CC 

generó un ambiente predominantemente antiinflamatorio en la retina en animales 

con lesión del nervio óptico; tanto a los 2 como a los 7 días post-lesión se 
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observaron incrementos importantes de las citocinas IL-4, IL-10, y TGF-B. Está 

documentado que dichas citocinas actúan como reguladores y moduladores de la 

respuesta inmunológica después de un daño, lo que favorece la sobrevivencia 

celular (Sawada et al., 1995; Bethea et al., 1999; Doherty et al., 1999; Sholl-

Franco et al., 2001; Lee et al., 2010). Así mismo también se observó un 

incremento de IL-6 en los animales con DIACA a los 7 días después de la lesión. 

La IL-6 a menudo se induce junto con las citocinas proinflamatorias TNF-α e IL-1, 

sin embargo, cabe destacar que también puede ser considerada una citocina 

antiinflamatoria ya que tiene un papel crítico controlando la extensión de las 

respuestas inflamatorias agudas locales o sistémicas (Xing et al., 1998). Además, 

existen algunos reportes de que la presencia de IL-6 es necesaria para la 

diferenciación de varias subpoblaciones de células T CD4+; inhibe la 

diferenciación hacia un fenotipo Th1, vía SOCS1. IL-6 promueve también la 

producción de IL-4, polarizando el ambiente hacia un fenotipo Th2 (Rincon  et al., 

1997).  En macrófagos humano, IL-6 induce un perfil de citocinas antiinflamatorio 

por un aumento en la reducción de IL-4 e IL-10 (Frisdal et al., 2001). Además 

existen algunos reportes de que la presencia de IL-6 tiene efectos 

neuroprotectores, ya que en lesiones cerebrales juega un papel importante en la 

protección de las neuronas colinérgicas y es un importante inhibidor de la muerte 

neuronal  durante la isquemia (Toulmond et al., 1992; Loddick et al., 1998; Carlson 

et al.,  1999; Ali et al., 2000). En el caso de la expresión de las citocinas 

proinflamatorias se observó un incremento de TNF- a los 7 días post-lesión y de 

IL-1 a los 2 días post-lesión. TNF- es una citocina proinflamatoria, sin embargo, 
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varios estudios in vitro reportan acciones neuroprotectoras en cultivos de neuronas 

y en cortes de cerebro (Carlson et al., 1999; Bruce et al., 1996); IL-1 es 

rápidamente liberada por la microglía en respuesta a un daño. Las acciones de IL-

1 en el SNC son diversas e incluyen la inducción de factores de crecimiento, 

reducción de neurodegeneración inducida por aminoácidos excitatorios (Strijbos et 

al., 1995). La expresión de INF- se vio incrementada a los 2 y 7 días post-lesión; 

se sabe que esta citocina activa a los macrófagos y estimula su capacidad 

fagocitaria, favoreciendo de esta forma la eliminación de células muertas y restos 

celulares; además el incremento de INF- también puede estar relacionado a que 

es necesario para que las células Treg CD8+ generadas en DIACA ejerzan su 

función reguladora (Paunicka et al., 2011). 

Otras moléculas que mostraron una expresión diferencial por la inducción 

de DIACA con CC, fueron los factores neurotróficos. La expresión de BDNF se 

incrementó a los 2 días después de la lesión y disminuyó su expresión a los 7 

días, postlesión. Se sabe que BDNF es una neurotrofina esencial para la 

sobrevivencia neuronal; la sobreexpresión de BDNF protege a las CGR después 

de una lesión en el nervio óptico (Feng et al., 2017). Por otro lado, BDNF puede 

tener también efectos proapoptóticos a través de la unión con el receptor p75, así 

como efectos indirectos con otras neuronas o sobre la glía (Greenberg et al., 

2009).  De esta forma la expresión de BDNF puede estar promoviendo la 

sobrevivencia de las CGR durante los primeros días después del daño y en los 

días posteriores regular la muerte celular por apoptosis, lo cual es congruente con 

la regulación a la baja de la expresión de caspasa 3 obtenida también en este 
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trabajo. Otra neurotrofina que presentó un incremento en la expresión al día 7 

postlesión en animales inmuntolerantes a CC fue NT4. Se sabe que la 

administración intraocular de NT4 tiene un efecto neuroprotector en la 

supervivencia de las CGR después de la axotomía del nervio óptico (Peinado et 

al., 1996). Otro resultado obtenido es la expresión de la oncomodulina (un factor 

de crecimiento atípico producto de los neutrófilos), la cual disminuyó a los 7 días 

post-lesión en el grupo de animales inmunotolerantes a CC. La oncomodulina es 

un factor potente que promueve el crecimiento axonal y también es producida por 

macrófagos inflamatorios (M1) después de la lesión del SNC (Yin et al., 2006).  

Dado que la oncomodulina promueve el recrecimiento de axones in vitro e in vivo, 

parece imperativo medir los niveles de expresión directamente en el nervio óptico 

en futuros estudios. 

La expresión de caspasa 3 y Bcl2 también fue estudiada con la finalidad de 

saber si la terapia con DIACA, es capaz de retardar la muerte celular por 

apoptosis. Los resultados obtenidos indican que DIACA disminuyó la expresión de 

caspasa 3 a los 7 días postlesión del nervio óptico, sin embargo, la expresión de 

Bcl2 no se vio modificada en este período de tiempo. Dado que Bcl2 es una 

molécula que participa en la vía intrínseca de la apoptosis, es posible que alguna 

molécula reguladora de la vía extrínseca de la apoptosis como la caspasa 

iniciadora 8 si se vea regulada a la baja con el tratamiento.  

La inducción de DIACA generó un incremento en la expresión del factor de 

transcripción Foxp3 en la retina a los 7 días después de la lesión en el nervio 
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óptico, mientras que en el día dos después del daño, no se presentó este 

incremento. El aumento de Foxp3 como se sugirió anteriormente puede ser debido 

a un incremento en la población de células Treg, inducidas a partir de DIACA. 

Dado que en DIACA se generan dos poblaciones de células T CD25+ Foxp3: 

CD4+ y CD8+, la población de Tregs CD25+CD8+ Foxp3+ es factible que sea la 

se encuentra incrementada, esto debido a estas células son las que se encuentra 

suprimiendo la actividad de las células efectoras de la inmunidad adaptativa ya 

presentes en el sitio del daño (Golshayan  et al., 2007). El incremento de Foxp3 al 

día 7 post- trauma, correlaciona bien con los aumentos en la expresión de las 

citocinas antiinflamatorias encontrados en este mismo lapso de tiempo, sin 

embargo, la presencia de estas citocinas durante la fase temprana de la lesión y el 

no incremento de Foxp3, sugieren que células de la inmunidad innata o células de 

la glía son las que se encuentran secretando IL-4, TGF- e IL-6.  

Una población de células del sistema inmunológico que ha adquirido gran 

relevancia en las patologías relacionada con el SNC son los macrófagos (Shchter 

et al., 2009; Shchter y Schwartz 2013; Raposo et al., 2014). En general, se cree 

que los macrófagos desempeñan funciones benéficas, como la orquestación de 

las respuestas de cicatrización de heridas y la eliminación de restos celulares, la 

correcta resolución de la respuesta inflamatoria, la promoción de la angiogénesis, 

la formación de cicatrices y la secreción de factores de crecimiento (Brancato y 

Albina, 2011; Koh y DiPietro, 2011; Werner y Grose, 2003). Por lo tanto, se decidió 

medir la expresión de CD68 un marcador específico de esta población de células. 

La expresión de CD68 se incrementó hasta el día 7 post-lesión en la retina de 
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animales inmunotolerantes, mientras que al día 2 no se presentaron cambios 

considerables en cuanto a su expresión. Esto indica que la población de 

macrófagos se ve incrementada de forma conjunta con las células Treg Foxp3. 

Para determinar el fenotipo de los macrófagos presentes en la retina, se midió la 

expresión del marcador de macrófagos M2 (antiinflamatorios), Arginasa 1. La 

expresión de este marcador se vio incrementada de igual forma hasta el día 7 

después de la lesión en el nervio óptico, lo que indica que la población de 

macrófagos presentes en este período de tiempo corresponde al tipo M2, los 

cuales tienen como función principal favorecer la resolución de la respuesta 

inflamatoria. Al igual que las células Treg Foxp3, estos macrófagos M2 también 

pueden estar promoviendo el predominio del ambiente antiinflamatorio. Sin 

embargo al no presentarse incrementos en CD68 y arginasa 1 al día 2  post-

lesión, aún  queda por dilucidar qué tipo de células son las responsables de 

generar el ambiente antiinflamatorio presente en esta etapa. 

En conjunto los resultados obtenidos indican que la inducción de DIACA 

promueve un ambiente antinflamatorio después de una lesión traumática en el 

nervio óptico, lo que favorece la supervivencia de la CGR en la retina; el 

mecanismo y el tipo de células que participan para favorecer la neuroprotección de 

las CGR aún debe de ser elucidado por completo; sin embargo, varias moléculas y 

su posible relación con este fenómeno han sido aportados en este proyecto. 
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Figura 7. Representación esquemática de los mecanismos de acción de la tolerancia 
inmunológica y su efecto protector a los 2, 7 y 14  días después de una lesión del nervio óptico. Se 
muestra el microambiente, el tipo celular y las biomoléculas presentes de acuerdo con los 
resultados obtenidos en el presente trabajo. 
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11.- Conclusión 

La inducción de la Desviación Inmunitaria Asociada a la Cámara anterior del 

ojo tiene un efecto neuroprotector sobre la supervivencia de las CGR de la retina, 

esto debido a que DIACA promueve la generación de un ambiente antiinflamatorio 

y favorece la generación de células Treg Foxp3 y de macrófagos M2. 
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12.- Anexo 

12.1 ¿Qué nos protege de nuestro sistema inmunológico? 
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