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RESUMEN

El ojo es un drgano inmuno-privilegiado capaz de regular la respuesta inflamatoria para
generar una tolerancia especifica y sistémica para los antigenos que son inoculados en su
interior. Esta capacidad puede ser aprovechada para modular la respuesta inmunologica en
enfermedades degenerativas que cursen con inflamacién crénica. Sin embargo, hasta el
momento se desconoce: 1) el tiempo que permanece la inmuno-tolerancia inducida
mediante esta via tanto en individuos juveniles como en adultos y 2) si esta relacionada con
el nimero de determinantes antigenicos y su complejidad. En este contexto, este trabajo
evalué la permanencia de la inmuno-tolerancia a la albimina de suero bovino (BSA) y a un
coctel de antigenos derivados de tejido medular (antigenos neurales, AgN) durante ocho
meses en ratas Wistar. Para llevar a cabo este trabajo, la BSA y los AgN fueron inoculados
en la camara anterior del ojo de ratas juveniles (30 dias de edad) y adultas (2.5-4 meses de
edad) para inducir tolerancia. La induccion y permanencia de la inmuno-tolerancia fue
evaluada mediante pruebas de hipersensibilidad de tipo retrasado (HTR). El estado de salud
de los animales fue monitoreado a través del peso corporal, pruebas de comportamiento
para descartar encefalomielitis experimental autoinmune y biometrias hematicas. Nuestros
resultados muestran: 1) que es posible inducir inmuno-tolerancia a la BSA y a los AgN en
ratas juveniles y adultas con una sola inoculacion; 2) que esta inmuno-tolerancia permanece
al menos ocho meses en animales juveniles y adultos incluso después de varios retos; y 3)
gue la inmuno-tolerancia no genera cambios patoldgicos en la respuesta inmunologica a
largo plazo. En conjunto, los resultados sugieren que la inmuno-tolerancia inducida por la
inoculacién de un antigeno (BSA) o un coctel (AgN) en la cdmara anterior puede modular
la respuesta inmunologica a largo plazo en enfermedades cronico-inflamatorias. Mas adn,
la induccion y permanencia de esta inmuno-tolerancia es independiente del ndmero de
determinantes antigénicos o su complejidad. Debido a que es igual de eficiente si es
inducida en animales juveniles y adultos, podria ser empleada como estrategia preventiva o

terapéutica.

Palabras clave: privilegio inmunoldgico, permanencia de inmuno-tolerancia.




ABSTRACT

The eye is an immune-privileged organ that regulates the inflammatory response to
generate specific and systemic tolerance to antigens inoculated within it. This ability can be
used to modulate the immune response in degenerative diseases that course with chronic
inflammation. Nevertheless, several issues are unknown: 1) the time that the immune-
tolerance induced by this route persists in juvenile and adult individuals and 2) whether it is
related to the number of antigenic determinants and their complexity. In this context, the
present study evaluated the permanence of immune-tolerance to bovine serum albumin
(BSA) and a cocktail of antigens derived from spinal cord tissue (neural antigens, NAQ)
throughout eight months in Wistar rats. To achieve this, BSA and NAg were inoculated
into the anterior chamber of the eye of juvenile (30 days old) and adult rats (2.5-4 months
old) to induce tolerance. The induction and persistence of the immune-tolerance was
evaluated by the delayed-type hypersensitivity (DTH) test. The health of animals was
monitored via body weight, behavioral tests to discard experimental autoimmune
encephalomyelitis and hematic biometry assays. Our results show that: 1) it is possible to
induce immune-tolerance to BSA and NAg in juvenile and adult rats with one inoculation;
2) this immuno-tolerance remains for at least eight months when induced in juvenile and
adult animals even after several challenges; and 3) this immuno-tolerance generates no
pathological changes in the immune response over time. Toghether, the results suggest that
the Immune-tolerance induced by inoculation of one antigen (BSA) or several (NAQ) into
the anterior chamber is an efficient strategy to modulate for a long term the immune
response in chronic-inflammatory diseases. Moreover, the induction and permanence of this
immune tolerance is independent of the number of antigenic determinants. Furthermore,
since it is equally efficient if induced in juvenile and adult animals, it could be used both as

a preventive or therapeutic strategy.

Key words: immune privilege, permanence of immune-tolerance.




REFERENCIA DE SIGLAS Y ABREVIATURAS

Ab: Anticuerpo 0 anticuerpos

Ag: Antigeno

AgN: Antigenos neurales

Ags: Antigenos

BSA: Albimina de suero bovino

CA: Cémara anterior

CHCM: Concentracion de hemoglobina corpuscular media
DAMPs: Patrones moleculares asociados al dafio

DIACA: Desviacion Inmunitaria Asociada a la Camara Anterior
EAE: Encefalomielitis experimental autoinmune

Ed.: Editorial

Edic. Edicion

ERI: Eritrocitos o glébulos rojos

ES: Error estandar de la media (standard error of the mean)
Et al.: (abreviatura latina) y otros oy los demas

FasL: Lingando Fas

FcR: Receptor Fc (Receptor de la porcion Fc de inmunoglobulina)
Fig.: Figura

Foxp3: Factor de transcripcion Forkhead/winged hélix
GPCRs: Receptores acoplados a proteinas G

HCM: Hemoglobina Corpuscular Media

Hct: Hematocrito

HTR: Hipersensibilidad de tipo retrasado

id.: Intradérmica

Lp.: Intraperitoneal

IDE: Intervalo de Distribucion de Eritrocitos, también llamada Amplitud de la

Distribucion Eritrocitaria (ADE)
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IDP: Inmunodeficiencias Primarias

IFN-y: Interferon gamma

lg: Inmunoglobulina

IL: Interleucina

iTregs: Células T reguladoras inducibles

LEU: Leucocitos

LPS: Lipopolisacéridos

CMH: Complejo Mayor de Histocompatibilidad

CMH -I: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase |

CMH -I1: Complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il

ug: Microgramo

min.: Minutos

pL: Microlitro

mL: Muililitro

MPV: Volumen plaquetario medio

MPV: Volumen plaquetario medio

NK: Células asesinas naturales

nTregs: Células T reguladoras timicas o naturales

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos

PBS: Tampon fosfato salino

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCT: Procalcitoninas

Pgs.: Paginas

PLT: Recuento de plaquetas

PRRS: Receptores de reconocimiento de patrones intracelulares o expresados en la
superficie

RBC: Cuentas de glébulos rojos

S.N.: Sistema Nervioso Central

Sl: Sistema inmunologico

Tc: Linfocitos citotoxicos
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TCR: Receptor de linfocitos T

TGF: Factor de crecimiento transformante

Th: Linfocitos T cooperadores

TLR: Receptores se encuentran los tipo Toll

TNF-o: Factor de necrosis tumoral alfa

Tregs.: Linfocitos T reguladores

VCM: Volumen corpuscular medio (volumen promedio de los globulos rojos)
Vol.: Volumen

VSG: Velocidad de sedimentacion globular
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CAPITULO I

INTRODUCCION GENERAL

Existen tejidos inmuno-privilegiados como el ojo, el (tero y los testiculos, los cuales son
capaces de regular la respuesta inflamatoria a fin de preservar sus funciones (1). En el ojo,
esta forma de inmunidad privilegiada evita la inflamacion y favorece la inmuno-tolerancia
especifica al antigegno (Ag) (2, 3). Asi, ante una segunda exposicion, el sistema
inmunoldgico no desarrolla una respuesta de ataque contra ese Ag (1-5). El sistema
nervioso central (SNC) también es un tejido inmuno-privilegiado capaz de modular
activamente su respuesta inflamatoria bajo condiciones fisioldgicas. Sin embargo, bajo
condiciones traumaticas o infecciones que involucran el rompimiento masivo de las
barreras que lo protegen, se altera el delicado equilibrio entre ambos sistemas (i.e. nervioso
e inmunolégico) y se desencadena una respuesta inflamatoria que incrementa la lesion del
tejido nervioso (6, 7). Esta respuesta inflamatoria conduce al establecimiento de una
patologia autoinmune contra AgN (8, 9 y 10), siendo una de las principales limitantes para
la reparacion del SNC. Con el fin de explorar la factibilidad de la induccion de inmuno-
tolerancia a los AgN como estrategia preventiva o0 terapéutica en enfermedades
neurodegenerativas 0 traumaticas que cursan con inflamacién cronica, el presente trabajo
evaluo la permanencia en el tiempo del estado de inmuno-tolerancia a AgN en ratas de la
cepa Wistar. Debido a que no existen trabajos en los que se haya estudiado la induccién y
permanencia de la inmuno-tolerancia a un homogenado completo de Ag, en el presente
trabajo se evalu6 también la permanencia de inmuno-tolerancia a la proteina albdmina de
suero bovino (BSA) como Ag control.
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En este capitulo se abordard cémo responde el sistema inmunoldgico ante el dafio y los
eventos que ocurren durante la respuesta inflamatoria para poder enfatizar la importancia
del inmuno-privilegio del ojo y las ventajas conferidas. En el capitulo 2 se presentan los
resultados de la evaluacion en el tiempo de la permanencia de inmuno-tolerancia a BSA y

el capitulo 3 presenta la evaluacion de la permanencia de inmuno-tolerancia a AgN.

SISTEMA INMUNOLOGICO Y RESPUESTA INFLAMATORIA

El sistema inmunoldgico (SI) es la defensa natural del cuerpo contra las infecciones
causadas por bacterias, virus, parasitos, hongos, etc. A través de una reaccion bien
organizada, el cuerpo ataca y destruye a los organismos infecciosos que lo invaden. El Sl
también es el encargado de sensar cualquier tipo de dafio y responder eficientemente para
reparar la zona lesionada (i.e. dafio causado por un traumatismo).

Los drganos del Sl se dividen en dos: primarios (centrales) y secundarios (periféricos). Los
primarios son la médula dsea y el timo. En estos 6rganos se generan, maduran y alcanzan la
inmuno-competencia las diferentes poblaciones celulares. En la médula désea se producen
las células hematopoyéticas precursoras de las células sanguineas y linfocitos (11 y 12), y
en el timo maduran los linfocitos. Los &rganos secundarios son el bazo, los ganglios
linfaticos y los tejidos linfoides asociados a mucosas. En ellos se desencadena la respuesta
inmunitaria humoral. En el primer contacto con un Ag (toda sustancia capaz de inducir una
respuesta inmunitaria) determinado, se activan las células de respuesta del Sl innato, en el
segundo contacto con ese Ag la respuesta puede darse en otros puntos del organismo

porque ya se estableci6 una memoria inmunoldgica que mantiene pequefias poblaciones de
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linfocitos circulantes en la periferia. Esta segunda respuesta del SI es mas rapida vy
especifica (11-13).

El sistema de defensa puede ser divido en 3 niveles: (1) barreras fisiologicas y anatomicas;
(2) respuesta inmunolégica innata; y (3) respuesta inmunoldgica adaptativa. El
incumplimiento de cualquiera de estos sistemas aumentara en gran medida la
susceptibilidad a la infeccion (13).

1.- Barreras fisiologicas y anatdmicas. Algunos ejemplos son: la piel sana que
genera resistencia mecanica, el pH bajo de estdbmago y vagina, mecanismos de aclaramiento
mucociliar (mecanismo de autolimpieza de la mucosa por medio de los cilios) y las
lisozimas bacterioliticas en lagrimas, saliva, entre otros. La extrema susceptibilidad a las
infecciones observada en sujetos con severas quemaduras cutaneas, demuestra que el Sl
innato y el adaptativo no son capaces de compensar la proteccion que brindan las barreras
anatomicas Y fisiologicas.

2.- La respuesta inmunoldgica innata comunmente denominada como
inmunidad inespecifica se basa en un repertorio limitado de receptores para detectar
patdgenos invasores. [Estos receptores reconocen patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs, por sus siglas en inglés) y patrones moleculares asociados al dafio
(DAMPs, por sus siglas en inglés). Las células del Sl innato que residen en los tejidos (i.e.,
macrofagos, fibroblastos, células cebadas, y células dendriticas, asi como leucocitos
circulantes: monocitos y neutrofilos) reconocen a los DAMPs y los PAMPs mediante los
receptores de reconocimiento de patrones intracelulares expresados en la superficie (PRRS,

por sus siglas en inglés). Dentro de estos receptores se encuentran los tipo Toll (TLR, por
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sus siglas en inglés), tipo RIG-I (RLRs, por sus siglas en inglés), de oligomerizacion de
nucledtidos de dominio similar (NLRs por sus siglas en inglés), y los acoplados a proteinas
G (GPCRs, por sus siglas en inglés), asi como las selectinas e integrinas (14). La respuesta
inmunoldgica innata comienza con la entrada del Ag y desencadena una respuesta
inflamatoria para combatir la infeccion y/o lesién de los tejidos.

La velocidad es una caracteristica definitoria del Sl innato: a pocos minutos de exposicion a
agentes patdgenos el SI comienza a generar una respuesta inflamatoria de proteccion. Las
células hematopoyéticas que participan en la inmunidad innata incluyen a los macréfagos,
las células dendriticas, los mastocitos, los neutrdfilos, los eosindfilos, las células asesinas
naturales (NK) y las células T NK. Estos ultimos tipos celulares son capaces de establecer
contacto y eliminar directamente a un Ag. Ademas de las células hematopoyéticas, la
capacidad de respuesta inmunologica innata es una propiedad de la piel y las células
epiteliales que recubren las vias respiratorias, gastrointestinales y el aparato genitourinario.
Para aumentar estas defensas celulares, la respuesta inmunoldgica innata también tiene un
componente humoral que incluye elementos bien caracterizados, tales como las proteinas
del complemento (conjunto de moleculas plasmaticas implicadas en distintas cascadas
bioquimicas, cuyas funciones son potenciar la respuesta inflamatoria, facilitar la fagocitosis
y dirigir la lisis de células incluyendo la apoptosis), la proteina de union a LPS, la proteina
C reactiva y otras pentraxinas, colectinas, y péptidos antimicrobianos (incluyendo a las
defensinas). En conjunto, los elementos del componente humoral actian como antibidticos
con actividad citolitica sobre los microorganismos invasores. Todos estos elementos son

parte de un proceso conocido como inflamacion (11-16).
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b)

9

La inflamacion sigue las siguientes fases:

Liberacion de mediadores por el tejido lesionado: histamina, bradiquidina, serotonina,
prostaglandinas y leucotrienos.

Vasodilatacién: provoca incremento en la permeabilidad capilar de las células endoteliales
que atraen a neutréfilos principalmente.

Adhesion y rodamiento de leucocitos atraidos por quimiotaxis.

Diapédesis: atraviesan la pared de los vasos capilares para llegar a la zona de lesion.
Infiltracion de células hematopoyéticas a zona de dafio: neutréfilos, monocitos, linfocitos,
etc.

Activacion de células: en esta fase se fagocitan o lisan los patdgenos, los neutréfilos
circulantes se convierten en macrofagos y se capturan los Ags liberados de los restos
celulares.

Produccion y liberacion de moléculas pro-inflamatorias: citocinas: moléculas de bajo peso

molecular que contribuyen a la diferenciacion y maduracion de células del SI (12).

La respuesta inmunoldgica innata desempefia un papel central en la activacion de la
respuesta inmunoldgica adaptativa subsiguiente. La conexién entre la respuesta innata y
adaptativa es llevada a cabo mediante las células dendriticas conocidas también como las
células presentadoras de Ag profesionales (11, 14y 16).

3.- La respuesta inmunologica adaptativa también tiene un componente
humoral formado por anticuerpos (Abs, anticuerpo: Ab), y un componente celular que
consta de dos poblaciones: los linfocitos Ty B.

Linfocitos T
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Los linfocitos T son los responsables de coordinar la respuesta inmunoldgica celular
constituyendo el 70 % del total de los linfocitos que secretan citocinas. Estas células poseen
un receptor especial en la superficie de la membrana, el receptor de linfocitos T (también
llamado TCR). Los linfocitos T al ser activados por el Ag, secretan citocinas o0 citotoxinas.
Asi, en funcion de las moléculas que liberen los linfocitos T pueden ser cooperadores (Th),
citotéxicos (Tc) y reguladores (Tregs). Los Th y Tc son los responsables de la inmunidad
celular y actdan principalmente contra patdgenos intracelulares, hongos y tumores. Los
linfocitos Th expresan el receptor CD4 y se les denomina cooperadores por la ayuda que
ejercen a través de las citocinas. Estos linfocitos se encargan de iniciar la cascada de la
respuesta  inmunoldgica mediante la  interaccion con el complejo mayor de
histocompatibilidad I (CMH-I1I). Cuando se activan, los linfocitos CD4+ se especializan,
diferenciandose a su vez en linfocitos efectores.

De acuerdo a las citocinas secretadas se subdividen en:

Thl. Estos linfocitos producen interleucina 2 (IL-2) e interferon gamma (IFN-y) y migran a
los tejidos infectados. Estas citocinas activan a los linfocitos NK y a los macréfagos,
respectivamente, por lo que se reconocen como participantes en la respuesta celular. Son

importantes en la defensa frente a los microorganismos intracelulares y la inflamacion.

Thl7. Produce: IL-17, ademas de IL-22; son las principales mediadoras en algunas
reacciones alérgicas.
Th2. Estos linfocitos producen IL-4 (que estimula la secrecidén de Ig-E, que a su vez activa

a los mastocitos), IL-5 (que activa a los eosindfilos), IL-6, IL-9 e IL- 13 (que estimulan a
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los linfocitos B e intervienen en la generacion de Abs, por lo que se involucran en la
respuesta humoral).

La diferenciacion en Thl, Th2 o Thl7 no es al azar, sino que depende de los estimulos que
reciba el linfocito T virgen cuando contacte un Ag extrafio.

Los linfocitos Tc expresan el receptor CD8 y se denominan citotoxicos por el dafio que
producen a través de las enzimas que secretan. Estos linfocitos inducen apoptosis celular y
son los encargados de las funciones efectoras de la inmunidad celular, mediante la
interaccion con el CMH-1. Los linfocitos CD8+ reconocen a las células infectadas por el
patdgeno y las destruyen secretando una serie de moléculas (perforina, granzimas, FasL)
que activan la apoptosis de la célula diana (17 y 18).

Los linfocitos Tregs tienen como funcion principal eliminar la inmunidad mediada por
células al final de la reaccidn inmunoldgica y eliminar a las células T auto-reactivas que
escaparon al proceso de seleccion negativa en el timo: uno de sus mecanismos es generar el
estado de anergia (incapacidad de los linfocitos de reaccionar ante la presencia de un Ag)
en la periferia. Datos recientes demuestran que las células Tregs son importantes en el
mantenimiento de la homeostasis inmunologica y la auto-tolerancia (19). Las células Tregs
juegan un papel importante en el control de la respuesta inmunologica y pueden ser
clasificadas en dos grupos principales: timicas o naturales (nTregs) e inducibles (iTregs).
Las nTregs se producen en el timo y estan presentes en el torrente sanguineo del huésped
antes de la exposicion a patdgenos o dafio. Las iTregs son aquellas células que adquieren
una funcion reguladora en el contexto de una infeccion dada o un proceso neoplasico.

Las poblaciones de células iTregs incluyen:
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1) células Treg 1 (Trl) que secretan IL-10 y Factor de crecimiento transformante alfa
(TGF-a) (son CD4+CD25-);

2) células T auxiliares 3 (Th3) que secretan TGF-B (son CD4+CD25-),

3) células Tregs que secretan IL-10y TGB-B (son CD4+CD25+Foxp3+) (20 y 23).

Las células iTregs se generan en la periferia y ejercen su actividad supresora
principalmente mediante la produccion de IL-10, IL-35, y TGF-B (21 y 22). Inicialmente,
estas células son iTreg convencionales que expresan niveles bajos o nulos de CD25
(CD25low/-) (25). La expresion de CD25 podria ser regulada de acuerdo a las condiciones
ambientales (23-24). Por otro lado, la expresion de Foxp3 estd regulada por las vias de
sefializacion iniciadas por los TCR, moléculas coestimuladoras, IL-2R, el ligando de
muerte programada 1 (PDL1), el receptor TGF-B y Notch. TGF-B promueve la induccion
de las células Treg acompafiada por un aumento en la expresion de Foxp3. En ratones, se ha
demostrado que el TGF-B es capaz de convertir CD4 + CD25-Foxp3- no Tregs en CD4 +
CD25 + Foxp3 + Treg (26). Las células Tregs como células anti-inflamatorias clave, estan
implicadas criticamente en la limitacion de la respuesta inflamatoria.

Linfocitos B

Los linfocitos B al ser activados por el Ag, se transforman en células plasmaticas que
secretan inmunoglobulinas (Ig) y son los responsables de la inmunidad humoral. Estas
células actGan principalmente contra bacterias extracelulares. Existen 2 tipos: el B-1 que se
origina en la etapa prenatal y tiene el marcador CD5. En el adulto se encuentra una escasa
cantidad (menos del 5%) principalmente en peritoneo y secretan IgM, en ausencia de

infeccion. Por su parte, el B-2 que se genera en la etapa postnatal, es el linfocito
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predominante (95%) (25). Los linfocitos B adquieren receptores especificos para Ags
(BCR) y pueden ser activados por el estimulo de un linfocito T o también por las células
presentadoras de Ag sin ese estimulo.

Las Ig son proteinas que actlan como Abs. En general se usa el término Ig para expresar
estructura y Ab para expresar funcién. La estructura basica de las Ig es una unidad formada
por dos cadenas ligeras y dos cadenas pesadas. Estas unidades contienen dominios
variables y dominios constantes. Los dominios variables de las cadenas L y H son
responsables de la unién al Ag, mientras que las regiones constantes de las cadenas pesadas
son responsables de la activacion del complemento y de la capacidad de algunas de estas
unidades de formar polimeros. Existen cinco clases de Ig: IgA, 1gD, IgE, 1gG, IgM.

La respuesta inmunoldgica adaptativa o adquirida comienza con la presentacion del Ag y
culmina con la produccion de Abs (en caso de ser necesarios), por lo que esta disefiada para
resolver la inflamacion. En principio, la inflamacion es un mecanismo homeostatico que se
dispara para 1) eliminar los patdgenos invasores o restos celulares provenientes de muerte
celular y 2) promover la reparacion tisular y la angiogénesis. Sin embargo, una inflamacion
cronica no resuelta puede evitar la reparacion del tejido y extender la lesion hacia zonas

aledafias sanas.

PRIVILEGIO INMUNOLOGICO E INMUNO-TOLERANCIA

El dafio producido por una inflamacion pobremente resuelta puede tener consecuencias
negativas en los tejidos con escasa capacidad para regenerar (i.e., los ojos, las gonadas o el
Utero gravido), por lo que en estos tejidos existe un mecanismo denominado privilegio

inmunoldgico. Asi, el privilegio inmunologico puede ser definido como la capacidad que
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tienen dichos tejidos para autorregular su respuesta inflamatoria a fin de preservar sus
funciones. Las caracteristicas del inmuno-privilegio son: poseer una barrera, no tener
contacto con los ganglios linfaticos o una usencia de drenaje linfatico, tener un ambiente
inmuno-supresor (i.e., ambiente rico en el ligando FAS: conduce a la apoptosis a las células
gque presentan este receptor, presenta inhibidores del complemento, etc.) e inmuno-
modulador (i.e., induccién de células Tregs). Este privilegio inmunologico es llevado a
cabo a través del establecimiento de una inmuno-tolerancia especifica de Ag (1).

Definimos la tolerancia inmunolégica o inmuno-tolerancia como la respuesta de no
reactividad hacia determinados Ags, ya sean propios 0 extrafios, inducida por el contacto
previo con dichos Ags. Se trata de un estado activo donde el sistema inmunoldgico
responde a estos Ags (no es una simple ausencia de respuesta), dotado de especificidad
hacia dichos Ags y de memoria que permite que permanezca por periodos prolongados de
tiempo (27). Es por tanto un fendmeno inverso a la inmunidad, ya que la respuesta
inflamatoria es atenuada. La tolerancia a auto-Ags se adquiere naturalmente a lo largo del
desarrollo embrionario y en las primeras semanas de vida postnatal mientras los animales
no tienen desarrollado el sistema inmunologico (8, 23, 27-30). Esta tolerancia inmunoldgica
a los auto-Ags, se lleva a cabo mediante seleccion negativa, en la que todos los linfocitos
reactivos para el CMH propio son eliminados por delecion clonal (27). Si algin linfocito
auto-reactivo escapa de la seleccion negativa, éste se queda en la memoria inmunoldgica y
ante una segunda exposicion al Ag puede descadenar una respuesta autoinmune (39, 49, 51-

52). La induccion de tolerancia a Ag externos en esta etapa de la vida puede ser transitoria,
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y dar como resultado una respuesta de inflamacion muy agresiva después de la maduracion

del SI (27).

Ademas de la tolerancia natural que ocurre en etapas tempranas de la ontogenia, es posible
inducir tolerancia experimentalmente a traves de las vias: intravenosa, intrauterina y a
través de las mucosas respiratorias, digestivas y oculares a lo largo de la vida. Cada via es
activada por diferentes sefiales quimicas (como citocinas y quimiocinas) que son liberadas
en un principio por las células presentadoras de Ags (i.e. macrofagos y células dendriticas;
23, 27-41). En el caso de la via intravenosa, la citocina mas importante es la IL-12. En el
caso de la via intrauterina las citocinas liberadas son TGF-f e IL-6 (41). Para el caso de las
mucosas es mas sencillo inducir la tolerancia, ya que existe un contacto directo y constante
con Ags (35). En la tolerancia por via nasal, la produccion de citocinas es de tipo Th2 (IL 4,
IL5, IL13). Estas citocinas generan un balance Th2/Thl, lo que conlleva a una tolerancia
parcial (40). Para la tolerancia oral se secretan las citocinas IL-10 e IL-4 propias de la
respuesta tipo Th2, por lo que solo se suprime la respuesta inflamatoria de tipo Thl. Para
lograr la permanencia del estado de inmuno-tolerancia inducida se requiere que el Ag

persista (32).

La tolerancia evita una respuesta auto-reactiva a los Ags propios y ocurre de forma natural
en el huésped. En los o6rganos inmuno-privilegiados es mas facil que se desencadene una
respuesta de tolerancia especifica de Ag porque poseen un ambiente rico en citocinas que la
favorecen. Se pueden aprovechar de las ventajas que ofrecen los Organos inmuno-
privilegiados para inducir tolerancia experimental a los Ags deseados como una forma de

proteccidon contra respuestas de inflamacién crénica.
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ENFERMEDADES CRONICO-INFLAMATORIAS

Existe una amplia gama de enfermedades que presentan cuadros de inflamacion cronica
(53). Estos eventos inflamatorios constantes pueden ser causados por inadecuados
mecanismos de reparacion (i.e., infecciones mal tratadas, lesiones constantes en los tejidos,
exposicion constante de autoantigenos por causa de patdgenos), por ciertos medicamentos
(i.e., procainamida, hidralazina, etc), por falta de reconocimiento a o propio
(autoinmunidad) o por una respuesta exacerbada e inapropiada ante un Ag (53-55). Las
enfermedades que cursan con inflamacion crénica son principalmente de tipo autoinmune
ylo degenerativo. Un elemento fundamental de las enfermedades autoinmunes, es el
rompimiento de la tolerancia a los Ags propios. Esta alteracién ocurre cuando las células
del SI confunden a las células normales con agentes dafiinos y las atacan, por lo que una de
las consecuencias de esta disfuncion es la produccion de autoanticuerpos que reaccionan
hacia una gran variedad de proteinas propias (54-55). Las enfermedades autoinmunes mas
comunes son: enfermedad de Graves, enfermedad intestinal inflamatoria, artritis
reumatoide, esclerodermia, sindrome de Sjogren, lupus eritematoso sistémico, tiroiditis,
diabetes tipo 1 y colitis ulcerativa (55-58). Dentro de las enfermedades degenerativas se
encuentran las del SNC. Las enfermedades neurodegenerativas se definen como cualquier
disfuncion cognitiva y/o motora asociada con la pérdida progresiva de neuronas en el SNC
(57). Estas enfermedades se caracterizan por presentar eventos destructivos secundarios que
pueden afectar a células que no habian sido dafiadas por la lesion primaria (59). Una gran
cantidad de estudios destacan el efecto detrimental que una respuesta inflamatoria crénica

tiene tanto para el establecimiento como para la progresion de numerosas enfermedades
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neurodegenerativas como la esclerosis lateral amiotrofica, la esclerosis mdltiple y las

enfermedades de Alzheimer y Parkinson (59-62).

DESVIACION INMUNITARIA ASOCIADA A LA CAMARA ANTERIOR DEL 0JO

El ojo se considera un Organo inmuno-privilegiado y comprende un conjunto de procesos
celulares y moleculares muy complejos que controlan la inflamacion para prevenir el dafio.
Las caracteristicas del inmuno-privilegio del ojo incluyen: 1) barrera hematorretinal; 2)
ausencia de drenaje linfatico en la camara anterior (CA); 3) humor acuoso rico en el
ligando FAS, en inhibidores del complemento y TGF-B; 4) capacidad para inducir Tregs (1-
3, 13, 42-43). Esta respuesta es principalmente desarrollada por la inmunidad adaptativa
donde participan las poblaciones de las Tregs que inhiben los procesos inflamatorios
generando tolerancia a los Ag que penetren en la CA (1). Esta inmuno-tolerancia es
sistémica y especifica de Ag y se lleva a cabo a través de un mecanismo denominado
desviacién inmunitaria asociada a la camara anterior (DIACA). El fenébmeno de DIACA
favorece la inmuno-tolerancia de Ag al suprimir la respuesta de las células T efectoras Thl
y Th2 e incrementar la accion de las células Tregs (2 y 3). Esta respuesta lleva una serie de
procesos bien organizados que explicaré a continuacion. EI humor acuoso rico en el ligando
FAS induce a las células que tienen este receptor entren en apoptosis si llegaran a infiltrarse
en este medio. La captura del Ag comienza cuando un entra en la CA, este es fagocitado
por los macréfagos residentes F4/80+ (células presentadoras de Ag no profesionales), por la
accion de TGF-B los macrofagos oculares estan programados para inducir simultaneamente
la regulacion positiva de IL-10 y la regulacion negativa de IL-12, posteriormente migran al

timo través a través de la malla trabecular hacia el torrente sanguineo. En el timo las
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F4/80+ inducen la generacién de células CD4-, CD8-, NK1.1+T y en el bazo MIP-2 (un
quimioatractante de células D4+NKT), interactian con los linfocitos T, NKT provenientes
del timo y linfocitos B de la zona marginal del bazo para inducir la produccion de las
células Tregs especificas de Ag, las cuales limitan la respuesta inmunolégica Thl y Th2
tanto local como sistémicamente (1, 42 y 43). Las F4/80+ también secretan TGF-f3 tanto en
el timo como en el bazo, que conlleva al desarrollo de las células T reguladoras aferentes
(CD4+CD25+) vy eferentes (CD8+CD25+). Las aferentes inhiben la respuesta inmunoldgica
en la etapa de sensibilizacion, mientras que las eferentes inhiben la respuesta de
hipersensibilidad de tipo retrasado (HTR) (1). También favorece la produccion de IL-10
que regula a la baja la produccion de un gran nimero de citocinas pro-inflamatorias tales
como IL-1B, IL-6, I1L-12, IL-18, INF-y y TNF-a (44). Todo esta perfectamente organizado
para culminar en la generacion de la tolerancia inmunoldgica sistémica y especifica

llevando a cabo una respuesta anti-inflamatoria (1, 4-5, 7, 45y 46).

DIACA COMO UNA ESTRATEGIA POTENCIAL PARA INMUNO-MODULAR LA

RESPUESTA INFLAMATORIA

Tomando en consideracién que la respuesta inflamatoria asociada a cualquier patologia es
bifuncional (genera efectos positivos que favorecen la homeostasis y la reparacion tisular,
pero también efectos negativos si no se resuelve adecuadamente), es nuestro principal
interés  desarrollar una estrategia de inmuno-modulacion que instruya al sistema
inmunoldgico de ratas a tolerar a AgNs evitando las fases de inflamacion descontrolada. Un
elemento fundamental para garantizar la posible eficacia de este tratamiento es el

mantenimiento de la inmuno-tolerancia a lo largo de la vida del animal. Varios estudios en
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los que se genera una inmuno-tolerancia especifica y sisttmica a Ags han sido
desarrollados en roedores (50, 63-64). Estos estudios han destacado la relevancia de la
induccion en etapas tempranas de la vida, en tanto los animales con un sistema
inmunoldgico inmaduro parecen requerir concentraciones menores de Ag y un menor
numero de aplicaciones para mantener el estado de inmuno-tolerancia durante periodos mas
prolongados de tiempo (50). En contraposicion, es mas dificil inducir inmuno-tolerancia en
adultos pues se requieren concentraciones mas altas, mayor ndmero de exposiciones y a

menudo la tolerancia es parcial y decae en poco tiempo (50).

Hasta el momento la permanencia de la inmuno-tolerancia especifica de Ag inducida
mediante la inoculacion de dicho Ag en la cdmara anterior no ha sido evaluada, y
frecuentemente se asume que es permanente. Por ello, la presente propuesta tiene como
objetivo general, evaluar la permanencia de la inmuno-tolerancia especifica para: 1) BSA,
proteina capaz de desencadenar una respuesta antigénica y 2) para un coctel de proteinas
derivadas de tejido medular de ratas de la misma cepa, durante el primer afio post-
induccion en ratas hembra de la cepa Wistar. Debido a que ha sido ampliamente reportado
que la induccién de inmuno-tolerancia a través de la inoculacion del Ag en la cdmara
anterior del ojo inhibe la respuesta Thl, en este trabajo evaluaremos su permanencia
mediante la inflamacion en oreja en pruebas de HTR. Durante la evaluacion completa del
experimento se tomaran medidas de condicion como masa corporal y se realizaran tests de

motilidad para descartar el establecimiento de patologia autoinmune (51 vy 52).
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Las proteinas

HIPOTESIS

derivadas de médula espinal generan inmuno-tolerancia sistémica Yy

permanente contra antigenos neurales al ser inoculadas en la camara anterior del ojo en

ratas Wistar
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la permanencia de inmuno-tolerancia sistémica inducida mediante DIACA en ratas

hembra de la cepa Wistar.

OBJETIVOS PARTICULARES

. Evaluar la induccion de inmuno-tolerancia sistémica a BSA y su permanencia a lo

largo de un afio en ratas inmuno-tolerizadas en etapa juvenil

. Evaluar la induccion de inmuno-tolerancia sistémica a BSA y su permanencia a lo

largo de un afio en ratas inmuno-tolerizadas en etapa adulta

. Establecer la antigenicidad de proteinas neurales derivadas de la médula espinal de

ratas adultas en condiciones basales

. Evaluar la induccion de inmuno-tolerancia sistémica a antigenos medulares y su

permanencia a lo largo de un afio
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CAPITULO IIL- Evaluacién de la permanencia de la inmuno-
tolerancia a albumina de suero bovino, inducida mediante
desviacion inmunitaria asociada a la camara anterior del

0jo en ratas Wistar
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RESUMEN

El ojo es capaz de regular la respuesta inflamatoria activando una forma de tolerancia
especifica y sistémica para antigenos que son inoculados en su interior. Esta capacidad
puede ser aprovechada para modular la respuesta inflamatoria en enfermedades
degenerativas. Sin embargo, se desconoce el tiempo de permanencia de la inmuno-
tolerancia y si ésta depende de la edad de induccion. El objetivo de este trabajo fue evaluar
la permanencia de inmuno-tolerancia a albimina de suero bovino (BSA) en individuos
juveniles (1 mes post-natal) y adultos (2 %2 y 4 meses post-natales). Inoculamos BSA en la
camara anterior del ojo de estos dos grupos de animales y méas tarde realizamos pruebas de
hipersensibilidad de tipo retrasado para evaluar la induccion y permanencia de la inmuno-
tolerancia sistémica y especifica al antigeno a lo largo del tiempo. Nuestros resultados
muestran: 1) que tanto ratas juveniles como adultas fueron tolerizadas a BSA con una sola
inoculacion del antigeno en la cdmara posterior; 2) que este estado se mantuvo al menos
hasta los ocho meses post-induccion en adultas (Fa<0.05: 31.09, p<0.01) y diez meses en
juveniles (Fa<0.05: 26.32, p<0.001), incluiso después de varias inmunizaciones. Asi, es
posible concluir que la induccion de inmundo-tolerancia mediante la inoculacién de
antigenos en la cémara anterior es una estrategia eficiente para atenuar la respuesta
inflamatoria sistémica y especifica de antigeno a largo plazo en ratas Wistar. Trabajos
posteriores deberan evaluar si el estado de inmuno-tolerancia es permanente en ambos
grupos de animales o decae con el tiempo.

Palabras clave: desviacién inmunitaria asociada a la camara anterior, privilegio

inmunologico, BSA.
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ABSTRACT

The eye is capable of regulating the inflammatory response by activating a specific and
systemic tolerance to antigens that are inoculated within it. This ability can be exploited to
regulate the inflammatory response in degenerative diseases. However, the amount of time
this state of immune-tolerance persists and whether its permanence depends on the age of
induction is unknown to this date. Our aim was to evaluate the persistence of immune-
tolerance to bovine serum albumin (BSA) in juvenile (1 post-natal month) and adult (2 1/2
or 4 post-natal months) individuals. BSA was inoculated in the anterior chamber of the eye
in juvenile and adult animals. The animals were subsequently immunized with BSA to
assess specific immune-tolerance to the antigen throughout time. Our results show that
immune tolerance for BSA remained for at least eight months post-induction in adult rats
(Fa<0.05: 31.09, p<0.01) and ten months in juvenile animals (Fa<0.05: 26.32, p<0.001),
even after several challenges. Thus, the induction of tolerance by antigen inoculation into
the anterior chamber of the eye is an effcient strategy to attenuate the systemic immune
response specifc to the antigen. Furthermore, this tolerance is maintained for a long period

of time.

Key words: ACAID, BSA, immune-tolerance, BSA.
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INTRODUCCION

Existen tejidos inmuno-privilegiados como el ojo, el (tero y los testiculos, los cuales son
capaces de autorregular la respuesta inflamatoria a fin de preservar sus funciones (1). La
ventaja evidente del privilegio inmunologico al organismo es que la respuesta
inmunoldgica "normal” ante un patdgeno esté tan atenuada, que los tejidos que no tienen

capacidad para regenerar (i.e. la retina, el cerebro) estén protegidos del dafio colateral (2-4).

El ojo es capaz de generar un estado de inmuno-tolerancia especifica y sistémica que
comprende fases secuenciales en el timo y el bazo. Esta respuesta inicia cuando el antigeno
(Ag; antigenos, Ags) soluble es captado por macrofagos que actGan como células
presentadoras de Ag y lo llevan a través de la malla trabecular hacia el torrente sanguineo,
y después de un desvio hacia el timo terminan su viaje en el bazo (5). Dentro del bazo, los
macréfagos interactlan con linfocitos T provenientes del timo, asi como con linfocitos B de
la zona marginal para inducir células T reguladoras especificas de Ag, las cuales limitan la
respuesta inmunoldgica Thl y Th2 tanto local como sistémica (1). Los macrofagos liberan
citocinas como el factor de crecimiento transformante (TGF)-B al bazo y al timo para
favorecer el desarrollo de células T reguladoras aferentes CD4+ y eferentes CD8+. Las
células aferentes inhiben la respuesta inmunologica en la etapa de sensibilizacion, mientras
que las eferentes requieren de una exposicion previa al Ag para inhibir la respuesta
inflamatoria caracteristica de la hipersensibilidad de tipo retrasado (HTR) (3). Las citocinas
como TGF-B también contribuyen al mantenimiento de privilegio mmunologico debido a
que inhiben directamente la produccién de citocinas pro-inflamatorias como interleucina

(IL)-12, ademéas de que inducen la produccion preferente de IL-10. A su vez, IL-10 regula a
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la baja la produccién de un gran ndmero de citocinas pro-inflamatorias tales como IL-1, 6,
12, 18, interferon y (INF-y) y el factor de necrosis tumoral o (FNT-a) (10). Al final, el
humor acuoso, bazo, timo y las células del sistema inmunoldgico que de estas estructuras
derivan favorecen la supresion de la respuesta tipo Thl y Th2 y son absolutamente

necesarias para la induccion de inmuno-tolerancia asociada al ojo (1-2, 6-9).

Un gran espectro de enfermedades degenerativas esta asociado con inflamacion crénica.
Tal es el caso de patologias neurodegenerativas como la esclerosis amiotrofica lateral y las
enfermedades de Parkinson y Alzheimer, asi como de algunas otras patologias periféricas
como osteoartritis y artritis reumatoide (9-12). En principio, la inflamacion es un
mecanismo homeostatico que se dispara para 1) eliminar los patdgenos invasores o restos
celulares provenientes de muerte celular y 2) promover la reparacion tisular y la
angiogénesis. Sin embargo, una inflamacion cronica no resuelta puede evitar la reparacion
del tejido y extender la lesion hacia zonas aledafias sanas. La inflamacion crénica puede ser
el resultado de mecanismos inadecuados de regulacion y de la persistencia de proteinas
antigénicas derivadas del tejido lesionado. En conjunto, estos mecanismos conducen al
establecimiento de una respuesta autoinmune contra los propios constituyentes celulares
que ahora son reconocidos como Ags. Esta respuesta de autoinmunidad es mediada por

células del sistema inmunolégico adaptativo (9, 15).

Tomando en consideracién que la respuesta inflamatoria asociada a cualquier patologia es
bifuncional (genera efectos positivos que favorecen la homeostasis y la reparacion tisular,
pero también efectos negativos si no se resuelve adecuadamente), es nuestro principal

interés  desarrollar una estrategia de inmuno-modulacién que instruya al sistema
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inmunoldgico de ratas a tolerar a autoantigenos evitando las fases de inflamacidn
descontrolada y el establecimiento de una patologia autoinmune secundaria a la enfermedad
neurodegenerativa. Un elemento fundamental para garantizar la posible eficacia de este
tratamiento es el mantenimiento de la inmuno-tolerancia a lo largo de la vida del animal.
Mdltiples estudios en los que se genera una inmuno-tolerancia especifica y sistémica a
diversos Ags han sido desarrollados en roedores (10-12). Algunos de estos estudios han
destacado la relevancia de la induccion en etapas tempranas de la vida, en tanto que los
animales con un sistema inmunologico inmaduro parecen requerir concentraciones menores
de Ag y un menor nimero de aplicaciones para mantener el estado de inmuno-tolerancia
durante periodos mas prolongados de tiempo (13). En contraposicion, es mas dificil inducir
inmuno-tolerancia en adultos pues se requieren concentraciones mas altas, mayor ndmero

de exposiciones y a menudo la tolerancia es parcial y decae en poco tiempo (14).

Hasta el momento la permanencia de la inmuno-tolerancia especifica de Ag inducida
mediante la inoculacion de dicho Ag en la camara anterior no ha sido evaluada, y
frecuentemente se asume que es permanente. Por ello, la presente propuesta tiene como
objetivo general evaluar la permanencia de la inmuno-tolerancia especifica para BSA
(proteina capaz de desencadenar una respuesta antigénica), durante el primer afio post-
induccion en ratas hembra juveniles y adultas de la cepa Wistar. Debido a que ha sido
ampliamente reportado que la induccion de inmuno-tolerancia a través de la inoculacion del
Ag en la cdmara anterior del ojo inhibe la respuesta Thl, en este trabajo inocularemos BSA
en la cAmara anterior del ojo de ratas juveniles y adultas con el fin de comparar el tiempo

que permanece la inmuno-tolerancia inducida en diferentes etapas de la ontogenia en ratas
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de la cepa Wistar. Posteriormente evaluaremos la induccion y permanencia de la inmuno-

tolerancia especifica para BSA mediante pruebas de HTR en ambos grupos.
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METODOLOGIA

ANIMALES

Se trabajé con ratas hembra de la cepa Wistar juveniles (30 dias postnatales) y adultas (2 %2
y 4 meses de edad) mantenidas en alimentacion ad libitum y condiciones de temperatura y
ciclos de luz/obscuridad 12/12 controlados. El cuidado de los animales lo realizd personal
especializado del bioterio del 11QB, UMSNH, considerando los lineamientos establecidos

por el reglamento de la ley general de salud en materia de investigacion para la salud (16).

INOCULACION DEL ANTIGENO EN LA CAMARA ANTERIOR DEL 0JO

Un volumen de 10 pL de la proteina BSA (75 g/ L) fue inoculado en ambos ojos de ratas
juveniles o adultas. El grupo control fue inoculado en ambos ojos con vehiculo (buffer
salino de fosfatos, PBS 0.1M). Para llevar a cabo la inyeccion, las ratas fueron anestesiadas
con un coctel de ketamina/xilacina (70 y 7.5 pg/kg de peso corporal, respectivamente) via
intraperitoneal (i.p). La inyeccion en la camara anterior se realizd con una jeringa Hamilton
liberando el volumen total de la solucion en 2 minutos, bajo microscopio estereoscdpico
(7). Durante todo el procedimiento los ojos de las ratas fueron mantenidos hidratados con

solucion salina al 0.9%.

PRUEBAS DE HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO RETRASADO

Consiste en una fase de sensibilizacion y una de reto. La sensibilizacion se llevo a cabo siete
dias después de la inoculacion en la cdmara anterior del ojo. Para este procedimiento las
ratas fueron nuevamente anestesiadas tal como se describe previamente. Bajo anestesia
profunda las ratas se rasuraron en la region interescapular y se inyectaron con un volumen
de 200 pL de BSA con adyuvante completo de Freund (1:1. BSA: 250 pg/100 ul de
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vehiculo; adyuvante 100 pl) via intradérmica (i.d.) con jeringa de tuberculina. El reto se
realizd siete dias después de la sensibilizacion. Nuevamente, las ratas fueron anestesiadas y
el grosor de sus orejas se midi6 con un micrometro para establecer la linea base. Todos los
animales recibieron una inyeccion i.d. de 10 pyL de BSA (50 pg/ L) en el pabellon de la
oreja izquierda y 10 pL de vehiculo en la derecha. Veinticuatro y 48 horas mas tarde, el
grosor de las orejas fue medido nuevamente y a estos Ultimos valores le fueron restados los

de la linea base para obtener un indice de inflamacion por oreja (delta de inflamacion, A).

EVALUACION DE LA PERMANENCIA DE LA INMUNO-TOLERANCIA

Para la evaluacion de la permanencia de la inmuno-tolerancia a lo largo del tiempo, se
repitieron los procedimientos de sensibilizacion y reto. Es importante destacar que las
evaluaciones de permanencia se llevaron a cabo mensualmente en diferentes grupos de
animales, comenzando a los dos meses post-inoculacion. En algunos grupos de animales se
llevaron a cabo mas de dos evaluaciones de permanencia separadas al menos dos meses en

el tiempo.

ANALISIS ESTADISTICO

Se usaron los valores delta de inflamacién (48 horas-linea base), los cuales fueron
promediados y comparados mediante el paquete estadistico Graphpad Prism 6. Los datos
primero se sometieron a la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y la de homocedasticidad
(homogeneidad de varianzas) de Levene. Se utilizd andlisis de varianza (ANOVA) para
comparar las diferencias de inflamacion entre grupos. Se consideré una p<0.05 como

significativa.
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RESULTADOS

El grosor de las orejas (A de inflamacion) en animales inmuno-tolerizados en la etapa
adulta mostrd diferencias estadisticamente significativas entre el grupo control (inoculado
en CA con PBS) y el grupo experimental (inoculado con BSA) en la evaluacion de
induccion de DIACA a los 15 dias post-inoculacion (Figura 1 1, A; ANOVA p<0,001). Una
serie de evaluaciones mensuales en diferentes grupos de animales a partir de los dos meses
post-inoculacion permitié determinar que las ratas de la cepa Wistar inoculadas en la edad
adulta pueden mantener la inmuno-tolerancia a la proteina BSA durante al menos ocho
meses post-induccion (resultados no mostrados). Debido a que estos grupos de animales
fueron sometidos al menos a dos retos post-inoculacion en diferentes tiempos, se quiso
evaluar si la inmuno-tolerancia a BSA permanecia el mismo tiempo en animales con un
Unico reto. En este grupo de animales evaluados cerca de los once meses de edad fue
posible observar una A de inflamacion muy cercana a cero en el grupo BSA en
comparacion con el grupo control (Figura 1 1, B; ANOVA p<0,001). El analisis estadistico
de la respuesta de los mismos animales en el tiempo nos muestra diferencias en los indices
de inflamacion entre la fase de induccion y la permanencia (FIGURA 1 1; Fo<gos: 34.82,

p<0.01).
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Figura 2 1 La inmuno-tolerancia a BSA permanece al menos hasta los ocho meses de vida en ratas
inoculadas en la cdmara anterior (CA) en la etapa adulta. Las gréficas muestran la diferencia de
inflamacion en orejas (A) medida a las 48 horas después del reto con respecto a la linea base (prueba de
hipersensibilidad retrasada), 15 dias después de la inoculacion en CA (A) y ocho meses después (B) en
los mismos animales. Noétese que la A de inflamacion en estos animales disminuy6 con el tiempo. Los
signos + en la tabla inferior indican las fases realizadas para cada experimento. Se grafican promedios
de inflamacion + ES, n=9 por grupo. Los valores de ##p <0,01 se consideraron significativos y los
valores de ***p <0,001 se consideraron altamente significativos.

Este mismo disefio experimental fue repetido en animales juveniles con el fin de comparar
el tiempo que permanece la inmuno-tolerancia inducida en diferentes etapas de la ontogenia
en ratas de la cepa Wistar. Los indices de inflamacion entre el grupo inoculado con BSA en
etapa juvenil mostraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al control
tanto en la fase de induccion como en la evaluacion de permanencia ocho meses después
(Figura 1 2; Foxgos: 31.09, p<0.001). Nuestros resultados muestran que efectivamente, las
ratas juveniles conservan el estado de inmuno-tolerancia a BSA a los ocho meses post-

induccion. Sin embargo, los valores de inflamacion mostrados para la permanencia estan
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por encima de los observados en la fase de induccién. Estos indices de inflamacién podrian
ser resultado de una evaluacion de permanencia a los seis meses postinduccion (resultados

no mostrados).
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Figura 2 2 La inmuno-tolerancia a BSA permanece al menos hasta los ocho meses de vida en ratas
inoculadas en la camara anterior (CA) en la etapa juwvenil Las gréaficas muestran la diferencia de
inflamacién en orejas (A) medida a las 48 horas después del reto con respecto a la linea base (prueba de
hipersensibilidad retrasada), 15 dias después de la inoculacién en CA (A) y ocho meses después (B) en
los mismos animales. Nétese que la A de inflamacién en estos grupos incrementé entre la primera
evaluacion y la segunda. Sin embargo, el grupo experimental (BSA) presenta significativamente menor
inflamacion que el control. Los signos + en la tabla inferior indican las fases realizadas para cada
experimento. Se grafican promedios de inflamacion + ES, n=5 por grupo. Los valores de *p <0,05 se
consideraron significativos y los valores de ###, ***p <0,001 se consideraron altamente significativos.

En otro grupo de animales inoculados en etapa juvenil se obtuvieron resultados muy
similares extendiendo el tiempo de permanencia de la inmuno-tolerancia a BSA hasta los 10
meses post-inoculacion, con un reto intermedio a los 5 meses (Resultados no mostrados;

Foo.05: 26.32, p<0.001, ver anexo 1).
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DISCUSION

Nuestro principal interés es desarrollar una estrategia de modulacion que instruya al sistema
inmunoldgico de ratas a tolerar a autoantigenos evitando el establecimiento de inflamacion
cronica y la patologia autoinmune secundaria. De ser eficiente, esta estrategia podra ser
empleada para modular procesos inflamatorios crénicos en un gran ndmero de
enfermedades degenerativas. Un elemento fundamental para garantizar la eficacia de este
tratamiento es el mantenimiento de la inmuno-tolerancia a lo largo de la vida del individuo.
Previo a este trabajo se desconocia el tiempo de permanencia del estado de inmuno-
tolerancia inducida mediante DIACA vy si el tiempo de permanencia estaba asociado a la
edad de induccion. Nuestros resultados muestran que es posible inducir inmuno-tolerancia a
largo plazo mediante DIACA en animales juveniles y adultos con una sola exposicion al
Ag. Estos resultados son novedosos en tanto estudios previos destacan la dificultad para

inducir inmuno-tolerancia en animales adultos no inmuno-deprimidos (9-12).

Numerosos estudios sugieren que entre mas temprana sea la induccidn de inmuno-
tolerancia, mas larga es su permanencia (17-19). Sin embargo, algunos estudios también
destacan que la induccion en etapas tempranas de la ontogenia, previas a la madurez de los
organos linfoides timo y bazo, resulta en una tolerancia parcial (20, 22). En este Ultimo
caso, estaa respuesta conlleva a la delecion clonal o a la inmuno-supresion, por lo que
puede perderse una vez que el sistema inmunoldgico madure y tenga un segundo contacto
con el Ag (20, 21). Los resultados del presente estudio muestran que es posible mantener
un estado de inmuno-tolerancia a largo plazo tanto en animales inoculados a los 30 dias de

vida (una semana después del destete, cuyo timo recien ha madurado) como en organismos
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adultos. Por limitaciones de tiempo en este estudio las evaluaciones de la permanencia de
inmuno-tolerancia Unicamente se realizaron hasta los ocho meses post-inoculacion en
animales adultos y a los 10 meses después de la induccion en animales juveniles. Asi, sera
necesario evaluar el mantenimiento de la inmuno-tolerancia en animales de ambos grupos
por un periodo de tiempo mayor para determinar si este estado es de por vida o se pierde en

algin momento de la ontogenia.

La literatura sefiala que la via de induccién de la inmuno-tolerancia es importante para
garantizar su permanencia en el tiempo. Numerosos trabajos muestran que la forma mas
eficiente de inducir un estado de tolerancia es a través de las mucosas oral, nasal y ocular
(9-12, 14, 23-25). Sin embargo, la induccién por las via nasal y oral requiere la continua
exposicion al Ag y a menudo es transitoria, con probables recaidas a lo largo del tiempo
(14, 26, 27). Aunque trabajos previos han demostrado que es posible inducir inmuno-
tolerancia sistémica y especifica de Ag en animales adultos mediante DIACA (9-12),
ningln trabajo ha evaluado si este estado permanece a largo plazo. Asi, los resultados del
presente trabajo complementan y amplian los datos de trabajos previos al mostrar que la
inmuno-tolerancia inducida mediante DIACA es una de las estrategias mas eficientes para
tolerizar a largo plazo a animales, con una sola exposicion al antigeno. Debido a que este
estado de tolerancia permanece incluso después de varias inmunizaciones (retos
antigénicos) a lo largo de la vida del animal, es posible garantizar su mantenimiento en
enfermedades degenerativas que contiendan con milltiples eventos antigénicos (i.e.,

esclerosis multiple y artritis reumatoide, 9,12).
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Adicionalmente, la induccién de inmuno-tolerancia depende de la naturaleza del Agy la
dosis. La BSA, al ser una proteina especie-especifica siempre moviliza una respuesta
inmunoldgica en el hospedero. Por ello, se ha utilizado ampliamente para inducir inmuno-
tolerancia en diferentes modelos experimentales (14, 28-29). Hasta el momento no se sabe
si la induccion y permanencia de la inmuno-tolerancia a una proteina extrafia como BSA
difiere del estado de tolerancia inducida a autoantigenos presentes en las enfermedades
degenerativas. Trabajos posteriores deberan explorar si es posible inducir un estado de
inmuno-tolerancia a uno o varios autoantigenos v si este estado permanece el mismo

tiempo que la tolerancia a una proteina como BSA.
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CONCLUSIONES

» Es posible inducir inmuno-tolerancia sistémica y especifica para BSA con una sola
exposicion al Ag.
Es igual de eficiente inducir inmuno-tolerancia especifica de BSA tanto en
individuos adultos como en juveniles, en tanto permanece a largo plazo en ambos

grupos de animales adn despues de varios retos antigénicos
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CAPITULO IIL.- Evaluacién de la permanencia de inmuno-
tolerancia a antigenos medulares inducida mediante
desviacion inmunitaria asociada a la cAmara anterior del

0jo en ratas Wistar
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RESUMEN

Un gran espectro de enfermedades degenerativas y traumaticas cursan con inflamacion
cronica. Tal es el caso de patologias como las enfermedades de Alzheimer, la esclerosis
makiple y los eventos secundarios a lesiones traumaticas. Aun cuando estas patologias
tienen diferentes etiologias, pronodstico y curso de la enfermedad, en todas ellas ocurren
eventos inflamatorios constantes que impiden la reparacion tisular y conducen a la
extension de la lesion. En estos casos el establecimiento de la respuesta inflamatoria esta
asociado con la exposicion de proteinas constitutivas que el sistema inmunologico reconoce
como antigenos (Ags) desencadenando una patologia autoinmune. Una alternativa

terapéutica para estas enfermedades es la modulacion de la respuesta inflamatoria.

El ojo como 6rgano inmuno-privilegiado es capaz de modular la respuesta inflamatoria para
generar tolerancia especifica y sistémica para los Ags que son inoculados en su interior.
Trabajo previo de nuestro laboratorio demostrd que la inmuno-tolerancia inducida a la
albumina de suero bovino (BSA) mediante la camara anterior del ojo (CA) permanece al
menos ocho meses en ratas. Sin embargo, se desconoce si el organismo es capaz de generar
inmuno-tolerancia a varios determinantes autoantigénicos ni si esta tolerancia también se
mantiene a largo plazo en ratas. En este contexto, el presente trabajo evalud la permanencia
de la tolerancia a un coctel de Ags derivados de tejido medular (antigenos neurales, AgN)
durante ocho meses en ratas Wistar. Los AgN fueron inoculados en la CA de ratas juveniles
para inducir tolerancia. La induccion y permanencia de la inmuno-tolerancia fue evaluada
mediante pruebas de hipersensibilidad de tipo retrasado. También se evalud el estado de
salud de los animales a través de registros de peso corporal, biometrias hematicas y pruebas
de comportamiento para descartar encefalomielitis experimental autoinmune. Nuestros
resultados muestran: 1) que es posible inducir inmuno-tolerancia a los AgN; 2) que esta
inmuno-tolerancia permanece al menos ocho meses incluso después de varios retos; 3) que
la inmuno-tolerancia no genera cambios patoldgicos en la respuesta inmunolégica a largo
plazo. En conjunto, los resultados obtenidos sugieren que la inmuno-tolerancia inducida
mediante la CA puede ser empleada como una estrategia eficiente para modular la

respuesta inmunoldgica en enfermedades que cursen con inflamacién cronica.
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Palabras clave: privilegio inmunolégico, permanencia de inmuno-tolerancia, antigenos

neurales.
ABSTRACT

A wide spectrum of degenerative diseases present chronic inflammation. Such is the case of
neurodegenerative diseases, constant inflammatory events increase the lesion and avoid
tissue repair. So our main interest is to modulate the inflammatory response to protect the
central nervous system tissue (CNS) from damage. The eye is able to modulate the
inflammatory response to generate specific and systemic tolerance to antigens inoculated
within it. This ability can be used for neuroprotection in neurodegenerative diseases .
Nevertheless, it is unknown if the immune-tolerance induced by this route it is related to the
number of antigenic determinants and their complexity and the time that lasts to such
antigens. In this context, this study evaluated the permanence of immune-tolerance to
acocktail of antigens derived from spinal cord tissue (neural antigens, NAg) and a bovine
serum albumin (BSA) throughout eight months in Wistar rats. NAg and BSA were
inoculated in the anterior chamber of juvenile (30 days old) and adult animals (2.5 months
old) to induce tolerance. The induction and persistence of the immune-tolerance was
evaluated by the delayed-type hypersensitivity (DTH) test. The health status of animals was
monitored through behavioral tests to discard experimental autoimmune encephalomyelitis,
body weight and hematic biometry assays. Our results show that: 1) it is possible to induce
immune-tolerance to BSA and NAg in juvenile and adult rats with one inoculation; 2) this
immuno-tolerance remains for at least eight months when induced in juvenile and adult
animals even after several challenges; 3) this immuno-tolerance generates no pathological
changes in the immune response over time. The immune-tolerance induced by antigen
inoculation into the anterior chamber of the eye is is an efficient strategy to modulate the
immune response in diseases associated with chronic inflammation. Since it is equally
efficient if induced in juvenile and adult animals, it could be used both a preventive or

therapeutic strategy.

Key words: immune privilege, permanence of immune-tolerance, neural antigens.
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INTRODUCCION

Un gran espectro de enfermedades degenerativas estan asociadas con inflamacion crénica.
Tal es el caso de las enfermedades neurodegenerativas, asi como de algunas otras patologias
periféricas como la osteoartritis y la artritis reumatoide (1-5). En principio, la inflamacion es
un mecanismo homeostatico que favorece la reparacion tisular. Sin embargo, en las
enfermedades neurodegenerativas esto no ocurre, ya que esta puede ser la responsable de
aumentar la muerte celular y la necrosis tisular (6-13 y 19). La respuesta inflamatoria se
inicia con sefales de dafio que promueven la infiltracion de células de la periferia
(macrdfagos, neutrofilos, linfocitos circulantes, etc) y estas a su vez liberan mediadores
quimicos (citocinas y quimiocinas), lo que conlleva a la activacion de células propias del
SNC (astrocitos y microglia) que actian como un sistema inmunologico local (14-17). La
microglia y los astrocitos una vez que han sido activados permanecen asi durante largos
periodos de tiempo, favoreciendo procesos inflamatorios cronicos mediante la constante
liberacion de citocinas pro-inflamatorias, las cuales promueven a su vez la entrada libre de
células del sistema inmunologico sistémico (16, 17, 19-21). Estos eventos, aunados a
mecanismos inadecuados de resolucion de la inflamacion y a la continua exposicion de
determinantes antigénicos en el sitio de la lesion, contribuyen a extender el dafio espacial y
temporalmente (14, 21-25). En conjunto, estos mecanismos conducen al establecimiento de
una respuesta autoinmune contra los propios constituyentes celulares que ahora son
reconocidos como auto-Ags (23-27). Asi, parece obvio que la modulacion de la respuesta
inmunoldgica podria ser una estrategia eficiente para favorecer la proteccién del tejido

nervioso Y evitar la extension de la lesion.
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Una forma de modular la respuesta del sistema inmunoldgico contra constituyentes neurales
y evitar la inflamacion del tejido nervioso en una enfermedad degenerativa podria ser
instruir previamente al sistema inmunolégico en el reconocimiento de los AgN (29-32). Para
gue esta modulacién sea eficiente como estrategia preventiva a un trauma, debe ser
especifica para los AgN, sisttmica y permanente a lo largo del tiempo (33-39). Esta
tolerancia puede ser favorecida mediante la inoculacion de auto-Ags en un tejido u 6rgano
inmuno-privilegiado que tiene la capacidad de generar tolerancia a los Ags presentes (40-
42). Uno de los 6rganos inmuno-privilegiados que cumplen con las caracteristicas de poseer
un sistema capaz de inducir tolerancia especifica de Ag a nivel sistémico es el ojo (42, 45y
47). En este organo el sistema inmunoldgico desvia la respuesta de inflamacion a una
respuesta anti-inflamatoria donde estdn involucrados los linfocitos de tipo CD8+ vy
CD4+CD25+ que expresan FoxP3, una proteina de transcripcion que regula a la baja la
respuesta inflamatoria. Este mecanismo ha recibido el nombre de desviacion inmunitaria
asociada a la camara anterior (DIACA) (42-44, 46-49). Asi, tomando ventaja de la capacidad
del ojo para generar DIACA, en este proyecto se busca inducir inmuno-tolerancia para AgN
derivados de tejido medular inoculados en la camara anterior en ratas durante el primer mes
de vida y evaluar su permanencia en el tiempo.

Ha sido reportado que se puede generar tolerancia a proteinas altamente antigénicas como
ovoalbimina (1, 2 y 28), por lo que comenzamos a evaluar la inmuno-tolerancia inducida
mediante DIACA a la proteina antigénica albumina de suero bovino (BSA, también
conocida por ser altamente antigénica) con una sola exposicion, en ratas Wistar juveniles y

adultas, y probar el tiempo que permanece dicha tolerancia (Capitulo I1). Sin embargo,
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nuestro principal interés es inducir DIACA a un coctel derivado de tejido medular sano y
evaluar su permanencia en el tiempo. Este objetivo posee varias implicaciones de relevancia.
Primero, podremos demostrar que el sistema nervioso posee determinantes antigénicos
capaces de ser reconocidos por el sistema inmunolégico y montar una respuesta
inflamatoria. En segundo lugar, podremos evaluar si el sistema inmunologico es capaz de
montar una respuesta de inmuno-tolerancia a auto-Ags tan eficaz (en atenuacion de
inflamacion y en permanencia en el tiempo) como aquélla inducida a una proteina extrafa
(BSA). Ademds, de lograr la inmuno-tolerancia especifica y permanente contra AgN, esta
podria ser una estrategia preventiva Util para favorecer la proteccion del tejido en cualquier
patologia que curse con inflamacion cronica, y que tenga mas de un determinante

antigénico.

METODOLOGIA
ANIMALES
Se trabajo con ratas hembra de la cepa Wistar juveniles (30 dias postnatales) mantenidas en
alimentacion ad libitum y condiciones de temperatura y ciclos de luz/obscuridad 12/12
controlados. El cuidado de los animales lo realizd personal especializado del bioterio del
11QB, UMSNH, considerando los lineamientos establecidos por el reglamento de la ley

general de salud en materia de investigacion para la salud (58).

DISENO EXPERIMENTAL

Para la induccion y evaluacion de la inmuno-tolerancia se emplearon los siguientes grupos

experimentales:
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1. PBS-AgN (n=8) Los animales de este grupo experimental fueron inoculados en la camara
anterior del ojo (CA) con PBS, sensibilizados y retados con proteinas neurales.

2. AgN (n=8) Los animales de este grupo experimental fueron inoculados en la CA,
sensibilizados y retados con proteinas neurales.

3. PBS-BSA (n=8) Los animales de este grupo experimental fueron inoculados en la CA con
PBS, sensibilizados y retados con BSA.

4. BSA (n=8) Los animales de este grupo experimental fueron inoculados en la CA con BSA,
sensibilizados y retados con BSA.

5. PBS-AgN (n=8) Los animales de este grupo experimental fueron Unicamente sensibilizados y

retados con PBS.

EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINA

Para lograr el objetivo 1, 6 ratas adultas (>300 g) fueron anestesiadas profundamente por via
intraperitoneal con 100 mg/kg de pentobarbital sddico. Fue expuesta la columna vertebral
desde la region dorsal y posteriormente fueron decapitadas. La médula espinal fue disecada
rapidamente desde las regiones cervicales hasta la cauda equina. La médula espinal se lavd
con solucion salina (0.9%). Una vez libre de impurezas el tejido fue congelado con
nitrogeno liquido y posteriormente pulverizado en un mortero. Mas tarde fue resuspendido
en 300 pl de buffer de extraccion (10 mM Tris, 500 mM NaCl, 0.1 % Triton X-100, 1% p-
mercaptoetanol). EI homogenado fue sonicado 5 min y centrifugado a 19 000 rpm por 15
minutos a 4°C. La proteina fue fraccionada e incubada en buffer de lisis (7 M urea, 2M
tiourea, 5% CHAPS). La concentracién de proteina fue cuantificada mediante el método de

Lowry.
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INOCULACION DEL ANTIGENO EN LA CAMARA ANTERIOR DEL 0JO

Para la inoculacion de los AgN en la CA, un volumen de 10 pL de proteinas derivadas de
médula espinal (50-60 pg segin se indique) fue inoculado en ambos ojos de ratas al mes de
vida (para BSA se realizd como se describe en el capitulo anterior). Para cada una de estas
condiciones experimentales se utilizO un grupo control, el cual fue inoculado en ambos 0jos
con buffer salino de fosfatos (PBS, 0.1M). Adicionalmente, un grupo control para AgN fue
inoculado con el mismo volumen de buffer de extraccion. Para llevar a cabo la inyeccion, las
ratas fueron anestesiadas profundamente con un coctel de ketamina/xilacina (75 pgkgy 7.5
ug’kg de peso corporal, respectivamente) via intraperitoneal. La inyeccion en la cémara
anterior se realizd bajo un microscopio estereoscopico mediante una jeringa Hamilton
liberando el volumen total de solucion en 2 minutos (10). Durante todo el procedimiento los

o0jos de las ratas fueron mantenidos hidratados con solucion salina al 0.9%.

PRUEBAS DE HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO RETRASADO

La prueba de hipersensibilidad de tipo retrasado (HTR) consiste en una fase de
sensibilizacion y una de reto. Siete dias después de la inoculacion en la camara anterior del
o0jo, las ratas fueron anestesiadas tal como se describe previamente, se rasuraron en la region
interescapular y se sensibilizaron con un volumen de 200 pL de AgN y adyuvante completo
de Freund (1:1; 250 pg AgN/100 pl de vehiculo:100 pl de adyuvante) via intradérmica (i.d.)
con jeringa de tuberculina. Los animales fueron retados siete dias después bajo antestesia
profunda. Antes de realizar el procedimiento, las orejas de los animales fueron medidas con
un micrémetro Mitutoyo (Quick-mini 700 119 20) cinco veces para establecer la linea base.

Todos los animales recibieron una i.d. de 10 pL de BSA (500 pg) en el pabellon de la oreja
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izquierda y 10 pL de vehiculo en la derecha. Veinticuatro horas méas tarde, las orejas fueron
medidas (siguiendo el procedimiento de la linea base) y a estos ultimos valores le fueron

restados los de la linea base para obtener un indice delta (A) de inflamacién por oreja.

EVALUACION DE LA PERMANENCIA DE LA INMUNO-TOLERANCIA

Se repitieron los procedimientos de reto antigénico en pabellones auriculares 'y
posteriormente se midid la inflamacion por oreja como se describié anteriormente. Las ratas
se sacrificaron a los 4, 6, 8, 10 y 12 meses después de medir las 48 horas de inflamacion. Se
obtuvo bazo para realizar RT-PCR en tiempo real y sangre para evaluar el estado de salud de

las ratas.

EVALUACION DEL ESTADO DE SALUD DE LAS RATAS

Medidas de masa corporaly evaluacion de motilidad

Se tomaron medidas de masa corporal en gramos, de las cuales se graficaron los promedios
por grupo. Ademas, medimos la motilidad de las patas delanteras, traseras y la cola para
constatar que no se desarrolld alguna respuesta de autoinmunidad (como EAE) a los AgN
que inoculamos en la CA y en las pruebas de HTR. El cuadro clinico de la enfermedad en
los grupos experimentales de AgN y su control, se monitore6 mediante observaciones
realizadas siempre a la misma hora, comenzando desde la semana 1 post-inoculacion en la
camara anterior hasta los 7 meses. Se tuvo cuidado de evitar el estrés de los animales
durante la manipulacién tanto como fue posible, minimizando los factores ambientales tales
como el ruido, el dolor y el calor (24 y 25). Para evaluar la motilidad tomamos videos en los
cuales se asignd un puntaje de acuerdo a la escala preparada para medir recaidas y

remisiones de encefalomielitis experimental autoinmune (EAE-RR) por Esposito (24): 0, no
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hay signos clinicos aparentes; 0.5, la postura torcida o0 movimientos para caminar
ligeramente irregulares; 1, la pérdida leve de tono de la cola o paraplejia leve (debilidad) de
una extremidad posterior; 1,5, la pérdida parcial de tono de la cola y paraparesia suave
(debilidad) de ambas extremidades posteriores; 2, la paralisis completa de la cola; 2.5, la
paralisis de la cola completa con debilidad marcada de ambos miembros posteriores y el
fracaso ocasional de los cuartos traseros; 3, pardlisis parcial (hemiparalisis) de las
extremidades traseras, el animal es forzado a arrastrarse; 3.5, paralisis completa de las
extremidades traseras sin movimiento mufién; 4, paralisis completa de las extremidades
traseras con debilidad de las extremidades anteriores; 4.5, moribundo y 5, Muerto.
Biometrias hemdticas

Para este andlisis se obtuvieron muestras de sangre de ratas sin ningun tratamiento y de cada
grupo experimental (2 ml) para tomar las siguientes medidas:

» Velocidad de sedimentacion globular VSG

» Numero de globulos rojos (eritrocitos). Se miden en células por microlitro (células/mcl)

de sangre, considerando los indices eritrociticos:

i. ~ Volumen corpuscular medio (VCM). Indica el tamafio promedio de los globulos
rojos, expresado en femtolitros (fi).

i. Hemoglobina corpuscular media (HCM). Es la cantidad de hemoglobina por
glébulo rojo, y se da en picogramos por célula (pg/cel).

iii.  Concentracion de hemoglobina corpuscular media (CHCM). Rewvela la cantidad de
hemoglobina relativa al tamafio de la celula (concentracion de hemoglobina), en
gramos por decilitro (g/dI).

» NOmero de globulos blancos (leucocitos). Porcentaje  de linfocitos, monocitos y

granulocitos. Su unidad también son las células/mcl.
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» Conteo de plaquetas. Se registra en unidades por microlitro de sangre (wmcl), resultando
ideales 150,000 a 400,000 u/mcl.
» Valor de hemoglobina (Hb). Se valora en gramos por decilitro (g/dl).

» Valor de hematocrito (Htc). Su conteo es en porcentajes (%).

ANALISIS ESTADISTICO

Se usaron los valores delta de inflamacion (48 horas-linea base), los cuales fueron
promediados y comparados mediante el paquete estadistico Graphpad Prism 6. Los datos
primero se sometieron a la prueba de normalidad de Shapiro—-Wilk y la de homocedasticidad
(homogeneidad de varianzas) de Levene. Se utilizd una prueba T de Student para comparar
2 grupos y analisis de varianza (ANOVA) para grupos mas de dos grupos. Se consideré una
p<0.05 como significativa. Si las diferencias entre los grupos resultaron significativas se
empled una prueba post-hoc de Tukey. Si los datos no pasaron los criterios de normalidad,
los estadisticos no paramétricos que se usaron fueron la prueba U de Mann-Whitney o

Kruskal Wallis.
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RESULTADOS

LAS PROTEINAS DERIVADAS DE TEJDO MEDULAR SANO PRESENTAN
ANTIGENICIDAD

Para cumplir con el objetivo de establecer la antigenicidad de proteinas neurales derivadas
de la médula espinal de ratas adultas en condiciones basales, primero obtuvimos un extracto
de proteinas medulares de acuerdo al método reportado por Gil-Dones (54). Con este
método logramos recuperar aproximadamente 230 mg de proteina por médula espinal de
rata en condiciones basales. Asi, una vez seleccionado el método para recuperar proteinas
de tejido medular sano, decidimos evaluar su capacidad antigénica mediante pruebas de
HTR para determinar si realmente podrian ser utilizadas para inducir inmuno-tolerancia a
través de DIACA. Presentamos los indices de inflamacion después del reto en la prueba de
HTR (Figura 3 1; T(2): 8.646, p <0.001). Estos resultados muestran que las proteinas
derivadas de médula espinal sana pueden actuar como Ags, ya que son comparables con los
indices reportados para otras proteinas inmunogénicas como ovoalbdmina (1, 2 y 50) y
BSA (28). En conjunto, estos resultados justifican el uso de proteinas medulares para

producir inmuno-tolerancia en esta fase del proyecto.
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Figura 3 1 Prueba de antigenicidad de las proteinas medulares en ratas juveniles, medida mediante las
pruebas de HTR. Los signos de + indican las fases realizadas para cada experimento. Las gréficas
muestran la diferencia de inflamacion en orejas (A) medida a las 48 horas después del reto con respecto
a la linea base. Se grafican promedios de inflamacion + ES, n=8 por grupo. Los valores de ***p <0,001
se consideraron significativos.

INDUCCION DE INMUNO-TOLERANCIA A AgN DERIVADOS DE TEJIDO SANO
Generamos  inmuno-tolerancia  a  AgN  derivados de médula espinal utilizando
concentraciones de 50 y 60 pg de proteina (extracto total) en ambos ojos (resultados no
mostrados). Posteriormente se inoculd otro grupo con controles adicionales para tener
controles més estrictos de las medidas de inflamacion asociadas a DIACA. En estos
experimentos utilizamos cuatro grupos control para garantizar la eficacia del procedimiento.
Los controles que presentamos son: control de inoculacion con PBS en la CA, dos grupos
Unicamente sensibilizados y retados (uno con AgN otro con PBS) y el tercer grupo solo se
reto con AgN como un control de inflamacion asociada a edema. Los resultados obtenidos

muestran que se generd inmuno-tolerancia para AgN, evidenciada por la atenuacion de la

inflamacion de los grupos inoculados en CA con AgN en comparacion con los controles de
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sensibilizacion y reto con AgNs y el inoculado en CA con PBS. Las medidas de inflamacion
del grupo inoculado en CA con AgN (inmuno-tolerizado) son similares a las medidas de los
grupos control que presentan minima inflamacién asociada a edema (en figura 3.2 PBS:

color verde y AgN: color amarillo). (Figura 3.1; F<05: 21.63, p<0.0001).
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Figura 3 2. Inmuno-tolerancia inducida por AgN inoculados en la CA de ratas juveniles medida mediante las
pruebas de HTR. Los signos de + indican las fases realizadas para cada experimento. Las barras muestran la
diferenciade inflamacion por grupo experimental en orejas (A) medida a 1as 48 horas después del reto con respecto
a la linea base. Se grafican promedios de inflamacién + ES, N=9 por grupo. Los valores de **p <0,01 se
consideraron significativos y ***p <0,001 se consideraron altamente significativos.

PERMANENCIA DE INMUNO-TOLERANCIA A AgN A TRAVES DEL TIEMPO

El tiempo que permanece la tolerancia para Ags en ratas juveniles y adultas fue medido a
través de pruebas de HTR. Los resultados para AgN muestran diferencias de inflamacion
con respecto al grupo control, tanto en la fase de induccion como en la de permanencia a los
8 meses post-induccion (Figura 3 3; Fo<oos: 43.16, p<0.0001) y 1 afio post-induccion

(Figura 3 4; Fog os: 43.16, p<0.0001).
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Figura 3 3. Permanencia de inmuno-tolerancia inducida a AgN inoculada en la CA de ratas juweniles (1

mes postnatal), medida me

diante las pruebas de HTR. Los signos de + indican las fases realizadas para

cada experimento. Las graficas muestran la diferencia de inflamacién en orejas (A) medida a las 48
horas después del reto con respecto a la linea base en ambos grupos. Bvaluacién de induccion de
DIACA y ocho meses post-induccién. Se grafican promedios de inflamacion + ES, N=9 por grupo. Los

valores de **p<0,01y ***

Los resultados para

p <0,0001 se consideraron altamente significativos.

AgN medidos al afio post-induccion muestran diferencias de

inflamacion con respecto al grupo control (Fo<o0s: 43.16, p<0.0001, fig. 4). Las medidas de

inflamacion tuvieron un aumento significativo, que es explicado por que hubo una

manipulacién previa (a los 6 meses post-induccion).
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Figura 3 4. Permanencia de inmuno-tolerancia inducida a AgN inoculada en la CA de ratas juveniles (1

mes postnatal), medida mediante las pruebas de HTR. Los signos de + indican las fases realizadas para

cada experimento. Las graficas muestran la diferencia de inflamacion en las orejas (A) medida a las 48

horas después del reto con respecto a la linea base en ambos grupos. Evaluacion de induccion de

DIACA y 1 afio post-induccion. Se grafican promedios de inflamacién + ES, N=9 por grupo. Los

valores de **p<0,01y ***p <0,0001 se consideraron altamente significativos.

Los resultados de los grupos PBS y AgN fueron replicados en un experimento independiente
que presenta indices de inflamacion comparables (t (15): 6.022, p <0.001). El estado de
inmuno-tolerancia también fue medido a los 4, 5, 6 y 10 meses post-inoculacion y
permanecid en las diferentes evaluaciones. En los grupos que tuvieron varios retos la

inflamacion fue incrementando pero se mantuvieron las diferencias de inflamacion con

respecto al grupo control (resultados no mostrados).

INDICES DEL ESTADO DE SALUD EN ANIMALES INMUNO-TOLERANTES

La biometria hematica es una prueba de sangre que permite evaluar el estado general de
salud, nos permite detectar una amplia gama de enfermedades, incluyendo anemia,
infecciones, leucemia, alergias, problemas de coagulacion o trastornos de la sangre, asi
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como neoplasias. Las biometrias se realizaron con el fin de conocer el estado de salud en el
que se encuentran las ratas y si la tolerancia les genera cambios en el SI (ver anexos del 2-
10). Los resultados muestran que no hay diferencias estadisticamente significativas en
leucocitos. Unicamente se encontraron diferencias significativas en el recuento de plagquetas

(PLT); los grupos inoculados en CA y el inmunizado con AgN presentan valores mas

elevados de plaquetas.

Tablal

Biometrias hematicas de ratas Wistar juveniles, medidas de inoculacién en CA, tomadas a las 48 hrs. después del reto.

Grupo LEU ERI Hb Htc PLT PCT VCM HCM CHCM IDE MPV IDP LIN MON GRA
X

x10® 10° g/dl % x 103 % m3 pg g/dl % m3 % % % %

Basales 5,53 7.32 1578 47.0 466.3 0.357 64.2 215 335 142 76 99 611 17.02 21.9
Control CA 104 6.35 1403 42.28 5785%* 055 66.7 2215 33.20 146 943 1198 734 150 117
AgNCA 1147 6.50 14.4 448 572*** 0573 69 222 322 140 101 135 655 185 159
Control | 112 6.49 145 43875 52525 0.495 67.5 223 33.0 142 93 1297 654 151 194
AgN 1 123 6.6 1462 4585 5937 0.55 69.5 223 320 143 9.375 12 699 14225 159
Reto AgN 513 7.32 16.0 47875 42325 0.332 6575 219 334 136 7.9 1015 603 179 21.8

ANO VA 2 vias,Fu<0.05=0.3101, los valores de P<0.001*** se consideraron significativos. I: Inmunizadas

También se afadieron los valores de las biometrias hematicas para conocer el estado de
salud de las ratas adultas en las medidas de permanencia, donde solo se encontraron
diferencias en el conteo de plaquetas con respecto al grupo sin ningun tratamiento (basales),

muy similar a los resultados de induccién en juveniles.

Tabla 2

Biometrias hematicas de ratas Wistar, permanencia de AgN a los 8 meses.
Grupo LEU ERI Hb  Htc PLT PCT VCM HCM CHCM IDE MPV IDP LIN MON GRA

X
x10° 10° gdl %  x103 % m  pg  gdl % m % % % %

Basales 26 7.3 149 458 5403 04 598 204 343 135 74 75 592 138 27.0
Control 34 74 146 437 583** 04 595 199 335 141 7.2 10.7 628 16.0 212
AgN 32 75 147 443 609*** 04 588 196 333 142 73 10.2 621 17.2 20.7

ANOVA 2 vias, Focos = 0.9746.Los valores de p <0,01 **y p <0,0001 *** se consideraron
significativos.

75




Tabla 3

Biometrias hemdticas de ratas Wistar adultas, medidas de permanencia 1 afio AgN

Grupo LEU ERI  Hb Htc PLT PCT VCM HCM CHCM IDE MPV IDP LIN MON GRA
X108 x10° gdl %  x103 % m® pg gd % m® % % % %

Basales 2.6 7.3 149 458 5403 04 598 204 343 135 74 75 592 138 270

Control 3.23 5.64 10.95 3153 502.7**0.38 563 198 351 16.18 7.5 109 44.17 16.03 29.8

AgN 25 67 135 388 550.3 0413 57.8 202 349 155 7.6 128 639 168 19.3

ANOVA 2 vias, Fo<0.05 = 0.1628,los valores de P <0.01**seconsideraron significativos.

El peso de las ratas indica la nutricion de estas, por lo que se encuentra estd directamente
relacionado con su estado de salud. Se graficaron los pesos de las ratas, como se muestra en
la siguiente grafica (Figura 3 5), tanto las ratas controles como las experimentales

mantuvieron pesos muy similares.
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Figura 3 5. Bvaluacion post-induccion del estado de salud de las ratas Wistar. Se grafican promedios de
pesos en gramos + DESVEST enel eje de las ordenadas y en el eje de las abscisas indica los meses de
edad.

En la siguiente gréfica mostramos los resultados de las evaluaciones conductuales de

motilidad observados mediante grabaciones semanales. Los valores son bajos, ya que no se
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presentaron casos de respuesta de autoinmunidad a los AgN inoculados en la camara

anterior, ni en las pruebas posteriores de HTR.
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Figura 3 6. Evaluacion de una enfermedad autoinmune por medio de evaluaciones motoras. La figura muestra las
puntuaciones clinicas promedio por grupo. El cuadrado con la linea punteada pertenece a los AgN y el rombo con
la linea punteada purpura pertenece a los controles utilizando una escala de puntuacion publicado previamente
reportado (79, 80).
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DISCUSION

Nuestro principal interés es desarrollar una estrategia de inmuno-modulacién que instruya al
sistema inmunolégico de animales jovenes a tolerar a AgN, evitando la patologia
autoinmune secundaria 0 una enfermedad neurodegenerativa. Un elemento fundamental para
garantizar la eficacia de este tratamiento neuroprotector es el mantenimiento de la inmuno-
tolerancia a lo largo de la vida del animal. Nuestros resultados indican que es posible inducir
inmuno-tolerancia sistémica a AgN con una sola inoculacion del homogenado total en la CA
en animales juveniles como ha sido descrito previamente en un modelo murino (5, 18, 30,
57) y adultos en no inmuno-deprimidos (28 y 56). Bascom y colaboradores (2015)
encontraron que la tolerancia solo se puede generar durante una pequefia ventana de tiempo
(animales neonatos en los primeros 4 dias post-natales) donde el sistema inmunoldgico tiene
una respuesta reguladora ante los Ags con los que se enfrenta. Nuestros resultados muestran
que la induccion de tolerancia por medio de DIACA es un mecanismo méas eficiente en tanto
incorpora varias formas de inducir tolerancia inmunolégica como: la anergia clonal, la
delecion clonal, aborto clonal e ignorancia clonal, las cuales regulan la respuesta
inflamatoria que en conjunto conlleva a un edo. de tolerancia completa tanto en individuos
juveniles como en adultos. Adicionalmente, encontramos que es posible inducir un estado de
inmuno-tolerancia a un coctel de Ags medulares mediante DIACA. Trabajos previos han
mostrado la induccion de DIACA Unicamente para uno o dos Ags (5, 18, 28, 30). Sin
embargo, en el contexto en el que se plantea el presente trabajo, resulta mucho mas
ventajoso inducir inmuno-tolerancia sistémica para el mayor nimero posible de auto-Ags

presentes en el tejido nervioso con el fin de evitar la inflamacion y la autoinmunidad
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destructiva después de una enfermedad neurodegenerativa. La permanencia de inmuno-
tolerancia a AgN hasta el momento no habia sido evaluada a través del tiempo, en el trabajo
anteriormente reportado se midio la permanencia de inmuno-tolerancia hasta los 10 meses
post-induccion para una sola proteina (BSA) (28). Los resultados del presente trabajo
amplian nuestro reporte previo y muestran que en ratas Wistar el estado de inmuno-
tolerancia a un coctel de auto-Ags complejo permanece al menos 1 afio post-induccion.
Estas evaluaciones son mucho mas robustas e indican la inmuno-tolerancia por medio de
DIACA podria durar toda la vida adulta sin requerir un refuerzo, por lo que este trabajo
enriquecerd mucho a las investigaciones que se estan realizando sobre enfermedades
autoinmunes y/o neurodegenerativas donde utilizan tratamientos de inmuno-modulacion.
Los resultados favorables de las medidas de salud mediante las biometrias heméticas, las
medidas de masa corporal y las evaluaciones de motilidad (observaciones video-grabadas)
nos permiten proponer a DIACA como modelo de induccion de tolerancia a cualquier Ag o
auto-Ag sin que desencadene una respuesta autoinmune, inflamatoria, inmunosupresora o de
una neoplasia (las medidas de VSG son un (tiles para medir neoplasias), ya que trabajos
previos reportados (1-2, 24-25, 51-52), soportan la idea de que se puede inducir una EAE en
ratones sanos con simples inmunizaciones, mientras que nuestro modelo de induccion de
tolerancia no solo permanece en el tiempo, también evita que se desencadene una respuesta

autoinmune.
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CONCLUSIONES

Las pruebas de HTR demuestraron que las proteinas medulares en condiciones
basales presentan antigenicidad (4, 21-25, 53).

Se puede generar tolerancia por medio de DIACA tanto para proteinas Unicas, como
ya ha sido reportado (28), como para un coctel de proteinas.

Los resultados de induccién de tolerancia en ratas adultas fueron muy similares a
los obtenidos en juveniles, por lo que esta estrategia puede ser utilizada en cualquier
etapa de la vida del individuo.

La inmuno-tolerancia a AgN permanece hasta un afio después de la induccion
mediante DIACA.

En conjunto, nuestros resultados nos permiten ser optimistas y proponer la
induccion de inmuno-tolerancia como un mecanismo potencial para evitar la
extension de la patologia y favorecer la reparacion tisular en enfermedades
degenerativas que cursen con inflamacion cronica. Actualmente estamos induciendo
inmuno-tolerancia especifica de AgN como estrategia preventiva y terapéutica en el
establecimiento de la enfermedad degenerativa secundaria a la lesion trauméatica

espinal y la lesion del nervio Optico.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES INTEGRADAS

En conjunto en nuestros resultados encontramos los siguientes hallazgos:

» Confirmamos que es posible inducir inmuno-tolerancia por medio de DIACA con
una sola exposicion al Ag (1-2, 24-25, 51-52).

» Las pruebas de HTR demuestran que las proteinas medulares en condiciones basales
presentan antigenicidad (4, 21-25, 53).

» Se puede generar tolerancia por medio de DIACA tanto para proteinas Unicas, como
ya ha sido reportado por Faroog y col. (2013 y 2014), como para un coctel de
proteinas; lo cual, es mas favorable para el tratamiento de las patologias
autoinmunes con varios determinantes antigénicos

» Los resultados de induccion de tolerancia en ratas adultas fueron muy similares a
los obtenidos en juveniles, por lo que esta es una estrategia que puede ser utilizada
en cualquier etapa de la vida del individuo.

» La permanencia de tolerancia tanto en animales juveniles como en adultos se probo
hasta los 8 meses post-induccién y encontramos que se mantuvo la tolerancia.

» En los grupos inmuno-tolerizados que se les midid la tolerancia hasta los 8 meses
sin retos intermedios presentaron medidas de inflamacion menores debido a la
memoria inmunoldgica que generaron las céls Tregs, lo cual generd una respuesta
mas rapida de tolerancia y reconocimiento de los Ags.

» También se midid la permanencia a AgN al afio post-induccion, y se mantuvo dicha

permanencia. Este es un resultado muy importante en el caso de usar DIACA como
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un tratamiento preventivo para enfermedades autoinmunes en humanos, ya que un
afio de vida en ratas es equivalente a 30 afios en humanos (55).

Se midi6 el estado de salud de las ratas para evaluar si se desencadena una
enfermedad autoinmune a AgN, neoplasias (por medio de la VSG) o un estado de
inmunodepresion, nuestros resultados muestran que no hay riesgo de desencadenar

algun tipo de patologia asociada a la tolerancia por medio de DIACA.
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ANEXOS

Anexo 1.
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La inmuno-tolerancia a BSA permanece al menos hasta los diez meses de vida en ratas
inoculadas en la camara anterior (CA) en la etapa juvenil ain después de varios retos. Las
graficas muestran la diferencia de inflamacion en orejas (A) medida a las 48 horas después
del reto con respecto a la linea base (prueba de hipersensibilidad retrasada), quince dias
después de la inoculacion en CA (A), y cinco (B) y diez meses despues (C) en los mismos
animales. Notese que atn cuando la A de mnflamacion va incrementando en los diferentes
retos, la atenuacion de la inflamacion se mantiene en el grupo BSA con respecto al grupo
control. Los signos + en la tabla inferior indican las fases realizadas para cada experimento.
Se grafican promedios de inflamacion + ES, n=9 por grupo. Los valores de **p <0,01 se
consideraron significativos y los valores de ***p <0,001 se consideraron altamente
significativos.

Anexo 2.
Tablas de las biometrias hematicas completas, incluyen valores de VSG (velocidad de

sedimentacion globular).
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Tabla 1. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas Wistar juveniles sin
ningun tratamiento, incluye valores de VSG

 BASALES2MESES
# DE RATA 1 2 3 5 Promedio
LEU x 103 3.8 6 4.7 7.6 5.525
ERIx 108 711 7.13 7.09 7.94 7.3175
HB g/dl 15 14.7 15.8 17.6 15.775
HTC % 453 44 4 47.8 50.4 46.975
PLT x 10 3 418 394 507 546 466.25
PTC % 0.316 0.292 0.397 0.422 0.357
CMm?3 64 62 67 64 64.25
HCM pg 21 20.6 22.3 221 215
CCMH g/dl 33 33 33.1 34.8 33.475
IDE % 13.9 14.7 14.9 13.3 14.2
PM m 3 7.5 7.4 7.8 7.7 7.6
IDP % 96 8.4 10.8 10.8 9.9
DIF
LIN x103 /mm 3 2 36 28 5.2 34
MON x103 /mm 3 06 1 0.8 1 0.85
GRA x102 /mm 3 1.2 1.4 1.1 1.4 1.275
LIN % 54 1 60.4 59.9 70 61.1
MON % 17.6 171 18 15.4 17.025
GRA % 28.3 22.5 22.1 14.6 21.875
SG 1hr (mm) 15 1 1 1
SG Zhr (mm) 2 2 1 1.5
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Tabla 2. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas Wistar juveniles inoculadas en CA, incluye valores de VSG

AgN 2 MESES
Ratas control (PBS) Ratas experimentales (AgN 60 ug)

Rata 2 3 4 5 Promedio 6.8 16.3 11.3 Promedio
LEU x 103 8.8 10.5 10.5 11.9 10.425 6.15 6.97 6.37 11.47
ERIx 106 6.61 6.62 6.2 5.96 6.3475 14 15.2 14 6.50
HB g/dl 14 14.4 14.5 13.2 14.025 423 48.6 434 14.40
HTC % 43 43.4 43.3 394 42.275 567 471 678 44.77
PLT x 10 3 409 695 511 699 578.5 0.523 0.517 0.679 572.00
PTC % 0.384 0.611 0.485 0.7 0.545 69 70 68 0.57

CM m 3 65 66 70 66 66.75 227 21.8 221 69.00
HCM pg 21.2 21.7 23.5 222 22.15 33 31.3 324 22.20
ICCMH g/dl 327 33.1 335 335 332 13.8 13.7 14.4 32.23
IDE % 15.7 14.6 13.6 14.5 14.6 9.2 11 10 13.97

PM m 2 9.4 8.8 9.5 10 9.425 12.6 15.3 12.5 10.07
IDP % 10.5 11.6 13.1 12.7 11.975 13.47
DIF 4.7 10.5 6.9
LIN x10 2 /mm 3 6.9 7.6 7.8 8 7.575 1.3 26 22 7.37
MON x10 3

mm 3 1.1 1.4 1.8 1.9 1.55 0.8 3.2 22 2.03
GRA x10 2 /mm
> 0.8 1.5 0.9 2 1.3 69.8 64.8 62.1 2.07
LIN % 78.3 725 74.8 67.8 73.35 19.6 16 19.9 65.57
MON % 126 13.4 17.8 16.1 14.975 10.6 19.2 18 18.50
GRA % 9.1 14.1 7.4 16.1 11.675 0.5 0.5 0.5 15.93
SG 1hr (mm) 0.5 0.5 2 0.5 1 1 1

SG 2hr (mm) 0.6 1 25 1 6.8 16.3 11.3

Tabla 3. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas Wistar juveniles inmunizadas, incluye valores de VSG

INMUNIZADAS con AgN y PBS 2 MESES
Ratas control (PBS)

Ratas experimentales (AgN)

Rata 1 2 4 5 Promedio 1 3 4 5 Promedio
LEUx 103 10.7 11.1 13.9 9.2 11.23 11.5 8.9 12.8 16.3 12.37
ERIx 108 6.28 6.33 6.5 6.88 6.498 6.6 6.53 6.6 6.59 6.58
HB g/dl 14.3 14.5 14.1 15 14.47 14.7 14.6 15.2 14 14.6
HTC % 41.8 45.2 42.4 46.1 43.8 46.5 451 46 45.8 45.8
PLTx 10 3 310 603 536 652 525.25 652 567 604 552 593.7
PTC % 0.265 0.539 0.547 0.63 0.495 0.55 0.532 0.601 0.542 0.556
CMm 3 67 71 65 67 67.5 70 69 70 69 69.5
HCM pg 228 229 21.7 21.7 22.28 22.3 22.4 231 21.3 222
CCMH g/dl 34.2 32.1 33.2 325 33 31.7 325 33.1 30.7 32
IDE % 14.2 14 15.4 13.2 14.2 14.3 14.2 14.2 14.4 14.28
PMm 3 8.5 8.9 10.2 9.7 9.325 8.4 9.4 9.9 9.8 9.38
IDP % 14.4 12 12.2 13.3 12.98 11.5 12.1 12 12.4 12
DIF
LIN x103 /mm
& 5.8 7.6 9.7 6.2 7.325 8.2 6.5 9.6 9.6 8.475
MON x10 3
mm 3 1.4 1.7 2.1 1.4 1.65 1.5 1.1 1.6 2.8 1.75
GRA x10 3
mm 3 35 1.8 2.1 1.6 2.25 1.8 1.3 1.6 3.9 2.15
LIN % 54.8 68.6 70.6 67.7 65.42 71.5 73.8 74.9 59.3 69.88
MON % 13.6 15.9 15.8 15.2 15.12 13.5 12.8 13.1 17.5 14.23
GRA % 31.6 15.5 13.6 17.1 19.45 15 13.4 12 23.2 15.9
SG 1hr (mm) 0.5 1 0.5 1 1 0.5 2 1
SG 2hr (mm) 1 4 1 2 2 1.5 2.5 2
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retadas con AgN, incluye valores de VSG

Tabla 4. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas Wistar juveniles

__RETO AgN 2 MESES

% DE RATA 1 2 3 4 Promedio
LEU x 103 6.3 4.4 45 53 5.13
ERIx 108 7.1 7.44 7.87 6.85 7.32
HB g/dl 15.6 16.6 16.6 15.1 15.98
HTC % 47.4 47.2 51.6 453 47.88
PLT x 10 2 445 462 452 334 4233
PTC % 0.362 0.36 0.34 0.266 0.332
CM m 3 67 64 66 66 65.75
HCM pg 21.9 22.3 21.1 22.1 21.85
CCMH g/di 32.8 35.1 32.3 334 33.4
IDE % 13.7 13.4 13.6 13.7 13.6
PM m 2 8.1 7.8 75 8 7.85
IDP % 10.8 1.7 9.3 8.8 10.15
DIF
LINx102 /mm 2 39 26 2.3 34 3.05
MON x10 3 /mm 3 1.1 0.6 1.1 0.6 0.85
GRA x10 2 /mm 2 1.3 1.2 1.1 13 1.23
LIN % 62.6 1.4 52.3 65.1 60.35
MON % 17.7 16.4 254 11.9 17.85
GRA % 19.7 222 223 23 21.8
SG 1hr (mm) 0.5 1 1 15
SG 2hr (mm) 1 1 1.5 2

ningun tratamiento, incluye valores de VSG

Tabla 5. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas Wistar adultas sin

... BASALESOMESES

Heparina EDTA
# DE RATA 1 2 1 2 Promedio
LEUx 103 3.1 27 26 2 26
ERIx 106 6.73 7.88 6.81 7.8 7.305
HB g/dl 14.1 15.6 14.5 15.3 14.875
HTC % 41 54.7 41.3 46.1 45.775
PLT x 10 2 449 433 624 655 540.25
PTC % 0.315 0.352 0.458 0.48 0.40125
VCM m 2 61 58 61 59 59.75
HCM pg 20.9 19.8 213 19.5 20.375
CCMH g/dl 344 342 35.1 333 34.25
IDE % 13.3 13.3 134 13.9 13.475
VPM m 2 7 8.1 7.3 7.3 7.425
IDP % 6.9 6.8 8.1 8.2 7.5
DIF
LINx103 /mm 2 21 1.3 1.7 0.9 1.5
MON x102 /mm 2 0.2 04 0.2 0.3 0.275
GRA x102 /mm 3 0.8 1 0.7 0.8 0.825
LIN % 70.4 51.7 67.2 47.6 59.225
MON % 7.9 18.2 8.7 204 13.8
GRA % 21.7 30.1 241 32 26.975
VSG 1hr (mm) 1.5 2
VSG 2hr (mm) 2 3
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Tabla 6. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas de permanencia de tolerancia a AgN, incluye valores de VSG

AgN 50 ug 8 MESES

Ratas control (PBS) Ratas experimentales
Rata 1 3 4 7 Promedio 3 7 8 9 Promedio
LEUx 103 36 31 48 22 3.425 28 286 33 42 3.225
ERIx 106 8.48 7.15 7.14 6.65 7.355 8.23 7.02 7.3 7.61 7.54
HB g/di 16.2 14.1 14.6 13.6 14.625 15.4 13.8 14.6 15.1 14.725
HTC % 50 421 42.2 40.4 43.675 47 40.4 43.9 457 4425
PLT x 10 3 647 568 547 570 583 700 697 515 525 609.25
PTC % 0.525 0.377 0.372 0.414 0.422 0.516 0.516 0.367 0.379 0.4445
CM m 3 59 59 59 61 59.5 57 58 60 60 58.75
HCM pg 19.1 19.8 204 20.4 19.925 18.7 19.6 20 19.9 19.55
CCMH g/d| 323 335 346 336 335 327 341 332 331 33.275
IDE % 13.9 14.1 14.5 13.8 14.075 13.7 14.4 141 14.6 14.2
PMm?3 8.1 6.6 6.8 7.3 7.2 7.4 7.4 71 7.2 7.275
IDP % 125 8.6 103 11.5 10.725 1.5 9.4 9.6 10.3 10.2
DIF
LIN x10 2 /mm 3 25 1.8 29 12 21 2 15 1.9 23 1.925
MON x103 /mm 3| 04 0.5 086 0.4 0.475 0.4 0.4 0.5 0.7 05
GRA x103 /mm 3 0.7 0.8 1.3 0.6 0.85 0.4 0.7 0.9 1.2 0.8
LIN % 701 595 62.3 59.4 62.825 723 60.2 60.2 55.6 62.075
MON % 13.3 18.7 13.1 18.9 16 15.7 17.3 16.9 19 17.225
GRA % 16.6 21.8 24.6 21.7 21.175 12 22.5 22.9 254 20.7
SG 1hr (mm) 0.5 1 1 1 1 15 0.5 0.5
SG 2hr (mm) 05 2 2 2 1.5 2 1 1
Tabla 7. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas de permanencia de tolerancia a AgN
AgN 1 afio
Ratas control (PBS) Ratas experimentales
Rata 2 3 4 5 Promedio 1 2 3 5 Promedio
LEUx 102 3.8 31 1.9 43 3.225 1.9 22 3.8 22 2475
ERIx 106 6.45 32 597 6.93 5.6375 6.47 6.5 717 6.66 6.7
HB g/dl 10.4 71 12.2 14.1 10.95 13.4 13.3 14.1 13.2 13.5
HTC % 31.6 19 34.5 41 31.525 377 385 40.6 38.2 38.75
PLTx 10 2 1015 240 463 293 502.75 658 604 504 435 550.25
PTC % 0.815 0.161 0.31 0.253 0.38475 0.497 0.434 0.386 0.334 0.4128
CMm? 49 59 58 59 56.25 58 59 57 57 57.75
HCM pg 16.2 223 204 204 19.825 206 204 19.7 19.9 20.15
CCMH g/dI 33 375 353 34.5 35.075 354 34.5 34.8 34.7 34.85
IDE % 19.7 15 14.8 15.2 16.175 15.4 14.8 16.1 15.7 15.5
PM m 3 8 6.7 6.7 8.6 75 7.6 7.2 7.7 7.7 7.55
IDP % 10.1 9.6 11.8 12.3 10.9 13 11.5 13.6 13.1 12.8
DIF
LIN x102 /mm 3 1.3 1.1 26 1.667 1.1 1.4 21 15 1.525
MON x102 /mm 2 0.7 0.2 0.7 0.533 0.3 0.3 06 0.2 0.35
GRA x103 /mm 2 1.6 0.6 1 1.067 0.5 05 0.9 0.5 06
LIN % 38.3 31.6 62.6 44167 61.3 64.7 59.6 70 63.9
MON % 204 11.4 16.3 16.033 19.2 16.8 19.1 121 16.8
GRA % 41.3 27 211 29.8 19.5 18.5 21.3 17.9 19.3
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Tabla 8. Datos de las biometrias hematicas tomadas en ratas permanencia de tolerancia a BSA, incluye valores de VSG

BSA 8 MESES
Ratas control (PBS) Ratas experimentales
Rata 1 3 5 6 Promedio 1 2 3 4 Promedio
LEUx 103 2 41 5 3 3.5625 34 4.6 1.8 5.9 3.925
ERIx 108 6.17 6.81 6.64 6.18 6.45 7.71 6.33 5.8 6.8 6.66
HB g/dI 12.8 13.3 13 12.7 12.95 14.9 13.2 12 13.4 13.375
HTC % 353 38.1 36.8 348 36.25 43 36.9 325 38.9 37.825
PLTx 10 3 346 482 323 356 376.75 637 504 345 230 429
PTC % 0.255 0.372 0.242 0.267 0.284 0.484 0.395 0.247 0.215 0.33525
CM m 3 57 56 55 56 56 56 58 56 57 56.75
HCM pg 20.8 19.5 19.6 20.5 20.1 19.4 20.9 20.7 19.8 20.2
CCMH g/dI 36.3 349 354 36.5 35.775 34.7 359 36.8 345 35475
IDE % 15.3 14.5 15.7 14.4 14.975 16.1 15 15 14.8 15.225
PM m @ 7.4 7.7 75 7.5 7.525 7.6 7.8 7.2 9.3 7.975
IDP % 10.9 13.2 11.3 10.8 11.55 12.2 13.3 10.7 11.4 11.9
DIF
LIN x103 /mm 3 1.4 23 3.1 2.1 2.225 2.2 3.1 1.4 3.1 2.45
MON x103 /mm 3 0.2 0.6 0.7 0.4 0.475 0.5 0.7 0.1 0.8 0.525
GRA x102 /mm 3 0.4 1.2 1.2 0.5 0.825 0.7 0.8 0.3 2 0.95
LIN % 724 57.2 62.8 72.6 66.25 67.1 67.8 78.5 52.6 66.5
MON % 14.8 16.6 14.8 15.3 15.375 15.8 16.9 10.3 14.6 14.4
GRA % 12.8 26.2 22.4 12.1 18.375 17.1 15.3 11.2 32.8 19.1
SG 1hr (mm) 1 1.5 1 2 2 1 1 1.2
SG 2hr (mm) 1.5 1.5 1.5 2 2 1 1.2 1.2
Anexo 3.
Tabla de los promedios de los pesos de las ratas Wistar a lo largo de 1 afio
Pesos de las ratas hembra cepa Wistar a lo largo de 1 afio
Meses Control BSA BSA Control AgN AgN
de vida Media Desv Est Media Desv Est Media Desv Est Media Desv Est
1 1116 17.6 109.3 12.9 134.1 18.7 138.0 18.1
2 161.9 16.9 163.3 9.4 177.6 20.1 182.5 14.6
3 2213 28.2 223.6 22.1 183.7 23.3 76.5 23.0
4 250.5 29.5 2447 17.1 248.8 18.7 245.3 21.0
5 2935 20.2 278.8 22.5 265.0 21.8 266.4 21.2
6 - - - 271.1 28.4 275.4 21.5
7 3013 16.1 290.3 23.8 279.0 25.3 2913 22.0
8 3126 17.9 298.1 21.2 303.1 25.3 308.6 19.2
9 320.0 16.3 324.0 15.2 305.2 29.3 310.3 24.3
10 312.7 26.3 304.5 20.1 3203 22.8 310.6 29.0
11 338.7 36.4 329.9 32.6 323.2 16.7 317.0 26.6
12 468.0 20.1 462.0 26.3 368.0 18.1 362.7 19.1
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