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1.- Resumen General

El sistema nervioso central (SNC) de mamiferos en edad adulta, tiene un
pobre prondstico de reparacion después de una lesion traumatica, 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 investigacion fue
evaluar el efecto de la tolerancia inmunolégica a antigenos neurales como
estrategia neuroprotectora en ratas con lesion del nervio Optico. En el presente
trabajo se indujo tolerancia a componentes neurales (extraidos de la médula
espinal) via desviacion inmunolégica asociada a la camara anterior del ojo
(DIACA) con la finalidad de modular la respuesta inmunoldgica que se presenta
posterior a una lesion en el SNC. Para inducir DIACA se seleccionaron tres
fracciones de componentes neurales: HT (homogenado total), CC (componentes
citosdlicos) y CAM (componentes asociados a la membrana). El efecto
neuroprotector de las diferentes fracciones de antigenos neurales se cuantifico
mediante la supervivencia de las células ganglionares en la retina (CGR)
inmunorreactivas al factor de transcripcién Brn3a. Los resultados muestran que los
grupos inoculados con CC presentaron una mayor supervivencia de CGR que los
demds grupos, a los 7 y 14 dias postlesion. Tanto a los 2 como a los 7 dias
después de la lesion se presentd un sustancial incremento en la expresion de
citocinas antiinflamatorias como TGF-B, 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 dias post-lesidn el grupo inoculado
con antigenos neurales presentd un incremento en la expresion de marcadores de
fenotipo regulador como Foxp3 (linfocitos) y fenotipo antinflamatorio como Argl
(macréfagos). Ademas, la induccion de DIACA provocé la expresion diferencial de
los factores neurotréficos estudiados a los 2 dias (BDNF) y 7 dias postlesién (NT4,
BDNF y oncomodulina). En conjunto, los resultados obtenidos permiten concluir
que la induccion de DIACA con antigenos neurales tiene un efecto neuroprotector

sobre las CGR después de una lesion del nervio 6ptico.

Palabras Claves: Retina, Dafo, Neuroproteccion, 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-(, 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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Argl (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.- Introduccién General

Una vez que se presenta un dafio en el sistema nervioso central (SNC) el
sistema inmunoldgico sistémico desencadena una serie de respuestas celulares
que lejos de favorecer la reparacion del tejido, extienden la lesion espacial y
temporalmente (Ankeny y Popovich, 2009). En principio, las células del sistema
inmunoldgico promueven eventos de cicatrizacion y secretan factores tréficos que
apoyan la recuperacion tisular. Sin embargo, estos efectos benéficos pueden ser
enmascarados por el exceso de moléculas toxicas producidas por estas mismas
células que dafian el tejido intacto que en un principio no sufrié dafio (Popovich y
McTigue 2009). A pesar de los mudltiples esfuerzos realizados para tratar las
lesiones en el SNC durante las Ultimas décadas, hasta el momento no existe un
tratamiento eficaz capaz de permitir la reparacion tisular y la consecuente
recuperacion de las funciones perdidas. Este fracaso en el modelo actual, ha
hecho que se busquen hipétesis alternativas basadas en la modulacion del
sistema inmunoldgico. Dado que la patologia degenerativa después de una lesion
al SNC incluye un fuerte componente inflamatorio desencadenado por la
reactividad contra mditiples componentes derivados del tejido dafado, el presente
trabajo evalu6 como estrategia neuroprotectora la modulacién de la respuesta
inflamatoria a través de la induccion de DIACA a antigenos neurales. Para evaluar
el efecto neuroprotector de las diferentes fracciones de antigenos neurales se
cuantifico el numero de CGR inmunorreactivas al factor de transcripcion brain-
specific homeobox/pou domain protein 3A (Brn3a). Adicionalmente, se caracterizd

el perfil inflamatorio en la retina mediante la expresion de mediadores de la
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respuesta inflamatoria (TNF-a, IL-1B, INF-y, iNOS, IL-6, IL-4, IL-10 y TGF-B). Para
determinar el tipo de células involucradas en la regulacion del ambiente
inflamatorio se evaluaron marcadores de fenotipo de células del sistema del
sistema inmunoldgico (Foxp3, CD68 y Argl). Ademas, en un intento por
determinar el mecanismo de accion de la DIACA para favorecer la supervivencia
de las CGR, el presente trabajo evalud la expresion de factores neurotroficos
(BDNF, NT3 Y NT4), factores de supervivencia (Bcl-2 y oncomodulina) y muerte
(caspasa-3) durante los dias 2 y 7 post-lesién. Los resultados obtenidos muestran
gue la induccién de DIACA favorece la supervivencia de las CGR; este efecto esta
mediado por la regulacion de la respuesta inflamatoria, asi como por la expresion

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

3.1.- Aspectos generales del sistema inmunolégico

El sistema inmunoldgico esta formado por una red de moléculas, células y
tejidos que interactian entre si para reconocer, neutralizar y eliminar cualquier
amenaza que ponga en peligro la integridad de los seres vivos (Nicholson, 2016).
Una caracteristica distintiva del sistema inmunolégico es la capacidad para
discriminar entre lo propio y lo extrafio, y de mantener la tolerancia frente a
antigenos propios, asi como de generar una respuesta inmunolégica eficaz contra
patdgenos y células malignas. La respuesta inmunolégica se puede dividir en dos
grandes tipos: la innata, que actia inmediatamente y posee especificidad limitada
y la adaptativa, que depende del tipo de antigeno, es extremadamente especifica
y tiene memoria de largo plazo (Vivier y Malissen, 2005). Si bien las respuestas
innata y adaptativa son fundamentalmente diferentes en sus mecanismos de
accion, la sinergia entre ellas es esencial para una respuesta totalmente efectiva

(Chaplin, 2010).

El sistema inmunolégico 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 dafio tisular (DAMPSs) o asociados a patdogenos
(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 secrecion 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
atraccion y migracion de leucocitos a la zona de infeccion o dafio. Los leucocitos
que participan en la respuesta inmunolégica innata son los monocitos,
macrofagos, células NK, neutréfilos, eosindfilos, basofilos, mastocitos y células
dendriticas. La respuesta adaptativa tiene como leucocitos efectores a los
linfocitos T y B. Estas células presentan en su superficie celular a receptores
especificos de antigeno (TCR y BCR, respectivamente). Los linfocitos T reconocen
a los antigenos presentados por moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad tipo | y Il y se diferencian en linfocitos citotoxicos (CD8+) y

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

Los linfocitos Th desempefian un papel clave en la respuesta inmunoldgica
adaptativa ejerciendo un amplio espectro de funciones: regulan tanto la respuesta
celular citotoxica, como la produccion de anticuerpos dependiente de linfocitos B,
interactian con los componentes del sistema inmunolégico innato y responden a
los estimulos de las células dendriticas presentadoras de antigenos. Dependiendo
de la intensidad de la estimulacion y la presencia de ciertas citocinas y otros
factores, las células T CD4 + pueden diferenciarse en varias subpoblaciones de
células T (Thl, Th2, Thl7, Treg, asi como subtipos menos estudiados, como Tfh,
Th9 y Th22) con funciones y propiedades especificas (lvanova y Orekhov, 2015).
Esta especializacion funcional estd regulada por una serie de factores de

transcripcién que se activan en respuesta a estimulos especfficos y promueven la
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expresion de distintos patrones de citocinas y moléculas de superficie,

presentados en la figura 1.

Linfocito T naive

Tfh
IL-22
STAT3
Bclé
Treg
TGF-p RORyT
Foxp3 — . )
P Th1 A Th2 s o
TNF-a c’ ) IL-S
INF-y N e
\ /"
~ T-bet 7 GATA3

Figura 1. Representacion esquematica de los subtipos en los que se diferencian los
linfocitos T después de la presentacion del antigeno, asi como las citocinas que secretan (en rojo)
y los factores de transcripcién 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-y (Interferon gamma), STAT3 (Signal transducer and activator of transcription 3),
RORyT (retineic-acid-receptor-related orphan nuclear receptor gamma), T-bet (T-box transcription
factor), TGF-B (factor de crecimiento transformante beta) Th (Linfocitos T cooperadores)
Tth(Linfocitos cooperadores foliculares), TNF-a (factor de necrosis tumoral alfa) Tregs (linfocitos T
reguladores) (lvanova y Orekhov, 2015; modificado).

Los linfocitos B son responsables de la inmunidad humoral. Su funcién
principal es la defensa del hospedero contra microorganismos por medio de la
secrecion de anticuerpos que reconocen las moléculas antigénicas de los
patégenos. También tienen otras funciones como la presentacion de antigenos a

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

2016).

3.2 Laretinay el nervio 6ptico como parte del sistema nervioso central
El nervio optico (NO) y la retina representan un ejemplo clasico de una via
del SNC que no se regenera después de una lesion. A pesar de su localizacién
periférica se desarrollan a partir de tejido diencefalico durante etapas tempranas
del desarrollo embrionario (Dowling, 2002). Como consecuencia, las fibras del NO

estan 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 0 neuro-retina). La retina es
uno de los tejidos mas activos del cuerpo desde un punto de vista metabdlico. Su
funcion principal es la de transformar la energia luminosa en impulsos eléctricos y
energia quimica que permitan el proceso de la vision (Dowling, 1987). En la retina,
cinco tipos principales de neuronas (fotorreceptores, células bipolares, células
horizontales, células amacrinas y CGR) estan conectadas para formar una de las
placas de circuitos mas 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 sefal eléctrica que se transmite a través de otras neuronas de la retina al

nervio opticoy luego al cerebro (Masland, 2012; Sakata, 2009).
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Célula ganglionar

Célula amacrina

Célula bipolar

Célula horizontal

Célula fotorreceptora:
cono

Célula fotorreceptora:
baston

Célula del epitelio
pigmentario

Figura 2. Representacién esquemética de la organizacion de las células de la retina. La
retina se ubica entre la coroides y el cuerpo \treo. Se divide en dos porciones, el epitelio
pigmentario retinal (proximo a la coroides) y la retina neurosensorial (proxima al vitreo). En el
esquema se muestra la distribucion en capas de las distintas células que conforman la retina
(Masland, 2012; Sakata, 2009).
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El NO estd 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
optico, terminando en el nacleo geniculado lateral talamico y en el coliculo superior
mesencefalico, desde donde la informacion se transmite a la corteza visual

(Remington y Goodwin, 2011).

La lesiéon del NO es un modelo ampliamente utilizado para evaluar los
eventos degenerativos y regenerativos después de una lesion en el SNC de
mamiferos. La lesién del NO provee condiciones experimentales favorables entre
las que se encuentran: i) la lesién afecta la poblacion entera de las CGR, ii) el curso
temporal de la degeneracion de las CGR esta bien establecido, iii) es un modelo de
lesiobn poco invasivo que permite la pronta recuperacion 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 lesién traumatica del SNC (Berry et al.,
2008; Galindo-Romero et al., 2011) regeneracion (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 degeneracion retiniana (Garcia-Ayuso et al., 2013;

Montalban-Soler et al., 2012).

3.3.- Lesiones en el sistema nervioso central
La funcion normal del sistema nervioso se basa en un patron complejo y

preciso de conexiones entre muchos miles de millones de células nerviosas. El
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dafio axonal en el SNC de los mamiferos inicia un proceso de degeneracion en el
sitio daflado que ocasiona que las fibras dafiadas no se reconecten, lo que
provoca eventualmente la muerte de sus correspondientes cuerpos celulares
(Ramon y Cajal, 1991). Ademas, las fibras que no sufrieron dafio directo, pero que
se localizan en la vecindad de las neuronas dafiadas sufren degeneracion
secundaria (Faden et al., 1993; Lynch y Dawson, 1994; Yoles y Schwartz, 1998).
Esta extension progresiva del dafio resulta de un proceso que inicia pocos minutos
después de que se produce la lesion y continda por dias o semanas (Faden et al.,
1993; Yoles y Schwartz, 1998). Entre los mecanismos relacionados que provocan
la extension del dafio se encuentran la creacion de un entorno neurotoxico que
incluye la perfusiébn microvascular, la liberacion de radicales libres, niveles
excitotoxicos de neurotransmisores, alteraciones de la concentracion ionica
(Faden et al., 1993; Hovda et al., 1991; Yoles et al., 1992; Yoshino et al., 1991),
formacion de la cicatriz glial, destruccion de mielina, privacion del soporte trofico y
agregacion anormal de proteinas 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 degeneracién neuronal
secundaria. Por esta razon, victimas de traumatismos en el SNC comudnmente
suelen permanecer con discapacidades en la percepcion, cognicion y /o

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

Ademas de los factores que conducen a la degeneracion secundaria, en el
sitio del dafio 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; glicoproteina de la mielina de
oligodendrocitos, MOG; o la glicoproteina asociada a la mielina, MAG. Li et al.,
1996; Niederdst et al., 2002; Wang et al., 2002), asi 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 ofros.

3.4.- Actividad del sistema inmunoldgico en respuesta a las lesiones
del sistema nervioso central

La inflamacion es parte de la respuesta inicial al dafio y se caracteriza en la
fase aguda por el incremento del flujo sanguineo y la permeabilidad vascular, con
acumulaciéon de fluido (formacion de edema), leucocitos y moléculas mediadoras
de la inflamacion, como las citocinas. La respuesta inmunoldgica varia de acuerdo
a la localizacion, con claras diferencias entre el SNC y el SNP. El SNC ha sido
tradicionalmente considerado como inmunolégicamente privilegiado puesto que
utiliza varios mecanismos para modular la respuesta inmunoldgica y asi limitar el
dafio tisular inducido por la inflamacion. Sin embargo, actualmente se sabe que
posee un sistema linfatico convencional (Liu et al., 2006; Louveau et al., 2015) y
que tiene la capacidad de interactuar con el sistema inmunologico periférico a
través de la sintesis y liberacion de citocinas y neurotransmisores que pueden
regular la diferenciacion y funcionamiento de las células de la respuesta

inmunolégica (Louveau et al., 2018).
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Después de un dafio en el SNC al menos cuatro fases pueden distinguirse:
aguda, sub-aguda, crénica temprana y crénica (Vidal et al., 2013). La fase aguda
tiene una duracién de unas pocas horas y es la fase en la que hay mayor
destruccion neuronal y axonal, asi como desmielinizacion cerca del sitio del dafio
(Schwab et al., 2006). Durante esta fase hay sobrerregulacién de citocinas

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

y se observa una infiltracién de neutréfilos, los cuales alcanzan su nivel mas alto a
las veinticuatro horas después del dafio (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 dafio e inician la respuesta inflamatoria. Un grupo
bien caracterizado de DAMPs consiste en proteinas intracelulares que se liberan
después de una lesion celular. Ejemplos de este grupo son la interleucina (IL) -1a
(Eigenbrod et al., 2008), IL-33 (Schmitz et al., 2005), la proteina del grupo de alta
movilidad B1 (HMGBL1. Scaffidi et al., 2002) y la clase de proteinas S100 (Zitvogel
et al.,, 2010). En la periferia también ocurren cambios desde etapas tempranas,
siendo uno de los mas notables el incremento de células T y B activadas en el

bazo y en la médula 6sea (Ankeny et al., 2006).

La fase sub-aguda ocurre entre los dias 2 a 7 después del dafio, momento
en el que el nimero de monocitos, linfocitos y factores antiinflamatorios empieza a
incrementar. Entre las moléculas involucradas en la fase sub-aguda se encuentran
principalmente las citocinas IL-13, IL-6, IL-8 y TNF-a, y quimiocinas como el factor
estimulador de colonias de granulocitos (G-CSF) y el factor estimulador de

colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF).
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La fase crénica puede durar semanas e incluso meses y se caracteriza por
el desarrollo de una respuesta inmunoldgica humoral y celular dirigida a facilitar la
limpieza del sitio del dafio (Donnelly y Popovich, 2008). Durante esta fase, los
niveles de células T, macréfagos y neutrofilos empiezan a incrementar,
presentandose un segundo pico de inflamacién (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
enddégenos reactivos a sus propios componentes, como se aprecia en la figura 3B
(Jones et al., 2004). Estos linfocitos T autorreactivos se infiltran al SNC atraidos
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,
desmielinizacion, degeneracion axonal, muerte celular y deterioro neuroldgico
(Kawakami et al., 2005). Como resultado de la patologia en curso, nuevos
antigenos son liberados y tienen el potencial de unirse y activar otros linfocitos.
Este fendbmeno es conocido como “esparcimiento o extension” de los epitopes, lo
que perpetda la neuroinflamacién y la progresion de la patologia (Cross et al.,

1993, Claudio et al., 1995).

Si los linfocitos autorreactivos contribuyen a la progresion o a la resolucién
de los acontecimientos fisiopatolégicos en el sitio de la lesidon no estd bien
definido. Esta paradoja puede ser debido a que simultAneamente se activan

mecanismos regulatorios y/o reparativos con mecanismos neurodestructivos
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(Walsh y Kipnis, 2011). Existe evidencia que muestra que la activacion de los
linfocitos Thl especificos de antigenos neurales favorece procesos de remocion
de restos celulares potencialmente dafinos 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 antigenos neurales promueve la
pérdida masiva de neuronas (Ankeny et al., 2006; Laspas et al., 2011; Popovichy
Jones, 2003). Aunque los datos obtenidos de estos estudios son interesantes, es
importante tener en cuenta que el resultado de la actividad del sistema
inmunoldgico después de un dafio en el SNC dependera de la sincronizacion,
intensidad y de la integraciéon de las sefales moleculares, para lograr una

respuesta que sea robusta y que esté adecuadamente controlada.

Mediadores de la respuesta
) liberacién de DAMPs  "Tameateria

Neutréfilos Infiltracién de macréfagos Linfocitos

Segundos postlesion  Minutos-horas postlesion Horas-dias postlesién Dias-semanas postlesion
HMGBI, IL-33, ATP, TNF-a,IL-1B ROS, Oncomodulina IL-4, IL.10
miDNA, IL-1a
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Lesién del nervio éptico
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Figura 3. Cinética molecular y celular de la respuesta inmunolégica después de un dafio
en el SNC, asi como los ewventos degenerativos secundarios que conducen a la pérdida neuronal.
A) Los patrones moleculares asociados al dafio (DAMPs), como IL-33, HMGB1 y ATP, se liberan
inmediatamente después de la lesién del SNC. El inflamasoma se activa poco después y produce
IL-1B. Los neutrdfilos llegan horas después de la lesion y permanecen durante varios dias,
mientras que los monocitos comienzan a infiltrarse desde el primer dia y permanecen presentes.
Los linfocitos comienzan a llegar dias o semanas después de la lesiébn. B) Ewentos
neurodegenerativos desencadenados después de la lesion del nenio Optico que conducen a la
muerte neuronal (Gadani et al., 2015; modificado).

3.5.- Componentes del sistema nervioso central como antigenos
neurales.

La mielina del SNC tiene dos funciones: provee de soporte metabdlico al
axon y permite una rapida transmision de los potenciales de accién a lo largo del
axon (Nave 2010). En términos de masa total, la mielina comprende

aproximadamente el 40% de agua; la masa seca comprende entre 60% y 75% de
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lipidos y entre 15% y 25% de proteinas. El contenido de proteinas incluye la
proteina basica de mielina (MBP), que es abundante en el SNC, donde
desempeiia un papel critico en la formacion de la mielina compacta; MOG, que es
especifica para el SNC; y proteina proteolipidica (PLP,) que es la proteina mas
abundante en la mielina del SNC (Morell y Quarles, 1999), tanto en la médula
espinal como en el nervio Optico (Bettell et al. 2003). Estas proteinas y
adicionalmente MAG, y la 2',3'-nucledtido ciclico 3'-fosfodiesterasa (CNPase) son
las principales moléculas del SNC suceptibles de ser reconocidas como antigenos
(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 mudltiple, el sindrome de Guillain-Barré, la encefalitis experimental
autoinmune y la neuritis alérgica experimental (Guadarrama-Ortiz et al., 2014;

Lagumersindez et al., 2009).

En humanos con desdrdenes visuales potencialmente autoinmunes,
ademds de detectar anticuerpos contra las proteinas ya mencionadas también se
han detectado la presencia de autoanticuerpos que reconocen a GADPH
(Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), aldolasa, enolasas a y y, aquaporina 4

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

La encefalomielitis experimental autoinmune (EAE) es el modelo preclinico
mas comun para la esclerosis mdltiple, la enfermedad inflamatoria prototipica del
SNC que se caracteriza por mecanismos inmunopatolégicos y neuropatolégicos

complejos como: inflamacion, desmielinizacion, pérdida axonal y gliosis
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(Lassmann y Bradl, 2017) que pueden afectar al cerebro, la médula espinal y/o los
nervios Opticos. La EAE se puede inducir activamente mediante la inmunizacion
con varios péptidos de mielina, como las proteinas MOG, MBP y PLP, asi como el
homogeneizado de la médula espinal (SCH) (Robinson et al., 2014). Varios
modelos de EAE han revelado disfunciones visuales como la neuritis Optica,
derivadas de dafio en el NO, consistente con una fuerte inflamacion asociada con
desmielinizacion y pérdida axonal (Horstmann et al., 2016). La neuritis Optica
asociada a EAE ha sido descrita en cobayos (Onoftj et al., 1992), rata (Balatoni et

al., 2007) y ratén (Liu et al., 2015; Martin et al., 2006).

Una caracteristica distintiva del sistema inmunolégico es la capacidad para
discriminar entre lo propio y lo extrafio, y de mantener la tolerancia frente a
antigenos propios. Como resultado de esto, el sistema inmunoldégico ha
desarrollado mecanismos que reducen el potencial antigénico de proteinas
autolégas, disminuyendo el nimero de epitopes capaces de interactuar con el
HLA en las proteinas extracelulares y en aquéllas que son consideradas como
ubicuas, comparado con el nimero de epitopes en las proteinas de tipo

intracelular (De Groot et al., 2007).

3.6.- Tolerancia inmunolégicay linfocitos T reguladores

La inmunotolerancia, también conocida como tolerancia inmunolégica, es
un estado activo en el cual el sistema inmunolégico previene una autorreactividad
patologica contra los antigenos propios manteniendo un equilibrio entre activacion

(capacidad de reconocer y eliminar antigenos) e inhibicién (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 6rganos linfoides primarios y una

periférica en los 6rganos periféricos o secundarios.

El mecanismo de tolerancia central se basa en la eliminacién en el timo de
clones autorreactivos por la interaccion con antigenos propios presentados por
moléculas del MHC de las células presentadoras de antigeno (Dyson etal., 1991,
Kappler etal.,, 1987). Aunque este mecanismo es altamente efectivo, linfocitos
capaces de reaccionar contra moléculas propias escapan a la periferia. Por esta
razon, es necesario que el sistema inmunolégico utilice un conjunto adicional de
mecanismos para mantener la tolerancia. Estos mecanismos operan en la periferia
del sistema inmunoldgico en células maduras que circulan en la sangre vy linfa vy,
por lo tanto, se denominan tolerancia periférica (Renz y Herz, 1998). Entre los
mecanismos principales utilizados se encuentran: eliminacion, anergia y supresion

clonal (Hogquist et al., 2005).

Los linfocitos Tregs mantienen la tolerancia y la homeostasis a traves de
respuestas inmunoldgicas contra los antigenos propios y no propios (Sakaguchi et
al., 2008). Esta subpoblacion de linfocitos T esta definida por la expresion de las
moléculas CD4" y CD25", asi como por el factor de transcripcion forkhead box P3
(Foxp3) que es esencial para su desarrollo. Una parte importante de la actividad
reguladora de esta poblacion se debe a la secrecion de las citocinas

inmunomoduladoras TGF- e IL-10 (Sakaguchi et al., 2006). Las Treg reguladoras
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se dividen en dos grupos. El primer grupo desarrolla su funcién 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 estimulacion con un antigeno especffico, 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 regulacion y la
activacion se interrumpe y/o cuando se excede un cierto umbral de activacion, la
enfermedad autoinmune se desarrolla (Ankeny y Popovich, 2010). Existe
evidencia de que la autoinmunidad inducida por el trauma tiene consecuencias
patolégicas, sugiriendo que la lesion traumatica del SNC es suficiente para activar

la autoinmunidad por Thl (Popovich etal., 1996).

Existen varios mecanismos posibles mediante los cuales la autoinmunidad
inducida por el trauma puede contribuir a la patologia de las lesiones en el SNC.
Las células T pueden ejercer efectos directos sobre las neuronas y la glia (Giuliani
et al., 2003; Gimsa et al., 2004), o efectos indirectos sobre las células del SNC al
producir citocinas proinflamatorias (p.ej. INF-y, TNF-a, IL-183, IL-12. Yang et al.,
2004), quimiocinas (CXCL10, CCL5, CCL2. Jones et al., 2005), o por activacion de
la microglia (Gimsa et al., 2000). La apoptosis de las neuronas y de la glia también
puede ocurrir por la unién 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 especfficas de
autoantigenos 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 continuacion.

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

Se sabe que el SNC utiliza varios mecanismos para modular la respuesta
inmunoldgica y para limitar el dafio tisular inducido por la inflamacion. Un objetivo
importante de la investigacion actual es desarrollar nuevas terapias para limitar el
dafio que se genera después de una lesién en el SNC, al inhibir y/o evitar la
induccion de células T CD4+ autorreactivas (Romano et al., 2019). Una técnica
para restaurar la tolerancia propia es explotar los mecanismos reguladores

enddgenos como las Tregs especificas de antigeno.

Hay varios mecanismos mediante los cuales las Tregs median sus efectos
protectores, incluyendo la produccién de citocinas inmunorreguladoras,
neurotrofinas, y mediante la promocién de un fenotipo regulador en
microglia/macrofagos (Fujio et al.,, 2010; Schmetterer et al., 2012). Las Treg
pueden influir en el microambiente debido a su alta expresién del receptor CD25,
el cual les permite captar mas 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 supresion 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 actlan los Treg (Romano et al., 2019). En condiciones inflamatorias, los
monocitos migran hacia el tejido, donde se diferencian en macréfagos residentes
en el tejido. Los monocitos constituyen el principal tipo celular presente en los
tejidos inflamados, y su regulacion podria ser clave para reducir la inflamacion
cronica. Se ha demostrado que las Tregs actian directamente sobre los monocitos
inhibiendo su funcion de secrecidn de citocinas, diferenciacién y presentacion de
antigenos. Después del co-cultivo con Tregs, los monocitos presentan

caracteristicas clasicas de macréfagos M2 (Tiemessen et al., 2007).

Las Tregs afectan directamente a los neutréfilos limitando su acumulaciéon
al disminuir la expresion de las quimiocinas, CXCL1 y CXCL2 (Richards et al.,
2010). Ademas, las Treg también pueden inducir un fenotipo mas
"inmunosupresor” en los neutréfilos, lo que desvia el microambiente hacia uno
menos inflamatorio. Ha sido reportado que el cocultivo de neutrofilos con Tregs
favorece la produccion de IL-10 y TGF-B y disminuye la liberacion 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 (likuni et al.,

2009). Los linfocitos Tregs naturales inducen apoptosis en las células B mediante
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la liberaciébn 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-3

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

Se ha demostrado que las Tregs especificas de antigeno son mas
poderosas para suprimir las respuestas aloinmunes in vitro e in vivo en

comparacion con las Tregs expandidas policlonalmente (Putnam etal., 2009).

La manipulacion de las Tregs en modelos animales ha destacado su
importancia para la atenuacion del dafio inducido por la inflamacién no controlada.
En modelos de accidente cerebrovascular la disminucion de Tregs incrementa el
area de infarto, asociada con niveles elevados de TNF-a (Liesz et al., 2009). En un
modelo de lesion traumatica de nervio 6ptico se mostréo que la eliminacién 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 patologia
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 desviacion inmunolégica asociada a la camara anterior del 0jo
como una herramienta potencial para generar linfocitos T reguladores

especificos de antigeno
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El ojo es un oOrgano capaz de generar un estado de inmunotolerancia
especifica y sisttmica. Los antigenos introducidos en su camara anterior de
manera experimental provocan una forma Unica de tolerancia inmunologica
sistémica caracterizada por la supresion especffica de antigeno de las respuestas
Thl (p. e). 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 induccion de DIACA comienza cuando se introduce un antigeno en la camara
anterior del ojo. Este antigeno es capturado por las células presentadoras de
antigeno (CPA) F4/80" ubicadas en el iris y el cuerpo ciliar; monocitos circulantes
F4/80" infiltran en la CA del ojo debido a un rapido incremento de las quimiocinas
CCL2 y CCL7 y a la presencia de TNF-a en el humor acuoso (Pais et al., 2012).
Posteriormente las CPA entran en la circulacion venosa a través de la malla
trabecular del ojo hacia el timo y el bazo (figura 4) para colaborar en la induccion
de la tolerancia especffica de antigeno (Lin et al., 2005; Niederkorn 2006).
Aproximadamente 24-48 h después de la inyeccién de antigenos en la CA, los
monocitos F4/80" transportan este antigeno al timo. Alli se generan los timocitos
CD4-CD8 NK 1.1%, que luego migran a la zona marginal del bazo. El siguiente
paso en la induccion de DIACA comienza con la migraciéon 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 poblacion de CPA oculares posee tres propiedades principales que
las hacen Unicas: la expresion de CD-1d, la produccién elevada de IL-10, IL-13 y

MIP-2 (proteina inflamatoria de macréfagos 2) y una limitada expresion 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 especificas de antigeno (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 rapidamente
grandes cantidades de citocinas inmunomoduladoras que contribuyen a la
induccion de células T reguladoras. Algunas de estas citocinas son IFN-y, IL-4, IL-
10 y RANTES (figura 4) (Faunce y Streilein 2002; Nakamura et al., 2003; Streilein
2003). RANTES es una quimiocina que atrae mas 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 Tyd abundantes en TGF-B e IL-10 (Lin et
al., 2005; Streilein 2003). En presencia de TGF- e IL-10 las CPA procesan los
antigenos 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 transformaran en células T
reguladoras (DOrazio et al., 2000). Después del procesamiento del antigeno
ocular, las células B proliferan con la finalidad de presentar los péptidos de
antigeno reprocesados a mas células T (Skelsey et al., 2001) que llegaran a ser

Células Treg CD4" (aferentes) y CD8" (eferentes).
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Trabajos recientes han mostrado que la induccion de DIACA mediante la
inoculacion de proteolipidos de mielina (MBP y/o MOG) al interior del ojo evita la
aparicion o disminuye la progresion de sintomas de EAE en ratones (Bhowmick et
al., 2011, Farooq y Hossam, 2013). En un modelo de lesion de médula espinal, la
induccién de DIACA a componentes neurales, promovio la proteccion tisular y la

funcion motora (Pineda-Rodriguez et al., 2017).

Torrente sanguineo

Torrente sanguineo

Torrente sanguineo

Respuesta a Th1

Timo

Figura 4. Esquema representativo del mecanismo de accién de la desviacion inmunoldgica
asociada a la camara anterior del ojo. La induccion de DIACA depende de los factores
inmunoreguladores presentes en el humor acuosos del ojo, factores como TGF-B (factor de
crecimiento transformante beta), a-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 inmunoldgica del microambiente
ocular. Después de que los antigenos son inoculados en la camara anterior del ojo, son captados
por las CPA F4/80+, las cuales entran a la circulacion sanguinea para dirigirse hacia el timo y/o el
bazo. En el timo, las células F4/80+, inducen la generacion de NK 1.1+, que posteriormente salen
del timo y migran hacia el bazo. Las células NKT y CD4+ interactian con CD1d, favoreciendo la
secrecion de RANTES, el cual recluta otras células para la generacion de células reguladoras en
DIACA. Por su parte las células B participan en la induccion de DIACA al actuar como APC.
Finalmente, en el bazo es donde se lleva a cabo la presentacion antigénica por medio de una
sinapsis inmunoldgica entre las CPA F4/80+ y los linfocitos CD4+, CD8+ células B NKT y yd, en un
microambiente regulador (TGF-B e IL-10), que finalmente dara lugar a las células Treg encargadas
de suprimir las respuestas Thl y Th2, (Vendoméle et al., 2017; modificado).
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4 - Justificacion

El sistema nervioso central, presenta una limitada capacidad para
regenerarse después de que se presenta un dafio o una lesion, debido
principalmente al microambiente generado. Aunque la etiologia, la progresion vy 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 antigenos y dificultan la resolucion de la respuesta

inflamatoria.

Se han desarrollado un nimero 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
dafio generado. Estudios previos en modelos animales han demostrado la
importancia de las células T reguladoras especfficas de antigeno en la atenuacién

de la inflamacién del SNC asociada con estas enfermedades.

Una posible estrategia para modular el sistema inmunolégico es la
induccion de tolerancia a los antigenos del SNC mediante un incremento de
células Treg especfificas de antigeno a través del fendmeno conocido como

DIACA.

Dado que DIACA podria utilizarse para suprimir el inicio y la progresion de

una respuesta auto-reactiva/autoinmune, es necesaria la investigacion en el
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fendbmeno de DIACA, las células T reguladoras inducidas y su aplicacion en el

panorama clinico de las enfermedades neurodegenerativas.
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5.- Hipotesis

La induccion de la desviacion inmunolégica asociada a la camara anterior
del ojo incrementa el nimero de células T reguladoras especificas a antigenos
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 induccién de la desviacion
inmunologica asociada a la camara anterior del ojo a antigenos neurales en ratas

con lesion del nervio optico.

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 desviacion inmunoldgica asociada a la camara anterior

del ojo.

3.- Evaluar el efecto de la desviacién inmunoldgica asociada a la camara
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 desviacion inmunolégica asociada a la camara
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 trabajoé con ratas hembra juveniles y adultas de 4 a 15 semanas de edad
de la cepa Wistar. La manipulacion, alimentacion y el cuidado de los animales lo
realizd personal especializado del bioterio del Instituto de Investigaciones Quimico
Biologicas de la UMSNH. Los animales permanecieron estabulados en
condiciones controladas de temperatura (22+1°C) y humedad (44-55%) con un
ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. Los animales recibieron dieta
sélida estandar (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 investigaciéon para la salud
(Titulo séptimo: De la investigacion que incluya la utilizacién de animales de
experimentacion) 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 Disefio 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
Vehiculo n=10** n=10* N=12**
HT n=10** n=10* n=12**
CC n=10** n=10* n=12**
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CAM

n=10**

n=10*

n=12**

BSA

n=10**

n=10*

n=12**

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

natal 30)

El objetivo 4 se realizé con los grupos experimentales de animales en edad
adulta vehiculo (n=8) y CC (n=8).

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

A 4

Homogenado total (HT)

Extraccion de componentes neurales

de médula espinal

Y

Componentes
citosdlicos (CC)

\ 4
Evaluacion

N

v

Componentes
asociados a membrana
(CAM)

antigenicidad

\ 4
Induccién de DIACA |

Evaluacion DIACA

v

Lesion del

Expresion de mediadores de
inflamacién, factores neurotréficos y
marcadores de fenotipo en retina.

nervio optico

W

| 7 dias

Cuantificacion
de CGR

\
| 14 dias |

Figura 5. Representacion del disefio experimental que muestra los procesos realizados

para cumplir con los objetivos del presente proyecto.
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7.3.- Induccién post-lesion de la tolerancia inmunoldégica mediante

desviacion inmunitaria asociada a la cAmara anterior del 0jo

Ratas de 60 dias de edad (= 250 g de peso) fueron profundamente
anestesiadas por via intraperitoneal (i.p.) con una mezcla de ketamina/ clorhidrato
de xilacina (75 pg/kg y 8 ug/kg de peso corporal, respectivamente). Cinco minutos
después de realizar la lesion del NO, un volumen de 10 pL de HT, CC o CAM (6
ug/ul) (Pelayo et al., 2015) fue inyectado en ambos ojos. Como control se utilizd
un grupo inoculado Unicamente con vehiculo (PBS). La inyeccion en la camara
anterior se realiz6 bajo microscopio estereoscopico mediante el uso de una
jeringa Hamilton y el volumen se liber6 manualmente con una velocidad
aproximada de 1lpl/seg (Faroog y Hossam, 2013). Una vez terminada la cirugia,
se administré localmente antibiético (neomicina y polimixina B). Después de que
los animales se recuperaron de la anestesia y durante los siguientes tres dias

fueron monitoreados y recibieron una dosis diaria de analgésico

7.4.- Lesion por compresion del nervio optico

Previa asepsia de la region ocular los animales fueron sometidos a una
cantotomia lateral en el ojo izquierdo, para exponer el nervio 6ptico. Usando unas
pizas calibradas de auto-cierre marca Dumont (Walsh et al., 2014), el nervio
optico fue comprimido durante 5 segundos a una distancia de 1-3 mm del o0jo. Una

vez terminada la cirugia, se administrd0 localmente antibiético (neomicina y
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polimixina B). Después de que los animales se recuperaron de la anestesia y
durante los siguientes tres dias fueron monitoreados y recibieron una dosis diaria
de analgésico oral (Tempra pediatrico 12.12 mg/kg de peso corporal) (Moalem et

al., 2000).

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

retina.

La cuantificacion del nimero de CGR sobrevivientes, las retinas fueron
permeabilizadas con triton 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 cromégeno en presencia de peroxido y buffer para
desarrollar la reaccion enzimatica (Vector Stain Kit). Finalmente el tejido fue

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

La foto documentacién de cada retina fue realizada mediante microscopio
Leica DM3000 y el programa Leica Application Suite. Se obtuvieron doce
fotografias, 4 por cada area de la retina a una magnificacion de 400X.. El conteo

de células positivas a Brn3a se realiz6 con la ayuda del programa ImageJ.
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8. - Resultados

CAPITULO |

Anterior chamber associated immune deviation to cytosolic
neural antigensavoids self-reactivity after optic nerve injury and
polarizes the retinal

environment to an anti-inflammatory profile.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords It has been hypothesized that chamb. iated i deviaty (ACAID)tomnI-m‘nh
Newosdl amm & oa duced prior to central nervous system injury can mhibit self y and Jessen dary on. This
Crush jary wark evalusted the effect of ACAID induced to three neural thwdemred extracts (whale extract, cytasolic
Qrokine ecpression extvact, CK or arganelle-memirane extraa) prior © aptic nerve injwry an retinal ganglion cell (RGC) swrvival
MRS leaacs The resudts show that cnly ACAID ® the CE increased RGC survival at 7 and 14 days post-injury (dpi). This effect
TPy otk wass achieved by reginal p ds an anti-infl v profile, driven by regulatory T cells and M2-
type macrophages at 7 dpi.
1. Introduction P3 (Pineda-Rodriguez e al, 2017). However, the effect of ACAID

te infl

during early past-injury phases, when massive neuronal death accurs, is

After central nervous system (CNS) injury, ch
processes triggered at the lesion site extend tissue damage and lmcfav
with repair (Fitch et al., 1999; Wattananit et al., 2016). Chronic in-
fammation & maintained by neurl tissue-derived molecules relessed
at the lesion site, which recruit T helper (Th)-1 cells that break self-
antigen tol and pr dary al deg fon (Jones
e al, 2002, 2005). Thus, post-injury secondary degeneration could be
allevisted by avoiding self-reactivity 1o neural antigens

Recently, we hypothesized that self-reactivity may be avolded by
inducing anterior chamb fated | deviation (ACAID) to
neursl antigens prior lo ONS injury (Toscano-Tejeida et &, 2016).
ACAID pecific Thl resp (e.g delayed type
hypsseamvlly. by lndudng forkhead box P3 (Fox-P3)+ reg
ulatory T cells (Tregs) that inhibit lymphocyte differentiation in sec-
ondary lymph tissues, as well ascy dc T cell function &t the antig

To elucidate how ACAID preserves the nervous tissue and avoids
neuronal death after injury, this work uwsed optic nerve crush injury
since retinal ganglion cell (RGC) survival sfter damage & well char-
acterized. In this model, about 50% of RGC die at 5-7dpi and 75% at
14dpi (NadalNicolés et sl, 2009). The effect of ACAID induced to
three neurul tissuederived extracts (whole extract, WE; cytosolic ex-
tract, CE; or organelle-membrane extract, OME) was evaluated by
quantifying RGC survival at 7 and 14 dpl. The results showed that al-
though all extracts induced ACAID, only the CE preserved RGC survival
after optic nerve injury; thus, all further evaluations usd this group.
Retinal expression of pro- and anti-infl neuro-
trophic factors (brain-derived newotrophic factor, I!)M’ neurotrophin
3 and 4, NT-3, NT-4; Oncomodulin, Ocm), survival signals (Beell

exposure site (Niederkom, 2006; Sshan et al., 2008). Accordingly, in-
ducing ACAID 1o a spinal cord extract or myelin basic protein prior to
spinal cord injury improves motor neuron survival and functional re-
covery. ACAID to the spinal cord extract also promotes a d serete anth
inflammatory profile 60 days post-injury (dpi), likely triggered by Fox-

T = ACAID, R )
* Carresponding author.
Emad address eme lendez Grumich can (B, Medndez Herrera).

hxpx; /domr; 1010167 peurum.zol‘)OS(DS
415 ber 2018; R
0165.5728/ © 2019 Elsevier B.V. All ights reserved.

lymph 2, Bd2; Caspase 3, Casp-3) or phenotypic markers (Treg-
specific marker, Fox-P3; macrophagespecific marker (D68; alter-
natively-activated macrophage marker Arginase1, Arg-1) were quan-
tified during acute inflanmmation (2 and 7 dpi). The results showed that
ACAID 1o the CE highly | d ion of all anti-infla

Ll

cytokines and modestly increased some inflammatory mediators at bo(h

CE, Cytamolic extract OME, Organellemembrane extract; WE, Whale extract

d i revised farm 9 April 2019, Acarpted 6 May 2019
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dpi. ACAID ako increased BONF expresson at 2dpi but decreased the
expression of this neurotrophin, Ocm and Casp-3 at 7 dpi. Additionally,
ACAID increased the expression of NT-4, CD68, Arg1 and Fox-P3 at
7 dpl. Thus, ACAID to the (E improved RGC survival by avoiding self-
reactivity and p ing the upregulation of anti-infl y eyto-
kines and newotrophic-survival signals. ACAID probably achleved its
effects by incressing Fox—P3 + Treg recruitment at 7 dpi. Interestingly,
ACAID likely ako increased the recruitment or proliferation of CD68 +
macrophages, notably Argl+ akematively-activated macrophages
(M2) into the retina. Overall, the findings extend our knowledge sbout
the mechanisms of ACAID action after ONS injury. This includes the
lmuon between Fox—P3+ Tregs and other cell types to modulate

jon. It ins 1o be lved how ACAID to the CE modu-
lated inflammation and BDNF expression at 2dpl.

2. Materials and methods
2.1. Animals

Juvenile (postnatal day 30) and adult (=250g body weight; >
postnatal day 60) femal Wistar rats were obtained from our nhnl
facity. They were group h d under dard lled
of and humidity, with a regular light cycle having free
access lo food and water. Animal handling, feeding and care were done
by trained p 1in d to the National Insti of Health
Guide for the care and use of lab ry Is All procedures were
approved by an Animal Ethics Committee. For each upenmau. age-
and weight- matched rats from several litters were randomly allocated
1o each condition. The groups and number of rats used In each ex
periment are shown in Suppl. Table S1.

22 $pinal cond fractionation

Searbital

Adul female mis were euthanized with sodi

Journal of Neurcewamunology 333 (2019) 470004

0.1 M). Two additional age and weight-matched groups were used, one
was needle pricked and the other was injected with PBS (10 ; edema),
both in the left ear. Ear thickness was measured with an electronic
micrometer (Mitutoyo Co., Mexico) before (baseline), as well
as 24 and 48 h after challenge-treatment. The difference In inflamma-
tion was calculated by subtracting baseline values from the data ob-
tained after challenge-treatment.

2.4. ACAID induction

To induce ACAID, juvenie rats were injected (6 pg/pl 10 ul volume;
according to our previous standardization) with PBS, BSA, WE, (E or
OME into the anterior chamber of both eyes after deep anesthesia This
was done at an approximate velocity of 1 pl/s using 8 Hamilton syringe
coupled to a 31G needle with the ad of a stereoscopic microscope
(Faroog and Ashour, 2013). The eyes were protected from drying
throughout surgery and the postoperative period with 0.9% smline
ACMD induction was evaluated by DTH tests Hdtys after anterior

i lation and pared toth P 1 vehicle group.
Moreover, in these rats, splenic Fox-P3 expression was quantified by
RT-qP(R 48 h after chall w0 firm ACAID inducti

To measure the ability o(cyumllt igens 1o produce infl
tion in rats tolerant to the WE, agmpoluumlnocnhudlnthe
anterior chamber with the WE and then intra-dermally sensitized and
challenged with the CE as previously deseribed.

2.5. Optic nerve inpory and evduation of RGC survival

To evaluate the effect of ACAID on RGC swvival, an additional
group of juvenile rats was | lated in the dor chamber as pre-
viowdy describad with PBS, WE, CE or OME. They were allowed to
reach 250 g body weight and subjected to lateral h y of the left
eye 1o expose the optic nerve under deep anesthesia. The optic nerve

(100 mg/kg body weight, L.p.) to obtain neural uwedenv«l self-an-
tigens from their spinal cords (tharacic to lumbar levels). All spinal
cords were pooled to obtain three different protein extracts (Gil-Dones
e al, 2009). Briefly, after ckeaning and rinsing with saline sdution
(0.9%), the tissue was frozen with lquid nitrogen and minced in a
mortar. The powder was resuspended in lysis buffer (300ul; 10 mM

was pr d for 53 at a distance of 2-3 mum from the eye cup using
auto-lock calibrated Dumont forceps (Walsh et al, 2014). After surgery,
lhe lnlmds were treated with local antibiotic (polytracin ophthalmic
1gar) and oral Igesic (; 1 12.12mg/kg body

weight) for 3 days.
The rats used for ACAID induction and optic nerve crush recelved a
temminal over-dose of sodium pentobarbital at 7 and 14 dpi. Five ad-

Trig, 500 mM NaClL 0.1% Triton X-100, 1% B P 1), treated
with pre-chilled acetone and centrifuged & 19,000 rpm for 1Smin &t
4°C The supernatant, ding to the cytosolic extract (CE, since
it had > 70% cytosolic proteins), mremvadaxx!hp( ll -20°C.
The remaining pellet was ituted with buffer
(7 M urea, 2M thiourea, 5% (HAPS) and centrifuged at 19000rpmw
obtain the supernatant. This corresponded 1o the organelle-membrane

ditional age and weight-matched groups were used for comparikon: a
group of naive rats (basal), a group that was punctured in the anterior
chamber (puncture), two groups that were inoculated into the 1
chamber with PBS or CE at postnatal day 30 and a group that was le-
sioned (injury).

In all groups, RGC quantification and histological analysis were
pelfonmdby obtaining the eyes and optic nerves and fixing them by

extract (OME), since it contained mostly (> 40%) organelle and
b (> 20%) proteins. The whole extract (WE) was obtained by

mixing the CE and OME. All extracts were mled with predalled

acetone and the total prote fon was d ined using the
Lowry method.

23. Delayed type hyp Ly (DTH) tess

DTH is a cellmediated infl fon that depends on ef

fectar Thl (CD4 4+ ) and cytotaxic (coa+) lymphocytes (Hwang and
Actor, 2001). The antigenic prop of the hicle (phos-
phate-buffered saline, PBS) and the highly antigenic bovine serum al-
bumin (BSA) were evaluated by DTH tesis in adult rats (Farooq and
Ashour, 2013). PBS, BSA, WE, CE or OME (200 pl) were intra-dermally
injected in the inte pular region under deep anesthesia (ketamine/
xylacine Lp; 75 and 8ug/kg, respectively) each supple: d with
complete Freund's adjuvant (25 pg/ul, 1:1 vol). A week later, rats were
challenged intra-dermally (10 pl) in the left ear with the same extract
previously administered (50 pg/pl) and in the right ear with PBS (10 ul,

ion in paraf ddehyde (4%; diluted in 0.1 M PBS) for 24 h at
4°C.The mhm and optic me were dissected and post-fixed another
48 h in paraformaldehyde at 4 °C. The retinas were washed with PBS,
PT (0.5% Triton X-100, prepared with PBS) and incubated with H2O2
(3% prepared with PBS) for 10 min, washed with PT and then incubated
in activated horse serum (Corning, 35-030-CV; 0.5% prepared in PT)
for 60min. The retinas were then incubated with an antibody for a
specific RGC marker, brain-specific b box/POU domain protein 3A
(Bm-3a goat antibody; Sants-Cnz Biotechnology, sc-31,984. Nadal-
Nicolis et al, 2009) diluted 1:100 in PT plus 0.5% inactivated horse
serum for 96 h at 4°C. The retinas were washed and incubated with
biotin-coupled donbey anti-goat antibody (Invitrogen, AP180B; 1:500
in PT) at room temperature for 2h. After washing, the tssue was in-
cubated in ABC HRP kit (Vectastain Elite, PK-6100) at room wnpsa
ture for 2h and then incub '3
the presence of peroxide and buffer to develop the enzymatic 0
for 4min (Vector Staining Kit, SK<4100). Finally, the retinas were
mounted onto slides with PBS and 80% glycerol and immediately
pr d for positive cell ing with Image) software. For this

SRS PR N
in asa
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Table 1
Primers used for RT-gPCR.

Gene Sequence ™

GAPDH Porward 5'- CACGGCAAGT TCAACGGCACAGT- 3 ®0C
Reverse 5. TCAGCGGAAGOGGCGGAGAT 3

™o Forward 5'-TOG CGTGTTCATOOGTTCTCTACC 3 62°c
Reverse 5'OCCGCAATCAGOCCACTACTT. S

napt Forward 5'.TGAGOCTG ACAGACCCCAAAAGAT. 3 ©®c
Reverse 5" GCTCCACGOGEAAGACATAGGTAG- 3

Ny Forward 5" AGGCCATCAGCAACAACATAAGTG S “@c
Reverse 5GACAGCLTTGTOCTGGATAGTG -3

NosT Porwad 5- ACACCGATTCCACTCAACTA-3" ®c
Reverse 5~ ACCACCTGTTAGTTCAAGCE 3

4 Forwad 5 ACCTTGCTGTCACCCTGTTC Y @
Reverse ~5-TTGTCAGCGTGGACTCATIC ¥

| ¥y Forwad 5" AGCCACTOCCTTOCCTACTICA-Y £ R
Reverse: 5'OCCATTOCACAACTCTTITCTCA. ¥

o Forwwrd 5 -CAG ACCCACATGCTOCGAGA 3 2}
Reverse: 5" CAAGGCTTGGCAACCCAAGTA-3”

ToRp’ Forward 5. CTCAACACCTGCACAGCTOC 37 ©'c
Reverse 5 ACGATCATGTIG GACAACTGCT-S

Oom* Forwwrd 5 ATGAGCATCAGGACATCCT 3 “0'c
Reverse 5-TTAAGAG TOCACCATTTCETGG ~3

BONF® Forwmd 5. TCCCTGOCTGACACTTTTGAG 3" ®C
Reverse SATTGGGTAGTTOG GCATTGC S

NT.3 Forwad 5"-GGTCAGAATTCCA GOQU ATGATTGE 3 ®c
Reverse 5" CAGCGOCAGCCTAC GAGTTTGTTGT- 3

NT-& Porward 5'-CTOCTGAG TGGGACCTCITG S ®c
Reverse 5" CACTCACTGCATCGCACAC Y

ady Forwad 5’ CCTGAGAGCAACCGAACGOOC-3 ®'c
Raverse 5 CCACAAGGCATCCCACCCTC Y

Qpd Forwad 5°AATTCAAGGGACG GGTCATG 3 ®c
Reverse 5" TGACACAATACACGGGATCTG 3

@es Porwwrd 5 CTOTTGOGGAMATA CAAGCA-3” ®0C
Reverse 5".OGCAGCAAGAGAGATTGGTC I

Ag1' Porward 5 AAAGOCCATAGAGATTATCOGAGCG3 (2
Reverse 5" AGACAAGGTCAACGGCACTOOC S

Fox 3" Porward 5-TOGAGCTGG CTG CAATTCTOG-Y ®0C
Revernse 5"ATCTAGCTGCTCTGCA! ¥

* Roque et al (2016).

* Gu etal (2012).

€ Han et al (2015}

4 Sewell et al (1998).

* Huang et al (2010).

* Le Luduec et al, (2008)
* Hak et al. (2006).

* Ming et al (1999).

¥ Chaudhary et al. (19991
¥ Wu et al (2002).

* Zorzi et al (2010).

¥ Klasen etal. (2001).
® foi et al (2012).

edure, 12 p raphs were obtained per retina, one for each
thnl oﬁhemnlri medial and peripheral regions (Nadal-Nicolds
. 2009). Photographs of each retina were taken with a Leica
mmmpeMulhtwu Application Suite softy
In all cases, injury level and severity were corroborated by optic
nerve histology. Palhklheopucmswenmshdmmmm

then dehydmted, paraffin bedded and longitudinally sectioned
(7 pm) with 8 mi (Mi ). The i were rehydrated,
ined with b ylineodn dyes and mounted with Cytoseal-60

(Rk:hrd-Al.lnSdenﬂ& 8310-16). Photographs of the lesion site were
dto d lesion ty.

2.6. mRNA expression analysis with RT-gP(R

The primers used are shown in Table 1. At least two independent
replications of each experiment were perfarmed in all cases Each RNA
sample was run in duplicate.
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2.6.1. Spleen
After ACAID induction and DTH evaluati imals | lated into
the ror chamber, | d and chall d with the three neursl

tissue-derived lnctloasnd their respect ive vd:ldemmm used to
quantify Fox-P3 mRNA expression. The spl were d under
temina anesthesia 48h after ear challenge (during i in-
flammation), frozen-pulverized with liquid nitrogen and homogenized
with TRIzol™ reagent (Invitrogen, 15,596,026) during Smin. The
samples were incubated with chloroform, subjected to vortex and
centrifuged at 12,000 x g for 15 min at 4 °C. The supernatant was ob-
tained, mixed with 2-propanol and centrifuged at 12,000 x gfor 15 min
at4°C.The RNA pellet was washed with 70% ethanol and re-suspended
in RNAse free water (Invitrogen, 10977-015). RNA concentration was
o ined using a Nanodrop Lite sp ph (ThemmoFisher
Scientific). ¢cDNA was syntheszed with an iScript Advanced ¢DNA
Synthesis Kit for RTqP(R (BioRad, SF1725038) and amplified with the
CFX96 Touch™ RT-qPCR Detection Sy using the SsoAdvanced™
Unlversal SYBR® Green Supemix (BioRad, 1,725270). Relative mRNA
amounts were analyzed with the 2ACt method, using GAPDH as the
reference gene. GAPDH primers werea generous gift from Dr. Alkejandra
Ochoa Z (Universidad Mich de San Nicolis de Hidako,
México).

262 Retina

Rats | lated in the ror chamber with the CE followed by
optic nerve crush were sacrificed 2 and 7 dpl Thek retinas were dis-
sected and frozen at — 80°C Total RNA was extracted, quantified,
amplified and analyzed in the same manner & in the spleen.

2.7. Sauksdcd andysks

Data normality and equal vardance were analyzed by Shapiro-Wilk
and Levene tests, respectively. N i tests were used when
the data did not satisfy either of the sbove criteris. All analyses were
performed using SigmaStat 80 software. The specific tests used to
analyze each experiment are shown in Suppl. Tables S1 and S2.

The response of rats tested with the extracts (WE, CE, OME) for DTH
and for RGC quantification at 7 dpl was compared by one-way analysis
of variance (ANOVA) followed by Holm-Sidak tests On the other hand,
the response of rats inoculated with the (E was compared to that of the
vehicle-treated group for ACAID, RGC quantification ot 14 dpi and
mRNA expression by independent t-tests. All dats are shown as
means =SD.

3. Results

3.1. Neural tissue-derived extructs induced a dfferential antigeric respanse

Ear infl ion after immunization and challenge with each ex-
tract was compared to vehicle (PBS) or to BSA, the gold standard for
DTH tsn due to its high nltenlc capacity. All three neural tisue-
derived extracts showed infl ind significantly different
from vehicle, but not different from BSA. The CE induced a stronger
response than the WE (Fig. U.Thsersulnweuspedﬁcﬂmtnedb

prick, edema or vehicle groups showed minimal ear infl
(Suppl Fig S1A)
12M‘ Aevived A‘; )mh oy '~ '

Induced systemk antigen-pedfic immunetolerance

Once antigenicity for all neural tissuederived extracts was de-
termined, each extract was inoculated into the anterior d!nbu of
Juvenile rats. Two weeks (14 days) after | latk
specific immunetolerance (ACAID) was evaluated by DTH tests. The
teulu showed thal inoculation of each extract into the anteror

ic infl ion, in comparison with vehicle
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Fg. L Newal tisuederived d differen g

DTH resubts showing ear swelling measured 48h after challenge with neural
tisue-derived extracts (whole extract, WE; cytosalic extraas, CF; or arganelle.
membrane extract, OME), cmmpared to vehicke (PES) or bovine serum albumnin
(BSA). *p = 05, *p = 0], »+p < 001,

groups (Fig 2A-C). In all cases, the reduction in inflammation was
comparable with that messured in the group inoculated with BSA
(Suppl. Fig. S1B).

In addition, induction of ACAID was verified by quantifying the

£

B)

L]

Joumnal of Nasrvemmunobgy J33 (019) 470904

relative expression of Fox-P3 mRNA in the spleen of rats inoculated
with each fraction. Splenic Fox-P3 expression was increased In each
group in comparison to the vehicle (Fig. 2D-F) and basal groups (not
shown). Interestingly, ACAID to the (X increased Fox-P3 expression 1o a
greater extent than the other fractions (Fig. 2D-F)L
The ability of cytosolic antigens to be gnized by the |

system of mats tolerized with the WE was evalusted by DTH tests. The
results show that inoculation of the WE into the anterior chamber falled
1o altenuate de infl i d by the CE, evidenced by
similar ear inflammation as in the group inoculsted in the anterior
chamber with PBS (Suppl Fig. S1C).

lict

3.3. ACAID to the CE, induced prior to aptic nerve injury, improved RGC
survival

Three groups of mts were inoculated with each extract, injured and
sacrificed at 7 dpi to evaluate the effect of ACAID compared to PBS,
basal, puncture, PBS/CE intracameral delivery and injury-only groups.
The retinas from these groups were di dand i d for
Bra-3a (Suppl. Fig. S2). The results show that all injured groups were
statistically different from the basal group. However, rats where ACAID
was induced by the CE showed the highest RGC survival at 7 dpi,
compared 1o all other groups (although it was not lly different
fram the injury-only group, Fig. 3A~B). The number of Bm-33 + RGC
did not show significant differences among the other groups
(Fig. 3A-B). The basal puncture and PBS or CE-anterdor chamber in-
oculated groups showed 8 similar number of surviving RGC (Suppl. Fig.
$3). The effect of the CE wis maintained at 14 dpi compared to vehicle

C)

al

06 ——— 06 086 ———
E 05 05 05
‘3' 04 04 04
g o3 03 03
2 0.2 02 02
8 01 0.1 0.1
0.0 0.0 0.0
Vehicle WE Vehicle CE Vehicle OME
D.=) LAl E) - F) L
8 15 — 15 e —" 15 -
4
g 10 10 10
% 5 5 5
4
g o 0 0
Vehicle WE Vehicle CE Vehicle OME
AC inoculation PBS WE PBS CE PBS OME
Interscapular WE WE CE CE OME OME
immunization
Ear challenge WE WE CE CE OME OME
Fig. 2 Newal tisue-derived extraas induced ACAID. DTH data showing ear swelling for rats Isted in the chamber with newal timue derived extracs

(whole extract, WE; cytasalic extract, CE; or

brane extract, OME)

d © vehicle moculated rats (A-C). Relative splenic Fox P3 mRNA expression

of rats inoculated in $he anterior chamber with the WE, CE ar OME ar their comresponding vehicle (D-F). Vehide groups were inoculated in the anwerior chamber with

PES, but d and chall d

ged with the ¢ ponding neural ti

ived extract for DTH tests. **p < .01, **p = .00L.
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Fig. 3. ACAID to cytosalic anti mp

J retmal

glion cell swrvival after opfic nerve crush injury. R ive ph

Journal of Neurotwamunobgy 333 (2019) 476964
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150
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S0

Number of RGC/mm?

0

Vehicle CE

hs showing Bmia+

surviving retmal gangbon cells (RGC) at 7 (A) or 14 (C) days after optic nerve crush injuwry in animals inoculated mxh n:urdd-u derived extracts (whole extvact
WE; cytosalic extract, CF; or arganellemembrane extract, OME) compared to vehicle inoculated and injury-only rats, as well to the basal group. Quantification of
surviving RGC at 7 (B) and 14 (D) days after optic nerve crush in basal, mjury, vehicle, WE, CE ar OME groups. Scale bar = 50 an. Basal vx. all groups *=p < .001; CE

va. vehicke and OME, ***p = .001; CE vs. WE, *p = 01.

(Fig. 3C~-D) and OME (data not shown).

34. ACAD © CE Mased the retind microenvironment to an anth-
inflammatary profile

The retinal inflammatory profile was studied at 2 and 7 dpi by
quantitative RTQPCR in rats inoculated into the anterior chamber with
the (E and hjlred (S\xppl Fig. S2). The results showed that ACAID to
the CE iy of the pro-infl y cytokines IL-1§
deyanddeaosedmOSewhua 2 dpi (Fig. 4A), while in-
creasing TNFa, INF-y and INOS at 7 dpl (Fig. 4B). Additionally, ACAID
to the CE increased all anti4nfl y <y at both dpi Parti
cularly notable was the highly increased 114 expression at both dpi and
that of IL-6 &t 7 dpi (Pig. 4).

The infk y profile induced by ACAID to the CE also differ-
entially modified the retinal expression of neuwrotrophic and survival
factors eardy after optic nerve injury, by i ing BONF expression at

inflammatary profile induced by ACAID to the CE in the reting, the
expresson of phenot ypic mukas for Tregs (Fox—P3), macrophages
(CD68) and alternatively h (Arg-1; M2 type) were
quantified. The results sh ‘dmthe pression of the three mark

significantly increased at 7 dpl, with no changes at 2 dpi. Most notable
was the | in Arg-1 expr (Fig SE and F).

4. Discussion

ACAID may be used to avoid self-reactivity 1o neural antigens and
thus mduce second ary newonal death after CNS traumatic injury and
ive di (Toscano Tejeids e al, 2016). Previous

studies on multiple sclerosks (Bhowmick et al, 2011; Faroq and
Ashour, 2013) and spinal cord injury (Plneda-Rodriguez et &, 2017)
suggest that this may be the case. However, the mechanisms by which
secondary neurodegeneration is prevented have not been fully de-

2 dpi and decreasing it &t 7 dpi (Fig. SA and B). ACAID to the CE also
decressed Ocm and Casp-3 expression at 7 dpl, s well & increasing NT-
4 expression, with no changes at 2 dpi. (Fig. 5C and D).

3.5. The effects of ACAID to the CE are mediated by regulatory T cells and
M2 macrophages

To elucidate the cell types involved in the regulation of the anti-

cribed. In this study, ACAID was induced to three neural tissve derived
extracts prior 1o optic nerve injury and its effect on retinal ganglion cell
(RGO survival was evaluated. The results show that only ACAID to the
CE increased RGC swrvival by inducing a retinal micro-environment
featuring upregulation of anti-infl dk and neuro-
trophic/survival signaks. Moreover, this study shows that the anti-in-
flammatory effects of ACAID to the (E are mediated by other cell po-
pulations in addition 1o Tregs, & evidenced by increased expression of
markers for macrophages and alernatively activated macrophages
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Fig. 4. ACAID to cytmolic antigers madified the retinal inflammanry profile early after optic nerve injury. Quantification of relative mRNA expression of pro-

y(A8) and anti-infl y medi

(C-D) in the retina at 2 and 7 days past-injury (dpi) in vehicle inoculated rats and in animab maculated with the
teukin, I1; interferon, TRN; &

ducible nitric oxide synthase, INOS; ransforming growth factar, TGF. *p = 05,

cytasolic extract (CH). Tumar necrosis factor, TNF, &
*p = 01, *=p = 001.

(M2) after optic nerve injury.

The data show that the CE was the most reliable source of immune-
toleragenic neural antigens. Accordingly, the (E was the only neural
tisue derived fraction that significantly reduced secondary neuronsl
death after optic nerve injury compared to all rats inoculated in the
anterior chamber and ledoned. This effect was presumably related to
the increased ablity of ACAID to the CE to induce Tregs, as shown by

increased splenic FoxP3 expression. These actions were specific 1o the
CE, since neither the WE nor the OME showed similar effects.
Interestingly, although the WE contains both the CE and OME, toleri-
zation with the WE did not avoid inflammation in rats sensitzed and
challenged with the CE. This fact suggests that cytosolic antigens are
unrepresented in the WE and fall to be recognized by the |

system and to lessen the inflammatory response associated to RGC




Journal of Neurotemunology 333 (2019) 476064

L Marches Ak awar, e cl

B Venicle i CE

NT-4

NT-3

BDNF

A) 2 dpi

- n N - o

......

......

......

ot yNws gm0

7 dpi

......

OSSN YN SAEY

C) 2 dpi

Bel-2

Casp-3

Ocm

11111

......

.....

nnnnn

E) 2 dpi

Arg-1

cDé8

Fox-P3

ccccc

{coplion on noa page)

54



L Maorsines Ak awr, e al.

A s 3

l and ph

Journal of Neurotmmunology J33 (2019) $70264

Fig. 5. ACAID to cymsolic

ic marker expression after optic nerve injury. Quantification of relstive mRNA

wa—mofmmp&:lmmndm\dvd-p&(hb)- well as phenotypic markers (EF) n&emnn!-dhhy!pﬂ mjury (dpi) in vehicle inoculated
NT;

rats and animals inoculated with the oytasolic extract (CE). Braindenived newotrophic factar, BDNF;

Ocm; caspase 3, Cap-3; Bcell

lymphama 2, Be)2, Farkhead Box F3, Fax—P3; cluster of differentiatian, CI; arginase, Arg. *p = 06, *p = OI seop < .00L

death after optic nerve injury. Although a direct parison with prior
work (Pineda-Rodriguez et al, 2017) was not done, extractions proto-

cols suggest that their SCE comresponds to our OMEWE, The effects

specific inflammatory responses mainly by inducing CD4+ and
CD8 +CD25 + Fox-P3 + Tregs (Farooq and Ashour, 2013; Farooq et al,,
2014; Saban et al., 2008; Pineds-Rodriguez et sl, 2017). Since the Thl

mammdmm-pudwm may be related to
the concentration of neural anti i in each
fucuonandlolhtlnjwyile.hmhuandbsmudaemlneme
proteins found in each extract and their concentrat lon.

ACAID to the CE preserved approximately 55% of the RGC with
respect 10 intact animals at 7 dpl (22% more celks than vehicle, 19%

P b triggered by neural mmem during acute inflammatory

d 6-9 dpl, In ion of Fox-P3 induced by

Aumwdu@mumaﬁa7dﬂ.mmbmmﬂmhhy

pothesis and show that ACAID to the CE accel d Treg recrui 0

the lesion site by at Jeast a week, since it has been observed that Treg-
diated lation starts around 14 dpi (unpublished data).

more than WE and 23% more than OME groups but only 12% more cells
than the injury group). The injury-only group showed a higher RGC
survival than the groups where ACAID was induced with the WH, OME
or even inoculsted with vehicle. Previous studies showed that a single
(25 pl; Benouzi et al,, 2002) or chronic int y of vehicle
(20 ul, once per week; Urcola et al,, 2006) did not increase intraocular
pressure (I0P; Benozzd et al,, 2002; Urcda et al., 2006) or decrease RGC
survival in rats (Urcola et al, 2006). Moreover, although a single in-
I delivery of hyahsronic acid can transiently i 0P in
rats, chronic lnjeeuox are required 1o sustain an elevated 0P and to
trigger RGC death (Benozzi et al., 2002; Moreno e al., 2005). Thus, itis
unlikely that intracameral injection (10l per eye) increased 10P. This
evidence, together wlh the results presented in this study showing that
a single | or injection of vehicle/CE in | il

1 deli

mmna.mamm&&m1m.m inflammatory
cytokine expression, suggesting that CE-specific Tregs induce the re-
cruitment/different lation of M2-type macrophages in the retins at 7
dpi. msrsuhlsmpporubyprwlomwodnshmvlnglhl
CD4+CD25+ Tregs induce the differentiation of M2
which display Arg-1 activity and produce IL-10 (Liu et al, 2011), Since
it has ba:n ﬂtm ﬂm peripheral cells are the primary source of al-

t h afteroptic nerve injury (Wakh et al,

2014).ourrsulnsmal that ACAID to the CE may modulate in-
flammation triggered by both adaptive and peripheral innate immune
cells. The regulation of lymphoid linage cells may be mediated by Treg
recruitment at 7 dpi, while the effect on myeloid cells may occur by
A:gl dependent (at 7 dpl) and independent mechanisms (at 2 dpi). To

animalk did not alter the number of surviving RGC in adulls, suggests
that although man ipu lation per se does not kill cells it sensitizes them to
trauma. Further studies should evaluate the true impact of ACAID to the
CE on RGC survival using adoptive cell transfer.

A remarkable result obtained in this work was that ACAID to the CE

dulated the retinal infl 'y 1esp lnded.oveslmmlo
the (& d the expression of all antiinfl cy
while bluu(hg or increasing the expression of some pto%mauummry
cytokines. Thhlsnonwp“ngshceahlmcd lmetplayo(bo(hpro-

our ledge, these findings have not been previowsly reported and
have important lmplk:lbm 1o the mechanism of action of ACAID.

In conclusion, ACAID to the CE induced prior to oplic nerve injury
reduced selfreactivity and polarized the reting to an anti-inflammatory
milieu promoted by Tre; and M2-type macrophages. However, since
anterior chamb aggr d RGC death after optic nerve
injury, the neuroprotective potential of ACAID to the CE after optic
nerve injury was limited. Nonetheless the results pr d in this paper
courlbuu w elucidate the mechankms uggeed by ACAID to decrease

fon and highlight its potential to regulate in-

fn " A

and anti-infl Is 10 pr
wmldnmqe(&dmsal xmwmseul 2013; Rapx

d by innate and adaptive immunity.

e al., 2014; ‘Iyorel al., 2002; Wattananit et al, 2016). Howevc. the
ol of anti-infl. ory ¢y shcenrlypou

Suppl y data to this article can be found online at hutps://
doi.org,’lo 1016/) Jreuroim 2019.05.005.

lnjuyngssmsuthlmmmlhempommm‘ fl
retina a ive profile. In this line, lhlsmk
d the expression of some phic factars that have
d protective effects in early stages after the injury.
The results showed that ACAID to the CE up-regulated the expr

ﬂso-‘
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9.- Resultados adicionales

9.1.- Efecto de la desviacién inmunoldogica asociada a la camara
anterior del ojo inducida posterior a la lesion en el nervio Optico sobre la
supervivencia de las células ganglionares de la retina.

De acuerdo con nuestros resultados la induccion de DIACA favorece la
supervivencia de las CGR, cuando la induccion de la tolerancia es previa a la
lesion del NO. Por lo tanto, se decidié evaluar el efecto que tiene la induccion de
DIACA posterior a la lesion. Cinco minutos después de la lesion se inocularon las
fracciones en la camara anterior y las ratas fueron sacrificadas a los 7 dias
posteriores a la lesion y la retina fue disecada para su analisis. Los resultados
muestran que los grupos inoculados con las diferentes fracciones (HT, CC y CAM)
no presentaron diferencias en el nimero de CGR sobrevivientes al trauma
comparado con el grupo inoculado con el vehiculo, como se puede observar en la
figura 6A. Asi mismo, con el objetivo de evaluar si la induccién de la tolerancia
podria reducir la pérdida de las CGR de forma particular para cada region de la
retina se cuantificaron las CGR Brn3a+ en cada una de las diferentes areas
(central, media y periférica); sin embargo los resultados mostraron que no hay
cambios en el nimero de CGR supervivientes en las diferentes areas de la retina

(figura 6B).
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A) Cuantificacion global de CGR en la retina
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Figura 6. Efecto de la induccién postlesién de DIACA (HT, CCE y CAM) sobre la
supervivencia de CGR. A) La grafica muestra el conteo total de CGR en animales control e
inmunotolerantes evaluado a los 7 dias post-lesién. B) Las graficas muestran el conteo realizado
en las diferentes areas de la retina (central, media y periferia). Se grafican promedios + SD, n=5
animales por grupo.
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10.- Discusion general

El presente proyecto tuvo como objetivo central disefiar una estrategia
capaz de proteger estructuralmente el tejido nervioso después de una lesion
traumatica con el proposito final de preservar su funcion después del dafio. La
propuesta consiste en inducir inmunotolerancia a antigenos neurales a traves de
DIACA. Los resultados obtenidos muestran que la induccién de DIACA genera un
microambiente antinflamatorio que favorece la supervivencia de las CGR después

de una lesién en el nervio Optico en ratas de la cepa Wistar.

El homogenado de médula espinal contiene multiples 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 citosolicos (CC) o bien donde estan todos los
posibles antigenos presentes de la médula espinal (HT), fueron evaluadas para
determinar la capacidad de estos para actuar como antigenos. 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 antigenos, siendo la fraccion CC la que presenté mayor
antigenicidad; incluso ligeramente mas que HT, esto debido quizas a que CC
contiene componentes (solubles) que son mas rapidamente 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

ubicacion celular (membrana) y por ende la asociaciéon con lipidos, y a la
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presencia de proteinas como MBP, MOG, PLP, MAG de la fraccibn CAM se
pensaba que ésta seria la que presentaria mayor antigenicidad (Quarles et al.,

2006).

La inyeccion de antigenos en la CA del ojo genera tolerancia inmunologica
sisttmica hacia dichos antigenos. La induccién de tolerancia inmunolégica
inducida a través de DIACA fue evaluada mediante la prueba DTH. Esta prueba
genera una respuesta de inflamacion especifica de antigeno mediada por linfocitos
Thl (Farooq y Hossam, 2013). Se ha reportado que DIACA suprime la respuesta
Thl especifica de antigeno (Streilen, 2003). Los resultados mostraron que la
induccion de DIACA con in6culos sumamente complejos en su composicion como
lo son el homogenado de componentes medulares (HT) y las fracciones
enriquecidas en proteinas (CC y CAM) se realiz6 de forma eficaz. Una amplia
variedad de antigenos 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
induccion de DIACA con antigenos solubles (Cui et al., 2009; Farooq et al., 2014;
Mizuno et al, 1989 ) indicando que la solubilidad de los antigenos no es una
caracteristica critica para la induccion (Mizuno et al., 1989) . Un estudio previo ha
reportado la induccion de tolerancia a dos proteinas derivadas de la mielina: MOG
y MBP utilizando los antigenos solos o en co-inyeccion en la CA (Bhowmick et al.,
2011). Sin embargo, en el contexto de la patologia secundaria a una lesion se

consider6 que es mas eficiente generar inmunotolerancia a mdltiples
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autoantigenos que pueden estar presentes en el sitio del dafio. El estado de
inmunotolerancia generado a través de DIACA origina dos poblaciones de células
iTregs especificas de antigeno: CD4" y CD8" (Niederkorn, 2006). Dado que en el
modelo diversos componentes del parénquima son reconocidos como antigenos,
las Tregs especificas de antigeno pueden llevar a cabo la supresion directa de la

funcion efectora de células T CD4+y CD8+.

La induccion de DIACA favorecio la supervivencia de CGR a los 7 y 14 dias
en animales con lesién del nervio Optico. A los 7 dias después de la lesion, los
animales inoculados en la CA con la fraccibn CC mostraron mayor nimero de
CGR sobrevivientes, Brn3a+. Se ha reportado que la muerte de CGR no es
instantanea, es un proceso dindmico que dura varios dias (Peinado et al., 1996,
Chidlow et al., 2005). Se sabe que Brn3a estimula la expresion de las proteinas
anti-apoptoéticas 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-Nicolas et al., 2009).
Un estudio realizado por Sanchez y colaboradores en el 2015 (Sanchez-Migallén
et al., 2016) indica que la expresion de Brn3a declina cuando las CGR expresan
caspasa 3 activa; sugiriendo que mientras las células expresen ese factor de
transcripcion aun estan viables. A los 14 dias después de la lesion las retinas de
los animales inmunotolerantes a CC también presentaron mayor nimero 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 lesion; esto puede ser debido
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a que la fraccion de CC tiene la capacidad de inducir mayor expresion del factor
de transcripcion Foxp3. Se sabe que Foxp3 es indispensable para la
diferenciacion y funcién de las células T reguladoras, lo cual puede sugerir que los
animales inmunotolerantes a CC tienen un mayor nimero de células Treg (Hori et
al., 2003) o bien, que esta mayor expresion de Foxp3 estimula la produccion de
citocinas antiinflamatorias (Fontenot et al., 2003). Se sabe que la degeneracion en
la retina inicia con la muerte de las CGR del area periférica (Parrila-Reverte et al.,
2009). El andlisis de supervivencia de CGR por areas (datos no mostrados) indicé
gue la induccion de DIACA-CC favoreci6 la supervivencia en la areas central y
media que se sabe son sitios donde reside la agudeza visual . A los 7 dias post-
lesion, mientras que a los 14 las tres areas presentaron un nimero 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 periodo 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 induccién post-lesion de DIACA podemos inferir que la induccién
posterior a la lesion retarda la generacion de Tregs y de las citocinas
antiinflamatorias que producen, sin embargo mas estudios son necesarios.
Alrededor de 48 h después de la inoculacion se generan las células Treg (Wang et
al., 1997) tiempo en el cual, cuantiosos mediadores proinflamatorios ya ha
alcanzado su pico maximo (figura 3 A), sin que aun halla efecto del ambiente

inmunoregulador promovido por DIACA. Mas estudios son necesarios para
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concluir el efecto de la inducciéon de DIACA (antigenos neurales) posterior a una

lesion 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 Optico
diferia de los anticuerpos antirretinales. Encontrando ademas, que un numero
mayor de pacientes con retinopatias autoinmunes presentan anticuerpos contra
proteinas de la via glucolitica (enolasa, aldolasa), GAPDH, y la proteina citosolica
CRMP5 (Adamus et al.,, 2011); lo cual puede sugerir que la neuroproteccion
observada en la retina esta 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 éptico en animales inmunotolerantes a la fraccion

CAM.

Las citocinas son un grupo de polipéptidos que estdn generalmente
asociados con la inflamacién, la activacion inmunolégica y la diferenciacién o
muerte celular, e incluye interleucinas, interferones, factores de necrosis tumoral,
guimiocinas y factores de crecimiento (Barone y Feuerstein, 1999; Del Zoppo et
al., 2000). Numerosas citocinas proinflamatorias son inducidas de forma rapida
después de un dafio en el SNC, y son expresadas en un patron espacio-temporal

consistente con su participacion en la subsecuente muerte neuronal.

Los resultados obtenidos muestran que la induccion de DIACA con CC
generé un ambiente predominantemente antiinflamatorio en la retina en animales

con lesién del nervio Optico; tanto a los 2 como a los 7 dias post-lesién se
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observaron incrementos importantes de las citocinas IL-4, IL-10, y TGF-B. Esta
documentado que dichas citocinas actian como reguladores y moduladores de la
respuesta inmunolégica después de un dafio, 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). Asi mismo también se observd un
incremento de IL-6 en los animales con DIACA a los 7 dias después de la lesion.
La IL-6 a menudo se induce junto con las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-1,
sin embargo, cabe destacar que también puede ser considerada una citocina
antiinflamatoria ya que tiene un papel critico controlando la extension de las
respuestas inflamatorias agudas locales o sistémicas (Xing et al., 1998). Ademas,
existen algunos reportes de que la presencia de IL-6 es necesaria para la
diferenciacion de varias subpoblaciones de células T CD4+; inhibe Ila

diferenciacion hacia un fenotipo Thl, via SOCS1. IL-6 promueve también la

produccion de IL-4, polarizando el ambiente hacia un fenotipo Th2 (Rincon et al.,
1997). En macréfagos humano, IL-6 induce un perfil de citocinas antiinflamatorio
por un aumento en la reduccion de IL-4 e IL-10 (Frisdal et al., 2001). Ademas
existen algunos reportes de que la presencia de IL-6 tiene efectos
neuroprotectores, ya que en lesiones cerebrales juega un papel importante en la
proteccion 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 expresién de las citocinas

proinflamatorias se observd un incremento de TNF-a a los 7 dias post-lesion y de

IL-1B a los 2 dias post-lesion. TNF-a 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-13 es
rapidamente liberada por la microglia en respuesta a un dafio. Las acciones de IL-

1B en el SNC son diversas e incluyen la induccion de factores de crecimiento,
reduccién de neurodegeneracion inducida por aminoacidos excitatorios (Strijbos et
al., 1995). La expresion de INF-y se vio incrementada a los 2 y 7 dias post-lesion;
se sabe que esta citocina activa a los macrofagos y estimula su capacidad
fagocitaria, favoreciendo de esta forma la eliminacion de células muertas y restos

celulares; ademéas el incremento de INF-y también puede estar relacionado a que

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

funcion reguladora (Paunicka etal., 2011).

Otras moléculas que mostraron una expresion diferencial por la induccién
de DIACA con CC, fueron los factores neurotroficos. La expresion de BDNF se
incrementd a los 2 dias después de la lesion y disminuyé su expresion a los 7
dias, postlesion. Se sabe que BDNF es una neurotrofina esencial para la
sobrevivencia neuronal; la sobreexpresion de BDNF protege a las CGR después
de una lesion en el nervio 6ptico (Feng et al., 2017). Por otro lado, BDNF puede
tener también efectos proapoptoéticos a través de la unién con el receptor p75, asi
como efectos indirectos con otras neuronas o sobre la glia (Greenberg et al.,
2009). De esta forma la expresion de BDNF puede estar promoviendo la
sobrevivencia de las CGR durante los primeros dias después del dafio y en los
dias posteriores regular la muerte celular por apoptosis, lo cual es congruente con

la regulacion a la baja de la expresién de caspasa 3 obtenida también en este
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trabajo. Otra neurotrofina que presentd un incremento en la expresién al dia 7
postlesion en animales inmuntolerantes a CC fue NT4. Se sabe que la
administracion intraocular de NT4 tiene un efecto neuroprotector en la
supervivencia de las CGR después de la axotomia del nervio 6ptico (Peinado et
al., 1996). Otro resultado obtenido es la expresion de la oncomodulina (un factor
de crecimiento atipico producto de los neutrofilos), la cual disminuyo a los 7 dias
post-lesion en el grupo de animales inmunotolerantes a CC. La oncomodulina es
un factor potente que promueve el crecimiento axonal y también es producida por
macréfagos inflamatorios (M1) después de la lesion 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 expresion directamente en el nervio 6ptico

en futuros estudios.

La expresion 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 disminuy6 la expresion de
caspasa 3 a los 7 dias postlesion del nervio 6ptico, sin embargo, la expresion de
Bcl2 no se vio modificada en este periodo de tiempo. Dado que Bcl2 es una
molécula que participa en la via intrinseca de la apoptosis, es posible que alguna
molécula reguladora de la via extrinseca de la apoptosis como la caspasa

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

La induccion de DIACA generd un incremento en la expresion del factor de

transcripcién Foxp3 en la retina a los 7 dias después de la lesion en el nervio
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optico, mientras que en el dia dos después del dafio, no se presentd este
incremento. El aumento de Foxp3 como se sugirié anteriormente puede ser debido
a un incremento en la poblacion 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 poblacién 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 dafio (Golshayan et al., 2007). El incremento de Foxp3 al
dia 7 post- trauma, correlaciona bien con los aumentos en la expresion de las
citocinas antiinflamatorias encontrados en este mismo lapso de tiempo, sin
embargo, la presencia de estas citocinas durante la fase temprana de la lesion y el
no incremento de Foxp3, sugieren que células de la inmunidad innata o células de

la glia son las que se encuentran secretando IL-4, TGF-$ e IL-6.

Una poblacion de células del sistema inmunolégico que ha adquirido gran
relevancia en las patologias relacionada con el SNC son los macrdéfagos (Shchter
et al., 2009; Shchter y Schwartz 2013; Raposo et al., 2014). En general, se cree
gue los macrofagos desempefan funciones benéficas, como la orquestacién de
las respuestas de cicatrizacion de heridas y la eliminacion de restos celulares, la
correcta resolucion de la respuesta inflamatoria, la promocion de la angiogénesis,
la formacion de cicatrices y la secrecion de factores de crecimiento (Brancato y
Albina, 2011; Koh y DiPietro, 2011; Werner y Grose, 2003). Por lo tanto, se decidi6
medir la expresion de CD68 un marcador especifico de esta poblacion de células.

La expresion de CD68 se incrementd hasta el dia 7 post-lesion en la retina de
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animales inmunotolerantes, mientras que al dia 2 no se presentaron cambios
considerables en cuanto a su expresion. Esto indica que la poblacion de
macréfagos se ve incrementada de forma conjunta con las células Treg Foxp3.
Para determinar el fenotipo de los macrofagos presentes en la retina, se midié la
expresion del marcador de macrofagos M2 (antiinflamatorios), Arginasa 1. La
expresion de este marcador se vio incrementada de igual forma hasta el dia 7
después de la lesion en el nervio Optico, lo que indica que la poblacion de
macrofagos presentes en este periodo de tiempo corresponde al tipo M2, los
cuales tienen como funcion principal favorecer la resolucion de la respuesta
inflamatoria. Al igual que las células Treg Foxp3, estos macréfagos M2 también
pueden estar promoviendo el predominio del ambiente antiinflamatorio. Sin
embargo al no presentarse incrementos en CD68 y arginasa 1 al dia 2 post-
lesion, aun 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 induccion de DIACA
promueve un ambiente antinflamatorio después de una lesion traumatica en el
nervio optico, lo que favorece la supervivencia de la CGR en la retina; el
mecanismo Y el tipo de células que participan para favorecer la neuroproteccion de
las CGR aun debe de ser elucidado por completo; sin embargo, varias moléculas y

su posible relacién con este fendmeno han sido aportados en este proyecto.
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Figura 7. Representacién esquemadtica de los mecanismos de accién de la tolerancia
inmunoldgicay su efecto protectoralos2, 7 y 14 dias despuésde unalesidndel nervio dptico. 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.- Conclusién

La induccion de la Desviacion Inmunitaria Asociada a la Camara anterior del
ojo tiene un efecto neuroprotector sobre la supervivencia de las CGR de la retina,
esto debido a que DIACA promueve la generacion de un ambiente antiinflamatorio

y favorece la generacion de células Treg Foxp3 y de macréfagos M2.
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12.- Anexo

12.1 ;Qué nos protege de nuestro sistema inmunoldgico?
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;Quién nos protege de
nuestro sistema inmunologico?
Lorena Martinez Alcantar y Esperanza Meléndez Herrera

Nuestro sistema inmunologico nos protege de los El sistema inmunolégico y su tarea diaria
que nos rodea a diario

-¢Pero, quién nos protege de é?- a existencia del ser humano esta condiciona-
da a una guerra constante contra enemigos
microscopicos como hongos, bacterias, virus
y parasitos que pueden causar enfermedades (pa-
togenos). Para contender contra estos invasores,
nuestro organismo esta equipado con un sistema
de defensas compuesto por una red de moléculas,
células y tejidos que interactUan entre si para reco-
nocer, neutralizar y eliminar cualquier amenaza que

ponga en peligro nuestra integridad.

-Este conjunto de defensas es denominado sistema
inmunologico-

Aspectos generales de la respuesta inmunologica

La respuesta inmunologica se puede dividir
en dos grandes tipos: la innata, que actia inmedia-
tamente y posee especificidad limitada y la adapta-
tiva, que depende del tipo de antigeno, es extrema-
damente especifica y tiene memoria.

La respuesta innata se activa cuando las cé-
lulas encargadas de realizar el patrullaje diario en
busca de amenazas (células fagociticas) detectan
un microorganismo invasor en alguno de sus fren-
tes. Una vez que esto ocurre, 1as células secuestran




al invasor y lo degradan en porciones de tamano
variables. Ejemplos de estas células fagociticas son
los neutrdfilos, células sanguineas que monitorean
todo nuestro organismo en bisqueda de microor-
ganismos invasores y los “neutralizan” mediante
compuestos toxicos; los monocitos, que viajan al
sitio de invasion cuando detectan a un patégeno, y
entonces se convierten en macrofagos.

-5i estos mecanismos destruyen eficientemente al
patogeno, la respuesta inmunologica se detiene. Si por
el contrario, los microorganismos patogenos llegan a
sobrevivir a los mecanismos antes descritos, las celuias
macrofagas se encargan de pedir refuerzos y activan la
inmunorreaccion adaptativa-

La respuesta adaptativa se inicia cuando los
macrofagos presentan los fragmentos del paté-
geno degradado (denominados antigenos) en su
superficie celular a otras células denominadas lin-
focitos T y linfocitos B. Estos linfocitos actGan en
conjunto para garantizar la destruccion y elimina-
cion del agente patogeno. Sin embargo, su activi-
dad debe ser rigurosamente reguiada para evitar
dafios colaterales como la destruccion masiva de
células sanas o el ataque a moléculas y células pro-
pias.

Coordinacion de Investigacion Cientifica
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Tolerancia inmunologica, un mecanismo
protector

La mision principal del sistema inmunold-
gico es defender a nuestro organismo frente a las
agresiones externas. Para desarrollar adecuada-
mente esta funcion, el sistema inmunologico debe
ser capaz de diferenciar perfectamente entre las
moléculas propias (autoantigenos) y las extraias.
El reconocimiento de las moléculas propias ocurre
durante el desarrollo de los linfocitos, proceso que
tiene lugar en los 6rganos linfoides (p. &j. timo, mé-
dula 6sea, bazo).

Bajo diferentes circunstancias, el sistema in-
munologico puede desencadenar una respuesta in-
distinguible de la activada por el patdgeno, condu-
ciendo a una enfermedad autoinmune que puede
ser incompatible con la vida.

Con el fin de mantener |a autotolerancia y evi-
tar el dafio tisular, el sistema inmunoldgico desen-
cadena una compleja red de mecanismos celulares
y moleculares de regulacion. Entre los mecanismos
principales utilizados por esta respuesta tolerogé-
nica se encuentran: 1) la muerte o inactivacion de
células autorreactivas; 2) la discriminacion entre lo
propio y lo ajeno en base a concentraciones cons-
tantes del componente en los tejidos; y 3) Ia au-
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sencia de sefales estimuladoras que favorezcan la
interaccion de los autoantigenos con las células del
sistema inmunoldgico.

Estos mecanismos de tolerancia inmunold-
gica pueden considerarse como una sucesion de
puntos de verificacion. Cada uno de estos puntos es
eficaz para prevenir respuestas contra lo propio y
todos ellos en conjunto tienen una accion sinérgica
que nos protege de Ia autoinmunidad. Sin embar-
go, es conveniente saber que la activacion de los
linfocitos autorreactivos no necesariamente equi-
vale a enfermedad.

Unicamente se presenta una enfermedad au-
toinmune cuando todos los mecanismos de tole-
rancia son superados y esto provoca una reaccion
persistente a los componentes propios que incluye
la generacion de células y moléculas efectoras que
destruyen tejidos. Si bien no se conocen por com-
pleto los mecanismos mediante los cuales ocurre
esto, se considera que la autoinmunidad se debe a
una combinacion de susceptibilidad genética, de-
gradacion de los mecanismos de tolerancia natu-
rales, y detonantes ambientales como las infeccio-
nes. Pero, ;qué ocurre siuna respuesta contra algun
autcantigeno ya ha comenzado a desarroliarse?
chay algo que puede hacerse para evitarel daficala
parte de nuestro cuerpo que presenta al antigeno?.

Células T reguladoras al rescate

Las células autorreactivas que han evadido
los mecanismos de induccion de tolerancia antes
descritos todavia pueden ser reguladas de manera

* Berrueta y Salmen. 2010. La tolerancia inmunologica
a 50 anos del Premio Nobel en Medicina y Fisiologia:
Una perspectiva como mecanismo de respuesta inmu-
ne. Invest. Ciin,, 53(2):159-192.

hittp:/jwww redalyc.org/tmi/3729/372937680003/

* Heber et al. 2013. Tolerandia inmunoldgica, un reco-

mdoenduempo ,_comodsmmmaremlopmp-o
y lo extrafio?. Revista Colombiana de Reumatologia,
20{4):237-249-

que no ocasionen enfermedad. Entre los diversos
mecanismos propios de la tolerancia inmunologica,
la funcion de los linfocitos T reguladores, podria de-
cirse que es el mas importante.

Se considera que los linfocitos T reguladores
son un grupo heterogéneo de células que participan
en el mantenimiento de la tolerancia a lo propio y
la homeostasis del sistema inmunoldgico. Estas
poblaciones de células se especializan en suprimir
la respuesta inmunologica cuando ésta represente
una amenaza para el organismo, tal es el caso de la
autoinmunidad, en enfermedades alérgicas y otras
enfermedades inflamatorias. Una vez activadas
pueden mediar sus efectos de manera dependiente
del contacto y /o mediante la secrecion de molé-
culas que inhiben la proliferacion de células auto-
rreactivas Estos linfocitos son capaces de suprimir
respuestas antigeno-especificas y de transferir esa
tolerancia entre individuos.

Muchos investigadores plantean la hipotesis
de que los linfocitos T reguladores pueden tener un
potencial terapéutico para el tratamiento de las en-
fermedades autoinmunes. Asi mismo se ha demos-
trado que los linfocitos T reguladores, previenen o
mitigan otros sindromes inmunopatoldgicos, como
el rechazo de injertos o traspiantes.

La induccion de linfocitos T reguladores es
uno de los objetivos mas importante en la terapia
dirigida a la autoinmunidad ya que esto confiere es-
pecificidad al tratamientoy, por tanto, anular el uso
actual de los farmacos no especificos.

http:/fwww. elsevier. esles#ews‘a#emsta{oiombsa
na-reumatologia-374-articulo-tolerancia-i
ca-un-recomido-el-So121812313701385

* Blasco-Patino. 2002. La infeccion como origen y de-
sencadenante de enfermedades autoinmunes. Anales
de Medicina Interna, 19(1):44-48).
Wllxkbjxii.eslscieb.php?xriptmi_mxt&pi-
d=50212-71992002000100011
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