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Resumen

Debido a la limitada capacidad del tejido nervioso para regenerarse tras un dafo, las
lesiones en médula espinal (LME) no tienen actualmente un tratamiento efectivo™, sin
embargo, varios trabajos experimentales muestran que después de una lesion en
sistema nervioso central (SNC) la regulacién en la respuesta inmune inflamatoria puede
promover neuroproteccion, y bajo ciertas condiciones regeneracion. En la LME existe
infiltracion y acumulacion de linfocitos T en el sitio de lesién, que ademas de ser
reactivos, a proteinas derivadas de mielina que se liberan del propio tejido nervioso
lesionado, participan en mejorar la preservacion del tejido dafiado en una lesion
posterior. Este potencial para participar en la recuperacion del dafio depende del tipo
de linfocitos T que se diferencien y la produccion local de citocinas. En particular los
linfocitos “T helper” (Th) son esenciales en regular esta respuesta inmune y de
inflamacion cuando se diferencian en linfocitos Th1, considerados pro-inflamatorios 6
linfocitos Th2 que son anti-inflamatorios. Esta es la base del presente trabajo, donde se
determina el perfil inmunoldgico de ratas con LME que previamente fueron enucleadas.
La enucleacion es el modo en el cual nosotros iniciamos una exposicion temprana a
auto-antigenos del SNC por medio de la degeneracion del nervio optico con la idea de
generar una poblacién de linfocitos que respondan ante una segunda lesion que
también expone antigenos propios. Nuestros resultados muestran que la enucleacion al
nacimiento modifica la expresion de citocinas 7 dias después de una contusion en
médula espinal (ME) promoviendo un perfil inmunoldégico pro-inflamatorio en
comparacién con animales que no fueron enucleados; sumado a esto, se realizé una
tincion Kluver Barrera para determinar el tipo de células predominantes en el sitio de
lesion lo cual también esta asociado a la expresion de citocinas y la degeneracion del
tejido nervioso, obteniendo como resultado una acumulacién mayor de macréfagos en
el tejido de ratas enucleadas que sin enuclear, sin embargo no se presenta una mejoria
en la actividad motriz de ratas lesionadas lo que significa que la enucleacién si modifica
el perfil inmunoldgico mas no interfiere en la recuperacion funcional del tejido nervioso

después de la LME.



Introduccién

En la LME se origina un proceso de destruccion del tejido a causa de una lesion
primaria. Este proceso es conocido como dafio secundario, que histopatolégicamente
es caracterizado por muerte neuronal, infiltracion de células que causan inflamacion
como linfocitos T/macrofagos y desmielinizacion en el sitio de lesion, estos procesos
participan de manera importante en inhibir la regeneracion neuronal y la conductividad

nerviosa del tejido™®.

Estos linfocitos T que se infiltran al sitio de lesion son reactivos a proteinas derivadas
de la ruptura de la vaina de mielina como la proteina basica de mielina (PBM) y se
encuentran en todos los humanos'. Normalmente estas células se mantienen en un
estado no patogénico o inactivo por mecanismos de tolerancia periférica mientras que
en enfermedades como la Esclerosis Multiple la activacion de estas células causa
reacciones autoinmunes que exacerban el dafio. De igual modo, en una lesién cerebral
o de médula espinal también se activan linfocitos T auto-reactivos a proteinas del SNC
que son capaces de causar inflamacion descontrolada y llevar a una neuropatologia

cronica®®’

, por ello el equipo de Schwartz propuso una hipétesis, sugiriendo que la
activacion de este tipo de linfocitos T reactivos a PBM es una respuesta fisiologica a
una enfermedad o lesién en el SNC. Esta respuesta es requerida para la proteccion y
reparacion de la lesiéon cuando se mantiene bajo control, sin embargo como la
frecuencia de estos linfocitos activados es baja para observar una neuroproteccién con
significado bioldgico® se requiere una modulacion que se puede obtener mediante una

inmunizacion.

Usando modelos experimentales y clinicos de la contusion en médula espinal se ha
mostrado que si los linfocitos T auto-reactivos que se activan después de la lesién son
aislados de una rata en los primeros 7 dias después de la contusion e inyectados en
ratas sin ningun tipo de lesion, estas células causan paralisis media y transitoria asi
como neuroinﬂamaciéng, ademas de este deterioro funcional existe un incremento en la
expresion del ARNm de citocinas pro-inflamatorias en el tejido medular, por lo que se
disefiaron modelos en donde una lesion en SNC permitiria una exposicion previa a

antigenos neurales que puede resultar benéfica ante una segunda lesion en un sitio



diferente del SNC. Asi, surgié el concepto de “Autorreactividad Protectora” que fue
establecida en modelos de ratas Lewis con lesion en nervio 6ptico (LNO) y médula
espinal’, donde la proliferacion de células T reactivas a PBM por una inmunizacion
activa (inyeccion de la PBM) o pasiva (inyeccion de las células T reactivas a PBM)
mejora la recuperacién funcional y reduce la perdida de células neuronales ante una

segunda lesion® en SNC.

Por otra parte, la microglia y los astrocitos representan dos poblaciones celulares intra-
parenquimales que también son altamente reactivas en el SNC. Al responder a
infecciones y estimulos inflamatorios, la microglia, puede madurar en macrofagos que
secretan citocinas anti-inflamatorias o pro-inflamatorias y puede adquirir una funcién de

célula presentadora de antigenos y participar en la re-estimulacion de células T.

En base a esto, nuestro modelo plantea que una lesién en nervio 6ptico actuaria como
una forma de inmunomodulacion que ante una LME posterior daria lugar al inicio de
una respuesta inmune caracterizada por un perfil de citocinas que seria util para limitar
el dafo medular al regular el proceso inflamatorio y dar lugar a una recuperacion
motriz. Asi mismo analizamos la presencia de macréfagos justo en el lugar de la lesion
por estar involucrados en conservar la integridad del tejido nervioso. Determinar este
perfil inmunolégico es esencial para conocer si la inmunomodulacién en forma de
enucleacion al nacimiento proporciona una regulacion benéfica de la respuesta pro-

inflamatoria (Th1) y anti-inflamatoria (Th2) después de una lesién en médula espinal.



Antecedentes
3.1 Médula espinal
Anatomia

La médula espinal conecta al cerebro con el Sistema Nervioso Periférico (SNP). Esta
localizada dentro del canal 6seo vertebral, el cual provee proteccion estructural y se
sostiene por las raices espinales, los ligamentos denticulados y las hebras de la pia
madre. Los segmentos vertebrales se agrupan en cuatro niveles: cervical (8

segmentos), toracico (12 segmentos), lumbar (5 segmentos) y sacral (5 segmentos)”.

La médula espinal y las raices espinales estan cubiertas por tres capas de meninges: la
dura, aracnoides y la pia madre ademas del fluido cerebroespinal que rodea a la
médula en el espacio subaracnoideo. La pia madre es delgada y se puede identificar
como ligamentos denticulados a lo largo de la médula. Los ligamentos denticulados
abarcan el espacio entre la superficie de la médula y la dura madre y su funcién es la

proteccién mecanica de la médulaZ.

El diametro de la médula espinal no es uniforme en toda su extension, en los niveles
cervicales y lumbares es amplia por el incremento de conexiones sensoriales-motoras,
también el tamafio del canal vertebral cambia en diferentes niveles vertebrales,
disminuyendo del nivel cervical-lumbar al toracico y a pesar de no estar segmentada la

distribucion de la raiz espinal origina una segregacion funcional?.
Materia gris y blanca

La médula espinal esta dividida en dos regiones: la materia gris, al centro, tiene una
forma reminiscente de alas de mariposa y la materia blanca rodea a la primera. La
cantidad de cada una varia en diferentes niveles de la médula espinal. La materia gris
contiene cuerpos celulares y terminales aferentes de la periferia y se divide en
regiones: el asta dorsal, asociada con la percepcion sensorial y el asta ventral,
asociada a las funciones motrices. En el nivel toracico y sacral, estas dos regiones se
separan por una zona intermedia que contiene los cuerpos celulares de las fibras pre-

ganglionares simpaticas y parasimpaticas’.



La cantidad de materia blanca decrece a lo largo de la médula en sentido rostro-caudal,
en esta se encuentran esencialmente todos los axones que van al resto del cuerpo, los

cuales al estar rodeados de mielina, proporcionan a la médula el color blanquecino?.
3.2 Sistema Inmune

El sistema inmune (Sl) proporciona dos tipos de defensa: aquella que no es especifica
a un antigeno en particular conocida como inmunidad innata y la inmunidad adaptativa

que muestra especificidad relacionada al reconocimiento antigénico y su respuesta.
Inmunidad innata

La inmunidad innata brinda al huésped la primera linea de defensa contra productos
microbianos. Sus mecanismos ya existen antes de producirse la exposicion
correspondiente, sus componentes son: barreras epiteliales, leucocitos (neutrdfilos,
macrofagos y linfocitos asesinos naturales “NK”, entre otras células), proteinas
efectoras circulantes (del complemento y colectinas) y citocinas. En general, los
macrofagos y neutréfilos cuentan con funciones que incluyen la destruccion de
patégenos y la fagocitosis de desechos celulares. Aparte de los productos microbianos,
la inmunidad innata también puede reconocer células agredidas o lesionadas, ya que

expresan moléculas que no aparecen en células sanas®.

Las moléculas producidas durante las respuestas de la inmunidad innata estimulan la
inmunidad adaptativa e influyen sobre la naturaleza de su respuesta. Los macréfagos
activados por los antigenos, sintetizan co-estimuladores que favorecen la activacion de
los linfocitos T mientras que los fragmentos del complemento, generados por una via
alternativa, aportan una segunda sefal para la activacién de los linfocitos B y la

produccion de anticuerpos.
Inmunidad adaptativa

La inmunidad adaptativa presenta especificidad, diversidad, memoria, reconocimiento a
antigenos extrafos y propios e involucra la regulacion de citocinas y quimiocinas con el
subsecuente reclutamiento de linfocitos. La inmunidad adaptativa se clasifica en

respuesta celular (RC) y humoral (RH); la RH es una linea de defensa mediada por



linfocitos B los cuales liberan anticuerpos. La RC es mediada por linfocitos T ya sean
CD8", citotoxicos 6 CD4". Las células T CD4+ son clasificadas en subgrupos, segun las
citocinas que secretan al activarse: Th1, Th2, Th3, Th17, foliculares (Tfh) y reguladoras
(Treg)®. Las células Th1 y Th2 fueron primeramente clonadas e identificadas en el ratén

por Mosmann y Coffman y después en humanos por el laboratorio de Romagnani®.

La respuesta inmune ante un antigeno normalmente involucra ambos componentes,
alcanzando primero el pico de expresion la RC y después la RH**. Los componentes

celulares y humorales de la respuesta inmune son regulados por citocinas.
Citocinas

Las citocinas son proteinas con accién pleiotropica que regulan diversas funciones
celulares (proliferacion, supervivencia, maduracién, quimiotaxis) y son importantes para
el desarrollo y funcionamiento del sistema inmune (respuesta inmune innata, adaptativa
e inflamacion). Son producidas principalmente por células hematopoyéticas, linfocitos-
monocitos, macréfagos y por células somaticas®, incluyendo células del SNC como
neuronas y glia, sin embargo la sintesis en este sitio tanto de citocinas como de sus

receptores es en niveles bajos®.

Las citocinas se encuentran clasificadas como factores de crecimiento, interferones
(IFN), quimiocinas, factor de necrosis tumoral (del inglés tumor necrosis factor, TNF) e
interleucinas (IL). En la inmunidad innata, las principales fuentes de citocinas son los
macrofagos, los neutrdfilos y los linfocitos NK aunque también son producidas por
células endoteliales y por algunas células epiteliales; las citocinas de la inmunidad
innata como el IFN-a 6 el IFN-B pueden controlar infecciones viricas, otras intervienen
en la inflamacion como el TNF, varias quimiocinas e IL-1 también estimulan la
activacion/proliferacion de linfocitos NK como la IL-15 e IL-2 y el IFN-y aumenta la
actividad de los macrofagos mientras que la IL-10 la restringen ademas se conoce que
la IL-6 puede afectar directamente las funciones electrofisiologicas de las neuronas y la

glia al reducir la excitabilidad neuronal inactivando la corriente de Na*”.

En la inmunidad adaptativa las citocinas producidas por células Th1 como IL-2, IFN-y,

IL-12 e IL-15 promueven el desarrollo de una RC mientras que células Th2 incrementan



predominantemente una RH, al producir citocinas que aumentan la sintesis de
anticuerpos, como IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IL-13. Las citocinas IL-12 e IFN-y no solo
aumentan una RC sino también suprimen la produccion de IL-4 e IL-10 que a su vez
regulan positivamente la RH, esto es que la respuesta Th1 y Th2 se regulan

negativamente entre ellas como se muestra en la figura 1%,

Ratones recién nacidos y humanos menores de 12 meses de edad sanos, presentan
disminuida la RC pero poseen una predominante RH y probablemente tienen un estado
dominante Th2, sin embargo, en etapas posteriores el estado Th1 comienza a ser
dominante y persiste hasta una etapa media o tardia de la vida en ratones y humanos,
donde puede surgir de nuevo un perfil de citocinas tipo Th2. Este cambio en el perfil de
citocinas del tipo 1 al tipo 2 se observa claramente en ratones durante su segundo afio

de vida®.

En individuos que presentan lesion en el SNC las citocinas aumentan su expresion ya
que participan en la respuesta inflamatoria al regular la entrada de las células del
sistema inmune al SNC, direccionar las funciones de las células inmunes dentro del
tejido asi como mediar su efecto directo durante el proceso de la respuesta inmune. Es
decir, las citocinas estan directamente involucradas en el proceso que se establece
después de una lesién en el SNC ya que inducen el aumento del dafno o favorecen la

recuperacion al regular el proceso de inflamacién y con ello la viabilidad del tejido®.



Fig. 1. Esquema que representa la induccion y regulacion de las células Th1y Th2. La
misma célula Th-precursora (ThP) puede diferenciarse en células T-helper (Th)1, Th2 o
ThO dependiendo principalmente del micro-ambiente provisto por las citocinas
generadas exdgenamente o desde las células dendriticas (DC1 o DC2). La IL-12
promueve las células Th1 mientras que la IL-4 genera Th2. Las células ThO se
diferencian bajo condiciones neutrales con IL-2. El IFN-y e IL-4, producidos por Th1 y
Th2, respectivamente, también pueden actuar como factores de crecimiento autocrinos,
asi como factores inhibidores del sub-grupo opuesto. Las células Th1 promueven la
sintesis de IgG2a por las células B a través del IFN-y, mientras que las células Th2
inducen en las células B la produccion de IgE e IgG1 mediante la produccion de IL-4.
Funcionalmente las células Th1 median la destruccion de patdgenos intracelulares y la
autoinmunidad en 6rganos especificos por la activacion de las células blanco mediante
el IFN-y. Las células Th2 son anti-helminticas e incrementan las reacciones alérgicas a

través de la Il-4, IL-5 e IgE. Tomado de Liew?.



3.3 Lesion de médula espinal

Las victimas de una lesién en médula espinal sufren incapacidad a lo largo de la vida
debido a que en el presente no hay ningun tratamiento o terapia aceptado para reparar
la lesién o estimular la poca capacidad regenerativa del tejido medular. Las LME son
causadas por accidentes automovilisticos, deportivos, relacionados al trabajo o al
hogar, asi como enfermedades degenerativas, infecciones, desordenes metabdlicos o
vasculares y tumores. El mayor porcentaje de lesiones en ME se deben a fracturas o
dislocaciones de la columna vertebral que provocan compresion con flexion,

comUnmente a nivel toraxico e hiper-extension a nivel cervical®.

Las consecuencias de una LME dependen de la severidad y el sitio exacto en que
ocurrié la lesién: lesiones a nivel cervical producen cuadraplejia, dafio en la funcion de
organos pélvicos y pérdida de la funcién sensorial en brazos, cuerpo y piernas, en
niveles toracico o lumbar, pueden causar paraplejia y dafio limitado en extremidades

superiores.

Los modelos animales usados en el estudio de la fisiopatologia y la pérdida motriz
relacionadas con LME son variables y reflejan solo una parte de los tipos de lesion que
son observados en casos clinicos'®. Los modelos experimentales mas comunes en
roedores son la contusién y la compresidon que aunque presentan ligeras diferencias en
la cascada de eventos ambos presentan similitudes anatomicas, fisiolégicas y
funcionales con lo observado en casos clinicos®. El modelo de contusién induce
deformacion mecanica instantdnea de la médula espinal al dejar caer un peso con
asistencia computarizada y el modelo de compresién induce una lesion, al usar un clip

que causa aneurisma en varios grados.

Los eventos de una LME se dividen principalmente en dos: dafio primario y dafio

secundario.
Dafio primario

El dafio primario es la destruccidn local del tejido medular por una lesion mecanica

directa, esta fuerza mecanica rompe las membranas neuronales y endoteliales,



originando una zona hemorragica de necrosis que predominantemente se localiza en la
materia gris debido a la consistencia suave de esta region y a su naturaleza altamente
vascular. La contusion afecta por deformacion a las células, esta distorsién produce la
ruptura de la vaina de mielina y con ello la desmielinizacion y el dafio axonal™. La
lesidn primaria causa una onda progresiva de lesion, conocida como dafio secundario,

el cual activa mecanismos patofisiolégicamente nocivos que exacerban la LME.
Dafio secundario

Esta cascada de eventos incluye dafio vascular, isquemia/hipoxia, liberacién de
radicales libres, necrosis, excitotoxicidad, perdida de la regulacion ionica e inflamacion,

lo cual promueve apoptosis glial y neuronal®

asi como “degeneracion Walleriana” que
describe un proceso que comienza con la separacion-fragmentacion de las fibras de
mielina seguido de la acumulacion y fagocitosis de los restos celulares del tracto axonal

tanto ascendente como descendente a la lesion primaria.

La degeneracion Walleriana ha sido estudiada en felinos usando un modelo de
enucleacion debido a que la mielina mantiene una estructura y composicién quimica
intacta después de la enucleacién. La pérdida axonal y desmielinizacién del nervio
Optico en gatos es un proceso lento por que la arteria retinal esta fuera del nervio
Optico, asi la lesidn no causa la invasion de macréfagos en circulacion que aceleran la
fagocitosis. Esta degeneracion también afecta a los oligodendrocitos que dependen de
los axones a los que estan asociados, aunque se ha mostrado que estas células
continuan teniendo un contacto celular con la vaina de mielina hasta 60 dias después
de la enucleaciéon que es cuando inician con la remocion de su propia mielina, la

separacion del axon (autofagia) y retraccion de su propia membrana celular'”.

En la LME el dafio secundario también moviliza células a la lesion primaria como los
neutrofilos en circulacion que liberan sustancias neurotéxicas, la microglia y los
astrocitos que al iniciar la respuesta inflamatoria liberan citocinas pro-inflamatorias y
quimiocinas que reclutan a otras células del Sl. Al iniciarse esta gliosis reactiva se
eliminan desechos celulares y se limita el sitio del dafio primario para prevenir que la

lesién secundaria se extienda, formando asi una “cicatriz glial” cuyos primeros



componentes son desechos de mielina y oligodendrocitos que sobrevivieron a la lesion
primaria. Estos componentes son seguidos por la activacion y migracion de
microglia/macréfagos, asi como por liberacion de moléculas asociadas a mielina, entre
ellas: glicoproteinas asociadas a mielina (MAG), Nogo-A, glicoproteina mielina-
oligodendrocitos (OMgp), los proteoglicanos de condroitin-sulfato (CSPGs) y la proteina
basica de mielina (PBM) que es un componente de la mielina altamente inmunogénico
y encefalotigénico en su capacidad para activar la respuesta de las células T y asi

inducir inflamacion en el SNC'.

En la ultima etapa de formacion la cicatriz existe una invasion y proliferacion de
astrocitos, los cuales restablecen el microambiente regulando la concentracion iénica y
la secrecién de factores troficos y citocinas'®. Esta deposicién masiva de moléculas y
células junto con la estructura rigida de una cicatriz, forman una barrera mecanica y

molecular que impide el re-crecimiento axonal y neuronal 2.

La incapacidad de los axones dafiados de regenerarse y reconectar con sus blancos
contribuye al déficit sensorial y motriz que se observa en casos clinicos y

experimentales de LME.
3.4 Respuestainmune y LME

El SNC y el Sl interaccionan durante el desarrollo pero en el SNC maduro su
interaccion se restringe principalmente a casos de infeccion, lesién traumatica® o bien
las células T tienden a migrar a areas del SNC bajo cambios degenerativos® aunque
células T especificas a antigenos que no son expresados en el SNC se han encontrado
en este tejido, indicando que el reconocimiento antigénico no es esencial para que las
células T entren al SNC. Ademas, se ha observado que los linfocitos activados CD4",
cruzan la barrera hematoencefalica intacta, es decir, en ausencia de alguna lesion,
reteniendo la capacidad de iniciar una respuesta inmune local o regresar a los 6rganos

linfoides secundarios?’.

Hay evidencia de que los linfocitos T presentes en bajas cantidades en una LME,
progresivamente aumentan su acumulacion en el sitio de la lesidn, coincidiendo con la

activacion de la microglia y la migraciéon de macrofagos periféricos al sitio afectado



durante la primera semana después de la lesién?. Esta evidencia apoya la idea de que
la ruptura de la vaina de mielina, y los axones lesionados permiten la exposicion de las
proteinas derivadas de mielina' las cuales acttian como antigenos para las células T.
Estos antigenos son presentados por la microglia residente o los macréfagos
infiltrados, lo cual permite el aumento en la produccion de citocinas ya sea del tipo pro-
inflamatorio o anti-inflamatorio. La mayoria de las células CD4" ejercen su funcién
como células Th, de estas ultimas, en la LME, una gran parte son activadas por
macrofagos, mientras que aquellas que no reciben estimulacion por el antigeno unido
al CPH (del inglés Major Histocompatibility Complex, MHC Il) o por las moléculas co-

estimuladoras caen en anergia®’.

Esta asociacién de células T que responden a antigenos propios durante la LME, se
basa en estudios que reportan un incremento en el numero de células T reactivas a
PBM justo en el lugar de lesion en ratas Lewis con lesidn unilateral de nervio 6ptico,
ademas se observo que al administrarse sistematicamente células T especificas a su
propia PBM o especificas a un antigeno no propio (ovalbumina, OVA), solo las
|26 (

primeras se acumulan en el lado lesionado pero no en el lado control” (Figura 2).



Fig. 2. Secuencia de eventos de la respuesta de las células T autoinmunes después de
una lesion en SNC. La respuesta inmune local induce un incremento en el numero de
células B, células T y macréfagos en el nervio éptico lesionado. Este incremento es
mayor cuando se administran células T especificas a PBM (T-PBM) que al administrar
células T especificas a otro antigeno (T-OVA). Los efectos neuroprotectivos de las
células T son mediados, al menos en parte, por la secrecion masiva de neurotrofinas y

citocinas en el nervio tratado con PBM; Tomado de Barouch*'.

Por otra parte se plantea que esta respuesta direccionada contra proteinas de la propia
mielina evoca autoinmunidad la cual puede ser no benéfica, por ejemplo, en ratas
Lewis con altos niveles de células T reactivas a PBM?' y en ratones transgénicos con
un receptor de células T especifico para mielina (PBM TCR-especificos) no se
observan resultados positivos en cuanto a la funcion motriz después de una LME en

comparaciéon con ratones normales®, por lo que se cree que las células T auto-



reactivas pueden aumentar el dafio axonal y la desmielinizacion. Sin embargo, ésta
repuesta autoinmune parece ser benéfica, en trabajos donde las células T reactivas a
PBM son inyectadas sistémicamente en ratas con lesion en nervio optico 6 contusion
en médula espinal donde se observa que estas células confieren neuroproteccion
directamente al liberar neurotrofinas e indirectamente al modular la funcion de
macrofagos y microglia, a pesar de que los animales desarrollan transitoriamente
encefalomielitis autoinmune experimental (EAE)®, una enfermedad inflamatoria
desmielinizante mediada por células T CD4", que sirve de modelo para la esclerosis
multiple ya que permite conocer los mecanismos regulatorios de la respuesta
autoinmune en el SNC. En este sentido, trabajos que realizan la transferencia de
células T activadas contra PBM, de ratas con LME a ratas sin lesién muestran que solo
las que son obtenidas 7 dias después de la lesién causan deficiencias neuroldgicas y
cambios histopatoldgicos similares a EAE o que sugiere que el repertorio de las células
T encefalotigénicas (inductoras de la enfermedad), activadas por la lesién, estan bajo
estricta regulacién ' Para mostrar que es posible obtener neuroproteccién sin inducir
EAE numerosos estudios en ratas con LNO, han evocado intencionalmente una
respuesta autoinmune, usando inmunizacion activa o protocolos de vacunacion donde
auto-antigenos de mielina con adyuvantes son inyectados en ratas o ratones
susceptibles a esta enfermedad, encontrando que sin inducir EAE hay una

supervivencia de células retino-ganglionales %.

El hecho de que las células T enddégenas autoinmunes, en ciertas condiciones no
funcionen 6ptimamente protegiendo a las neuronas del SNC o induciendo regeneracion
axonal después de una lesién, puede reflejar la variabilidad de la respuesta inmune y
del desarrollo de la lesién en cuanto a la formacion de la cicatriz glial que no ocurre de

forma similar en ratones que en ratas'?

El grupo de Michael Schwartz en base a sus estudios en ratas con LNO ha propuesto
el concepto de “autorreactividad protectora”, donde la lesion actuaria como una sefal
de estrés que inicia una respuesta autoinmune benéfica debido a que las células T
direccionadas contra proteinas del propio SNC actuan de un modo esencialmente no

destructivo a nivel histolégico”, sumado a esto se observaron efectos benéficos en el



modelo donde se realiza una contusion en ME previamente a una LNO teniendo como
resultado que la LME evoca una respuesta neuroprotectiva que se determina por la
supervivencia de neuronas en el NO cuando el lapso de tiempo entre las dos cirugias

es de 7 a 17 dias™®.

Esta respuesta espontanea, aunque benéfica es dificiimente regulada por que involucra
elementos de la estructura del tejido y del microambiente inflamatorio que se establece

en la fase aguda y crénica en una LME.
3.5 Respuesta inflamatoria

Después de una lesion en médula espinal las células residentes del SNC (microglia,
neironas, astrocitos y células endoteliales) y las células del sistema inmune que se
infiltran (linfocitos T y macrofagos) a este sitio interactuan por medio de contacto celular
y factores solubles, o que da lugar a la respuesta inflamatoria dentro del SNC que es

esencial para limitar dafio al tejido y propiciar un ambiente de reparacion.

Las células endoteliales de la barrera hematoencefalica secretan citocinas y expresan
moléculas de adhesion que facilitan la entrada de linfocitos al sitio de lesion. Para la
activacion de estos linfocitos CD4" se necesita el reconocimiento de los antigenos, que
se da al menos por dos senales distintas proporcionadas por las células presentadoras
de antigenos, una es provista por la union del receptor de la célula T al complejo
formado por el péptido (antigeno) y la proteina del complejo principal de
histocompatibilidad tipo Il (tomado del inglés major histocompatibility complex, MHC II)
mientras que la segunda sefal es provista por proteinas co-estimuladoras que son
reconocidas por los receptores complementarios que estan en la superficie de la célula
T,

En respuesta a los estimulos inflamatorios la microglia y los astrocitos son dos
poblaciones celulares altamente reactivas, que regulan varias moléculas implicadas en
este proceso. La microglia activada en el SNC normal esta presente en bajas
cantidades pero el IFN-y secretado por las células Th1 y NK es crucial para que esta
poblacion madure en macréfagos que funcionan como células presentadoras de

antigenos al expresar la proteina CPH Il y moléculas co-estimuladoras pero también en



el curso de lesiones en el SNC presentan actividad fagocitica, endocitica y secretan
mediadores anti-inflamatorios (IL-10, TGF-B, prostaglandina E;) y pro-inflamatorios (IL-
1, TNF-a). En casos clinicos la presencia de macréfagos es predominante en el sitio
lesionado durante la fase aguda de una LME' mientras que en ratas contusionadas

estas células no decrecen hasta 7 dias después de la lesion®.

En la LME la remocién de la mielina y los desechos neuronales del area lesionada se
lleva a cabo por la actividad fagocitica de los macréfagos lo que es importante para el
inicio de la respuesta autoinmune dentro del SNC ya que estas células presentan el
antigeno a las células T. Esta respuesta puede interferir con la funcion de los circuitos
neuronales que sobrevivieron a la lesién primaria, impedir la re-mielinizacién o inhibir la
regeneracién axonal ademas, algunos estudios han mostrado una mejoria en la
actividad motriz y una significante conservacion de los axones mielinizados al atenuar
la actividad de los macréfagos en modelos de LME por isquemia®. Sin embargo los
macrofagos también tiene funciones relacionadas con la reparacion del tejido y la
regeneraciéon neuronal al potenciar la liberacion de mediadores como el factor
neurotréfico ciliar (CNTF), el factor de crecimiento parecido a insulina (IGF-1), el factor
de crecimiento nervioso (NGF) y el factor de crecimiento derivado del cerebro
(BDNF)®.

Asi, los macrofagos dentro del SNC lesionado tienen una funcidon esencial en la
remocion de los desechos celulares, en la comunicacién celular via citocinas y de esta

forma también regula el desarrollo de las respuestas Th1y Th2.
3.6 Respuesta Thly Th2

El balance sistémico de Th1/Th2 es dependiente de la edad y del fondo genético de los
individuos®' mientras que la polarizacion de los linfocitos Th es un complejo proceso
controlado por factores como la naturaleza del antigeno, las células presentadoras de

antigeno y las citocinas producidas durante la respuesta inflamatoria.

Después de una activacion inicial por péptidos inmunogénicos, los linfocitos Th se
diferencian en linajes con distintas funciones efectoras de manera irreversible®. Las

células Th1 establemente expresa INF-y aunque también se caracterizan por producir



IL-2, esta respuesta es conocida como pro-inflamatoria, mientras que Th2 expresa IL-4,
IL-5 e IL-13 que al inhibir la respuesta Th1 es conocida como respuesta anti-
inflamatoria; las células Th17 producen IL-17 e IL-6 y la poblacion Treg secretan altos
niveles de IL-10 y TGF-B. Las citocinas citocinas que se muestran en la Tabla 1 no son
unicamente secretadas por los subtipos de células Th1 y Th2, por ejemplo, el INF-y
también es expresado por células NK y macrofagos mientras que IL-4, IL-5 e IL-13

también son expresados por mastocitos?’.

Propiedad Sub- Sub-
poblacion Thl poblacion Th2
Citocinas
sintetizadas
IL-4 — +4++
IL-5 - +4++
IL-13 — +++
IL-3 ++ ++
GM-CSF + + + +
IL-10 -/ + ++
IFN-y +++ —
IL-2 ++ —
IL-12 ++ —
Activacién de Activacién Activacién
macréfagos Clasica alterna

Tabla 1. Propiedades de las sub-poblaciones Th1 y Th2 de linfocitos CD4". Los
linfocitos CD4’virgeanes pueden diferenciarse en sub-poblaciones distintas en
respuesta a un antigeno, co-estimuladores y citocinas. La tabla enumera diferencias

entre la sub-poblacién Th1 y Th2. Tomado de Abbas®.

Pocos estudios han caracterizado los subtipos de células T y el perfil de citocinas que
muestran efectos benéficos en el contexto de lesidon en SNC, estas son algunas de las

conclusiones que han planteado:



- Las célulasTh2 promueven mejor la supervivencia neuronal que las células Th1 in

vitro®°.

- La lesién en SNC induce una inmunosupresion sistémica caracterizada por un cambio
hacia Th2 que mejora la respuesta inmune celular'’. Se especula que la regulacion
negativa de la repuesta Th1 y el cambio a una respuesta Th2 después de la LME es
una reaccion fisiolégica de curacion aunque el precio del cambio sistémico es
incrementar la susceptibilidad a alguna infeccion®. En cuanto a las células Th2
especificas a PBM se ha observado que son mas efectivas migrando a través de una

barrera hematoencefalica artificial que células Th1 también especificas para PBM*°.

- En modelos de vacunacion donde se usan adyuvantes como el acetato glatiramero
que induce una respuesta Th2 para tratar lesiones en SNC, se previene el desarrollo de

EAE' " incluso se promueve neuroprotecion y/o regeneracion axonal?®

. En estrategias
de inmunizacion la seleccion del adyuvante influye en la predominancia del estatus Th1
o Th2, por una parte el adyuvante completo de Freud (CFA) promueve un estatus Th1
mientras que el adyuvante incompleto de Freud (IFA) promueve un estatus Th2. Sin
embargo el grupo de Moalem sefala que independientemente del adyuvante usado, la
sola inmunizacién tiene un claro efecto benéfico que se ha observado por un grado de
supervivencia neuronal ligeramente mas alto que en el grupo de IFA/Th2 después de

una lesién en nervio éptico?”.

- Las células Th1 mejoran la recuperacién funcional después de LME y la supervivencia
de células retino ganglionares después de una LNO en ratas adultas sin producir
EAE®,

- In vivo, el grupo de Schwartz muestra que las inyecciones de células Th1

autoinmunes dan lugar a la neuroproteccién comparadas con inyecciones de PBS?.

Ademas de la caracterizacion de los subtipos de células T activadas en el sitio de
lesién también es fundamental determinar el tipo de citocinas pro o anti-inflamatorias
que son liberadas ya que ambos tipos influyen en las funciones del SNC después de la
lesidn. Existen estudios de Yoles enfocados en las citocinas anti-inflamatorias por que

resultan benéficas en restringir la expansion del dafo en el primer momento después



de la lesion ademas de que analisis del ARNm extraido de linfocitos aislados una
semana después de LME en ratas, evidencidé que existe expresion de IL-10 y no de
IFN-vy, lo que lleva a suponer que las células Th acumuladas en el sitio de lesion son
Th2 y que probablemente estan contribuyendo a la proteccion observada, pero este
fenotipo en las etapas avanzadas de una LME esta en investigacion™ ya que el
incremento en la concentracion de IL-10 si inhibe la respuesta pro-inflamatoria pero
también la capacidad de presentar antigenos por parte de los macrofagos dafiando su
habilidad para iniciar una respuesta inmune'’. Sumado a esto, las citocinas
caracteristicas de Th2 como la IL-4 que tiene una fuerte expresiéon en procesos
neurodegenerativos e IL-5, un potente activador de edsinofilos, tienen un papel
importante en la proliferacion de células B las cuales persisten cerca del sitio de lesion

hasta por una semana después del dafio*.

Al contrario, ciertos grupos que apoyan la respuesta Th1 como benéfica, creen que la
secrecion de IFN-y por las células T infiltradas al sitio de lesion es la senal inicial para
la respuesta inmune e inflamatoria dentro del SNC y al ser secretado por células
diferenciadas Th1 contribuye a la recuperacién de una lesion axonal debido a sus
efectos inmunoregulatorios®, incluso se sugiere que las células Th1 no modifican la
respuesta para autoantigenos o antigenos no propios promoviendo la proteccién

neural®

. Adicional a esto la citocina IL-2 in vitro induce la proliferacion/diferenciacion de
oligodendrocitos y el IFN-y es necesario para preservar la funcion astroglial que se

encuentra comprometida bajo las condiciones de estrés asociadas a la lesion?®.

Otro estudio in vitro considera que ambas respuestas son esenciales y benéficas ya
que al comparar los efectos de células progenitoras neurales (CPN) expuestas a bajos
niveles de citocinas caracteristicas de Th1 (IFN-y) y Th2 (IL-4) se encontraron efectos
distintos en la diferenciacién: las CPN activadas con IL-4 muestran un sesgo hacia
oligodendrogenesis mientras que las activadas con IFN-y muestran una tendencia
hacia neurogénesis®’. Estos resultados conducen a pensar que la neurogénesis y
oligodendrogenesis pueden ser inducidas cuando existen niveles controlados de
citocinas en tiempo y cantidad ademas este hecho puede contribuir a la recuperacion

de lesiones agudas o desordenes degenerativos cronicos en el SNC que se



caracterizan por la falta de estos dos procesos asociados con la inflamacion local y

citotoxicidad mediada por TNF-a y oxido nitrico.

Un trabajo enfocado a la mielinizacion del tejido, también sugiere que las células Th1
son las primeras en invadir el tejido ayudando a la neurogénesis mientras que las

células Th2 aseguran la mielinizacién de las neuronas recién formadas?.
3.7 Regeneraciéon y neuroproteccion del SNC

Después de una LME, el tratamiento clinico es remover quirdrgicamente los fragmentos
de hueso y ligamentos dafiados para evitar la continua compresion del tejido mientras
se administran altas dosis de esteroides como metilprednisolona y dexametasona ya
que son efectivas en preservar la funcion motriz si la administracion inicia en las

primeras 8 horas después de la lesién y contintia por 48 horas?.

Los métodos moleculares intentan neutralizar los mediadores de toxicidad, competir
con receptores de citocinas, incrementar la resistencia de las neuronas al ambiente
téxico, inhibir vias de sefalizacién'® asi como bloquear inhibidores del crecimiento
asociados a mielina usando anticuerpos especificos', por ejemplo, el uso de anti-Nogo
para promover la regeneracion axonal y funcional en roedores y primates ha llevado a
ensayos clinicos de primera fase en pacientes con LME'®. Varias estrategias para
reemplazar el ambiente no permisivo del crecimiento axonal usan injertos de nervios
periféricos que contienen células de Schwann o trasplantes que contienen células

madre que ayudan a remodelar el circuito local™

mientras que otros estudios realizan
inmunizacion con homogenados de médula espinal'> para generar anticuerpos
polireactivos que bloquean las propiedades inhibitorias asociadas a mielina o
inyecciones de células T reactivas a esta proteina del SNC sin producir una respuesta
inflamatoria perjudicial, disminuyendo la degeneracion neuronal-axonal y permitiendo la

regeneracion a larga distancia de las fibras del tracto cortico-espinal en ratones™.

Entre las alternativas para regular la respuesta inmune dentro del SNC estan: inhibir la
expresion de CPH en células presentadoras de antigenos por la influencia de
prostaglandinas e IL-10, la apoptosis de linfocitos activados por vias de senalizacion

(sistema Fas), factores que bloquean receptores de citocinas o la inyeccion de



macrofagos activados con la intencidén de lograr una rapida eliminacion de los desechos
de mielina permitiendo la regeneracién axonal. Ademas de los macrofagos la inyeccion
de células Th2 activadas promueven la expresion de neurotrofinas como el factor
neurotréfico derivado del cerebro (tomado del inglés brain-derived neurotrophic factor,
BDNF) y la neurotrofina-3 (NT-3) que son importantes factores regenerativos y de

supervivencia para las neuronas®'.

Estos estudios llevan a pensar que en el contexto de una lesion en médula espinal
algunos linfocitos T activados asi como las citocinas que liberan pueden ser altamente
dafinas mientras otras promueven la recuperacion neuronal en particular en modelos

de ratas donde se utiliza una previa presentacion de antigenos derivados del SNC°'.



Justificacién

Después de una lesion la interaccidon entre las células del SNC, los macréfagos y las
células T es diferente de cuando ocurre la lesion en el SNP: la condicion inmuno-
privilegiada mantiene al SNC bajo una respuesta inmune restringida. Esta condicion es
una desventaja para proteger y repara los nervios lesionados sin embargo la respuesta
inmune adaptativa da lugar a la acumulacion en el lugar lesionado de células T
autoinmunes, que reconocen a los propios componentes del SNC, reducen la
expansion del dano en el tejido y brindan neuroproteccion al diferenciarse en células T
“helper” (Th) efectoras capaces de secretar citocinas que limitan la inflamacion y el
dafo tisular. La naturaleza de esta “autorreactividad protectora® concierne
principalmente a los mediadores expresados por estas células Th después de la lesion

cuyo fenotipo aun no ha sido identificado.

Debido a que la enucleacion neonatal permite una exposicion temprana a antigenos
neurales al liberar proteinas asociadas a mielina, por la degeneracién del nervio 6ptico,
potencialmente esta lesidén generaria células T autoinmunes de memoria especificas a
antigenos del SNC. Nuestra teoria plantea que este tipo de inmuno-modulacién
favoreceria la generacion de un fenotipo apropiado de células efectoras ante una
segunda lesién en otro sitio del SNC, como lo muestran estudios donde los macrofagos
y en particular las células T “helper” si son capaces de reducir los dafios citolégicos y
de motricidad causados en ratas después de una lesion en nervio 6ptico y médula

espinal cuando se realizan inmunizaciones activas o lesiones previas.

En nuestro modelo examinamos cual es el perfil inmunolégico que desarrollan ratas
enucleadas al nacimiento cuando fueron contusionadas en la médula espinal durante la
etapa adulta, ademas si la enucleacién favorece el desarrollo de un perfil pro-
inflamatorio o anti-inflamatorio y si la secrecién de citocinas caracteristicas del fenotipo
Th1 o Th2 inducen neuroproteccion, observada como recuperaciéon en la motricidad.
Estos resultados nos permitiran identificar el tiempo y el tipo de inmunizacién que nos
acerquen a una nueva estrategia celular que proporcione los beneficios maximos del
sistema inmune con desventajas minimas en lesiones cronicas y agudas de médula

espinal en adultos.



Pregunta

Sabiendo que las células T “helper” autorreactivas promueven un efecto
neuroprotectivo después de una lesibn en SNC, debido a las citocinas que se
encuentran en el microambiente de lesién, nos preguntamos si ¢la enucleacion
modifica el perfil inmunoldgico de ratas sometidas a lesidbn en médula espinal y si esto

conduce a una recuperacion motriz?

Hipoétesis

La lesion neonatal en nervio éptico libera antigenos neurales que instruiran al sistema
inmune a desarrollar un perfil inmunolégico que favorezca la conservacion tisular y la

recuperacion motriz en ratas adultas sometidas a una lesion en médula espinal.

Objetivos generales

1. Determinar el perfil inmunoldgico de ratas adultas con lesidén en médula
espinal que fueron enucleadas al nacimiento.

2. Evaluar el efecto de la enucleacion neonatal sobre la actividad motriz de
ratas adultas sujetas a una lesidn en médula espinal.

3. Evaluar la presencia de linfocitos y macréfagos justo en el lugar de la lesién,
en ratas adultas después de una contusion en médula espinal que fueron

enucleadas al nacimiento.



Objetivos particulares

1. Detectar en el lugar de la lesién la presencia de citocinas pro-inflamatorias y
anti-inflamatorias caracteristicas de la respuesta Th1 y Th2 en ratas
enucleadas y no enucleadas al nacimiento que en la etapa adulta han sido
sometidas a una seccion completa en médula espinal.

2. Detectar en el lugar de la lesién la presencia de citocinas pro-inflamatorias y
anti-inflamatorias caracteristicas de la respuesta Th1 y Th2 en ratas
enucleadas y no enucleadas al nacimiento que en la etapa adulta han sido
sometidas a una contusion moderada en médula espinal.

3. Evaluar mediante la prueba de motricidad Basso-Beattie-Bresnahan la
recuperacion motriz de ratas enucleadas y no enucleadas al nacimiento a 7
dias después de la seccion completa en médula espinal en etapa adulta.

4. Evaluar mediante la prueba de motricidad Basso-Beattie-Bresnahan la
recuperacion motriz de ratas enucleadas y no enucleadas al nacimientoa 7 y
60 dias después de la contusion moderada de médula espinal en etapa
adulta.

5. Detectar, mediante la tincidén histolégica de Kluver-Barrera, la presencia de
macrofagos justo en el lugar de la lesidbn en ratas enucleadas y no
enucleadas a 7 dias después de la contusion moderada de médula espinal
en la etapa adulta.

6. Detectar, mediante la tincion histologica de Kluver-Barrera, la presencia de
linfocitos justo en el lugar de la lesion en ratas enucleadas y no enucleadas a
7 dias después de la contusion moderada de médula espinal en la etapa

adulta.



Materiales y Métodos
Animales de experimentacidn

Se utilizaron un total de 37 ratas hembras de la cepa Wistar. De este numero, diecisiete
ratas fueron enucleadas entre las 8-13 horas de nacidas y devueltas a su madre junto
con el resto de las ratas no enucleadas hasta los 21 dias de edad. Las ratas que no

fueron enucleadas sirvieron como grupo control.

Una vez alcanzado el peso de 200-250 gramos las ratas fueron sometidas a la LME, se
mantuvieron por pares en jaulas de acrilico con aserrin estéril y con alimento ad libitum
hasta el dia de sacrificio en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas

(UNAM) en cuartos con ciclos de luz/obscuridad (12 horas) y temperatura controlados.

Después de llegar a la edad de 8-9 semanas las ratas fueron divididas en tres grupos

experimentales:

Grupo 1. Ratas enucleadas (n= 8) y no enucleadas (n= 8) sometidas a seccion

quirurgica completa de la médula espinal y sacrificadas 60 dias después de cirugia.

Grupo 2. Ratas enucleadas (n= 12) y no enucleadas (n= 12) sometidas a contusién

medular moderada y sacrificadas 60 dias después de la cirugia.

Grupo 3. Ratas enucleadas (n= 14) y no enucleadas (n= 14) sometidas a contusién

medular moderada y sacrificadas 7 dias después de la cirugia.

Se utilizaron estos dos modelos de lesidon debido a que la evolucidn de la respuesta
inmune en la seccion completa, esta direccionada a subsanar el tejido neural porque
los axones estan seccionados y no hay conduccién nerviosa, mientras que en la
contusion el dano secundario se extiende hasta afectar en varios grados la funcién

motriz.

Los animales fueron tratados de conformidad con las normas del codigo ético dispuesto
por el Instituto para los animales en experimentacién, del mismo modo todos los

procedimientos se realizaron bajo protocolos de ética.



Enucleacion
Las ratas que fueron sometidas a enucleacién constituyen el grupo experimental.

Todos los animales recién nacidos fueron separados de la madre, se tomo solo a las
hembras, de las cuales a la mitad se les realiz6 enucleacién bilateral, mientras que el

resto de las crias permanecian apartadas de la madre.

Los individuos a enuclear se colocaron en hielo a modo de inducir anestesia, después
se realizo una incision en la linea palpebral para poder introducir la pinza recta y retirar

los globos oculares en su totalidad, no se realizo sutura en los parpados.

Enseguida las crias se colocaron bajo una lampara de luz incandescente a modo de
que recuperaran su temperatura normal, asi como la coloracién de piel y el movimiento
de las extremidades para después ser devueltas con su madre hasta el destete cuando

fueron colocadas 6 por caja hasta el dia de la lesion en médula espinal.

Lesion medular
Seccibén quirdrgica completa

Las ratas fueron anestesiadas con una combinacién de ketamina (80 mg/Kg) y xilazina
(8 mg/Kg) intramuscular. En un ambiente estéril y con instrumentos desinfectados la
médula espinal de las ratas fue expuesta a través de una laminectomia parcial al nivel
de la novena vértebra toracica (T9). Una vez expuesta la médula espinal se secciond
completamente con un corte de navaja de bisturi y deslizé de modo transversal un hilo
de acido poliglicdlico 9-0 a través de ella para verificar que se realizo un corte
completo. Posteriormente se suturaron meninges y musculo con una sutura quirurgica
sintética absorbible (Atramat 9-0) y la piel con una sutura sintética no absorbible
(Atramat 3-0).

Para evitar infecciones los animales recibieron antibiético (Enrofloxacina) en su

bebedero (1mlI/500ml) durante 8 dias, mientras que para disminuir el dolor recibieron



paracetamol (40ul/300g) cada 12 horas por 5 dias. La vejiga fue vaciada manualmente

de dos a tres veces al dia durante un mes hasta que el reflejo de miccion se restaurara.
Contusion

Para llevar a cabo la contusién, las ratas fueron anestesiadas y su médula espinal
expuesta como se describid anteriormente. La lesion medular fue causada utilizando el
Impactador NYU (dispositivo computarizado de la Universidad de New York que sujeta
a la rata por las apdfisis vertebrales para dejar caer un peso de 10 gramos de una barra
de alturas determinadas, el cual reduce la variabilidad de las lesiones) a una altura de

25 mm; condicidén que provoca una contusion moderada.

Después del procedimiento todos los animales fueron suturados, en musculo y piel
como ya se describio, del mismo modo recibieron el medicamento, la atencion para la
evacuacion y fueron cuidadosamente examinadas para detectar y prevenir infecciones

perineales, parasitos y heridas o autofagia en piernas y rodilla.

Evaluacion motriz

La repercusion en el movimiento de las extremidades después de una LME se evalua
usando la escala de actividad motriz Basso Beattie Bresnahan (BBB), la cual considera
el movimiento de cadera, rodilla, tobillo y posicion de las patas traseras asi como la
coordinacion, el balance y el apoyo en los miembros inferiores en el movimiento
espontaneo y asigna un numero de 0 (paralisis completa) a 21 (movilidad normal)**. La
actividad motriz fue evaluada al colocar cada rata durante 5 minutos en un campo

abierto. Las pruebas se realizaron a los 7, 30 y 60 dias después de la LME.

Obtencion y procesamiento del tejido

Una vez cumplidos los 7 y 60 dias después de realizada la lesion, las ratas fueron

anestesiadas con una inyeccion intramuscular de pentobarbital (1ml/250g de peso) y



perfundidas intracardialmente con 200ml de PBS 1X seguido de 200 ml de

paraformaldehido amortiguado al 4%.

La médula espinal fue entonces removida y post-fijada por 24 horas. Al siguiente dia
los tejidos fueron transferidos a una solucion de sacarosa al 30% por 48 horas.
Posteriormente las muestras fueron cortadas en segmentos de 2 cm con el sitio de
lesidn al centro, se incluyeron en compuesto OCT (éptimo para cortar por congelacion
Neg-50 Richard-Allan Scientific) y se congelaron en hielo seco para permanecer

almacenados a -80°C hasta su corte y tincion.

Inmunohistoquimica

La médula espinal fue cortada de manera serial a lo largo de su plano céfalo-caudal (30
Mm). Los cortes se colectaron en portaobjetos gelatinizados, una vez colocados en
camara humeda, los portaobjetos fueron lavados con PBS al 1X dos veces durante 5
minutos a temperatura ambiente y secados con papel para ponerlos a incubar (13
minutos) con H>O; al 3% que detiene la actividad de la peroxidada endogena. Se
aplicaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS al 1X antes de aplicar un suero
de bloqueo (PBS-BSA 0.1%-Tween20 al 0.05%) por 20 minutos. Después de quitar y
secar el suero de bloqueo, los cortes se incuban con el anticuerpo primario
correspondiente (anti-IL2 de Santa Cruz sc-7896, 1:100; anti- IL4 de Santa Cruz sc-
53084, 1:300; anti-IL5 de Santa Cruz sc-7887, 1:50 e IFN-y de Biolegend cat. 507802,
1:100) toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, se utilizo PBS al 1X para lavar los cortes
escurriendo e incubando por 5 minutos en tres ocasiones, se seco el exceso de la
solucion para volver a agregar el buffer de bloqueo durante 10 minutos. Seguido de la
incubacion con el anticuerpo secundario biotinilado (1:1000 anti-ratéon y 1:2000 anti-

conejo) por 1 hora a temperatura ambiente se repitieron los lavados con el PBS 1X.

Para visualizar el anticuerpo unido, los cortes se incubaron con el compuesto AB
(Vectastain kit ABC) por una hora a temperatura ambiente. Después de tres lavados se

agrego el sustrato DAB (Peroxidase Substrade Kit) para revelar la marca del



anticuerpo. Finalmente los portaobjetos fueron secados con papel y montados con

Cytoseal60 de baja viscosidad.

Cuantificacién de la presencia de citocinas

De la serie de cortes inmunoteiidos se tomaron al azar fotografias digitales de tres
diferentes campos en el sitio de lesion. ElI microscopio Optiphot de campo claro se
utilizo para observar el area de interés y la camara digital CoolPix (NIKON) para tomar
las imagenes digitales, las cuales fueron calibradas con los mismos parametros y a la

misma escala (40X).

Utilizando el programa Imaged (NIH) se analizaron las imagenes por densitometria, con
lo cual se cuantifico el porcentaje de area marcada positivamente con los anticuerpos

especificos para las interleucinas de interés.

Una vez obtenidos los datos, la prueba estadistica paramétrica que se utilizo fue una
prueba de t Studient, donde el valor de la probabilidad para mostrar diferencias entre

los grupos comparados se considero con una p< 0.05.

Tincion Kluver-Barrera

La médula espinal fue lavada en diferentes concentraciones de alcohol para eliminar el

buffer en el que permanecié por 24 horas.

Después de ser embebidos los cortes en parafina, se obtuvieron las secciones
longitudinales de 20 um de grosor, estas secciones fueron tratadas con la tincién de

Kluver Barrera.

Para iniciar la tincion el tejido se desparafiniza y se hidrata con alcohol etilico al 95%,
estos cortes se dejan en la solucion de luxol azul a 56°C toda la noche. Al dia siguiente
se retira el exceso de la tincion primero usando alcohol etilico al 95% y después con

agua destilada, seguido de esto los cortes se colocan en la solucion de carbonato de



litio durante 30 segundos. A continuacidn se agrega alcohol etilico al 70% hasta que la
materia gris y la materia blanca se definan claramente verificando al microscopio.
Cuando la diferenciacion este completa el tejido se coloca en agua destilada
continuando con la deshidratacion por medio de dos lavados de 2 minutos cada uno
con alcohol etilico absoluto, para terminar montando los cortes con resina de baja

densidad.

Posterior a este procedimiento, se tomaron tres fotografias digitales en un microscopio
de luz a 32X de modo aleatorio en la médula espinal para evaluar histolégicamente el
area de lesion y la integridad del tejido. Se identifico la mielina de color azul-gris, los
nucleos y productos celulares rosa-violeta y dos tipos celulares de acuerdo a su
morfologia, por una parte los macréfagos presentan un nucleo pequefio con elementos
fagocitados en el citoplasma durante su estado activo y los linfocitos como células

redondeadas con un denso nucleo.

El numero total de macréfagos y linfocitos presentes en el area de lesidn se
cuantificaron por el numero de eventos y al realizar la prueba estadistica t Studen se
considero una p<0.05 para considerar diferencias significativas entre los grupos de

ratas enucleadas y no enucleadas.



Resultados

Evaluacién motriz de ratas con LME

Con el fin de evaluar la actividad motriz de ratas sometidas a LME se realizé la prueba
BBB, en la cual se valora la calidad de la marcha en un campo abierto con una escala
de 21 puntos, donde el 0 representa la ausencia de movimiento y el 21 representa una
marcha normal’®. En nuestros resultados se observé que tanto las ratas sometidas a
seccion completa (Fig. 1A) como las ratas que recibieron una contusion no muestran

diferencia significativa entre la condicion de enucleacion y no enucleacién (Fig. 1B).

La prueba realizada 7, 30 y 60 dias después de seccion completa (Fig. 1A) muestra
valores bajos en la escala BBB (entre 0 y 2), sin embargo, las ratas sometidas a
contusion (Fig. 1B) obtuvieron puntajes mas altos en la escala (valores entre 1.5y 12)
en los mismos dias después de la lesion, observandose movilidad débil de tobillo y
rodilla a partir de los 7 dias después de la lesion. La evaluacion motriz de ratas
sometidas a contusion medular no muestra ninguna diferencia significativa en ninguno
de los tiempos (Fig. 1B), entre la condicidén de enucleaciéon y no enucleacién, sumado a
esto, los valores alcanzados a los 30 dias por ambos grupos, son los mismos que a

los 60 dias (calificacién de 12 puntos) después de la LME.

Los resultados muestran que la enucleacion no incide de manera positiva en la
recuperacion motriz tanto en ratas contusionadas como en ratas que fueron sometidas

a seccion completa en médula espinal.
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Figura 1. Evaluacion de la actividad motriz en ratas enucleadas y no enucleadas con
LME, haciendo uso de la escala Basso-Beattie-Bresnahan (BBB). Cada punto es el
promedio y la desviacion estandar de una n=8 para seccion completa (A) y una n=22
para contusion moderada en médula espinal (B). Mediante la prueba de ANOVA, de
medidas repetidas para dos factores, no se encontraron diferencias significativas entre

ratas con o sin enucleacion (p<0.05).

Expresion de citocinas en médula espinal

Para determinar el perfil inmunoldégico en médula espinal de ratas sometidas a LME, se
analizé cuantitativamente la expresion de citocinas presentes en el tejido lesionado,
mediante inmunohistoquimica con HRP. La cuantificacién fue realizada usando el
programa Imaged, determinando asi el porcentaje de area teiida. El tejido utilizado
para este analisis fue colectado a los 60 dias después de la seccidon completa en la
médula espinal y 7 y 60 dias después de la contusion moderada en dicha area, para
ambos tipos de lesidn se tiene el grupo de ratas enucleadas y no enucleadas que a su

vez se compararon con un grupo control el cual no presenta ningun tipo de cirugia.

Primero se muestran los resultados en cuanto a las citocinas caracteristicas de la
respuesta Th1, IL-2 (Figuras 2 y 3) e IFN-y (Figuras 4 y 5), enseguida la cuantificaciéon
de las citocinas IL-4 (Figuras 6 y 7) e IL-5 (Figuras 8 y 9) que caracterizan la respuesta

anti-inflamatoria Th2.



Interleucina-2 (IL-2)

En el grupo de seccién completa no hay ninguna diferencia entre la condicion de
enucleada, no enucleada y control (Fig. 2a). Sesenta dias después de seccién
completa y contusién, las ratas enucleadas y no enucleadas, no muestran diferencia
entre ellas, en cuanto a la expresion de esta citocina (Fig. 2a, b) pero en la condicién
de 7 dias después de la contusién, las ratas enucleadas muestran un valor
significativamente mayor a la condicion de no enucleadas (7.5% vs 4.9% de area
marcada, Fig. 2c, p=0.00069). Ademas observamos que la expresion de esta citocina
pro-inflamatoria en el tejido de ratas enucleadas y no enucleadas es significativamente

mayor que en las ratas sin lesién, 7 y 60 dias después de la contusion (Fig. 2b, c).

El porcentaje de area marcada positiva para la IL-2 después de la contusion, indica que
la expresion de esta citocina aumenté a los 60 dias en comparacion con la expresion
encontrada a los 7 dias de la lesién, asi el porcentaje de area marcada positivamente
para IL-2 es de 4-7.5 a los 7 dias y de 12.5-15.7 a los 60 dias después de la LME (Fig.
2Db, c).

» Figura 2. Expresion de IL-2 en médula espinal de ratas lesionadas evaluada
mediante inmunohistoquimica con HRP. Los animales fueron perfundidos y la médula
espinal extraida y posfijada, se obtuvieron los cortes de 20um por congelacion. Las
ratas fueron sacrificadas a) 60 dias después de seccion completa (n=8), b) 60 dias
después de contusién (n=12) y c) 7 dias después de contusion (n=14). Las barras
representan el porcentaje promedio de area marcada y la desviacion estandar de tres
experimentos. Mediante la prueba t-Student se evidencio diferencias significativas
*p<0.05 **p< 0.001.
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ENUCLEADA NO ENUCLEADA CONTROL
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Figura 3

Figura 3. Inmunohistoquimica con anti-IL2 de cortes longitudinales de médula espinal.
a) 60 dias después de seccion completa. b) 60 dias después de la contusion medular.

c) 7 dias después de la contusion medular. Fotografias representativas en objetivo 40X

justo en el lugar de la lesion.



Interferon-gama (IFN-y)

La expresion de IFN-y 60 dias después de seccién completa, no presenta diferencias
significativas entre animales enucleados y no enucleados, aunque parece haber una
tendencia a aumentar en el tejido de ratas enucleadas (Fig. 4a). Siete y 60 dias
después de la contusion no se observa ninguna diferencia en la expresion de esta

citocina, entre ratas enucleadas y no enucleadas (Fig. 4b, c).

En todas las condiciones de lesion, se observa un aumento en la expresién de IFN-y en
el tejido de ratas con lesién, enucleadas y no enucleadas, en comparacién con ratas sin
lesion, sin embargo, este aumento solo es significativo 60 dias después de contusién

en médula espinal (Fig. 4b, p=0.001).

» Figura 4. Expresion de IFN-y en médula espinal de ratas lesionadas, evaluada
mediante inmunohistoquimica con HRP. Las ratas fueron sacrificadas a) 60 dias
después de seccion completa (n=8), b) 60 dias después de contusién (n=12) y c) 7 dias
después de contusion (n=14). Las barras representan el porcentaje promedio de area
marcada y la desviacion estandar de tres experimentos. Mediante la prueba t-Student

se evidencio diferencias significativas **p<0.001.
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ENUCLEADA NO ENUCLEADA CONTROL
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Figura 5

Figura 5. Inmunohistoquimica con anti-IFNy de cortes longitudinales de médula espinal.
a) 60 dias después de seccién completa. b) 60 dias después de la contusion medular.

c) 7 dias después de la contusion medular. Fotografias representativas en objetivo 40X

justo en el lugar de lesion.



Interleucina-4 (IL-4)

Los resultados indican que la expresiéon de IL-4 en los animales enucleados es
significativamente mayor que en los no enucleados, 60 dias después de la seccion
completa de médula espinal (Fig. 6a, p=0.0038); contrario a esto, 7 y 60 dias después
de la contusién, no existe diferencia en la expresion de esta citocina, entre animales
enucleados y no enucleados (Fig. 6b, c) sin embargo, 60 dias después de la contusion
la expresion de IL-4 aumenta, en comparacion con el grupo de 7 dias después de esta

lesién, del 2% al 8% de area marcada (Fig. 6b, c).

Los tres grupos de ratas enucleadas y no enucleadas mostraron un aumento en la
expresion de IL-4 en comparacion con ratas que no fueron sometidas a LME de ningun

tipo.

» Figura 6. Expresion de IL-4 en médula espinal de ratas lesionadas, evaluada
mediante inmunohistoquimica con HRP. Las ratas fueron sacrificadas a) 60 dias
después de seccion completa (n=8), b) 60 dias después de contusion (n=12) y ¢) 7 dias
después de contusiéon medular (n=14). Los animales fueron perfundidos y la médula
espinal extraida y posfijada; cortes de 20um por congelacion fueron obtenidos. Las
barras representan el porcentaje promedio de area marcada y la desviacion estandar
de tres experimentos. Mediante la prueba de t-Student se evidencio diferencias
significativas *p<0.05 **p<0.001.
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ENUCLEADA NO ENUCLEADA CONTROL

b)

Figura 7

Figura 7. Inmunohistoquimica con anti-IL-4. Cortes longitudinales de médula espinal. a)
60 dias después de seccion completa. b) 60 dias después de la contusién en medular.

c) 7 dias después de la contusion medular. Fotografias representativas en objetivo 40X

justo en el lugar de lesion.



Interleucina-5 (IL-5)

La expresion de IL-5 no presenta diferencias entre animales enucleados y no
enucleados 60 dias después de la seccion completa y contusion (Fig. 8a, b). Sin
embargo a los 7 dias de la contusion se observa un aumento significativo en la
expresion de esta citocina en ratas no enucleadas, en comparacion con ratas

enucleadas (Fig. 8c, p=0.023).

En los animales sin lesidn medular la expresion de IL-5 es significativamente menor en
comparacioén con los animales lesionados ya sea enucleados o no en los grupos de 60

dias después de seccion completa y contusién (Fig. 8a, b).

En cambio, a los 7 dias después de la contusidon no se observa diferencia en la

expresion de IL-5 entre ratas con LME y aquellas sin lesion (Fig. 8c).

» Figura 8. Expresion de IL-5 en médula espinal de ratas lesionadas evaluada
mediante inmunohistoquimica con HRP. Las ratas fueron sacrificadas a) 60 dias
después de seccion completa (n=8), b) 60 dias después de contusion (n=12) y c) 7 dias
después de contusiéon medular (n=14). Los animales fueron perfundidos y la médula
espinal extraida y posfijada; cortes de 20um por congelacion fueron obtenidos. Las
barras representan el porcentaje promedio de area marcada y la desviacion estandar
de tres experimentos. Mediante la prueba de t-Student se evidencio diferencias
significativas *p< 0.05 **p< 0.001.
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ENUCLEADA NO ENUCLEADA CONTROL
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Figura 9

Figura 9. Inmunohistoquimica anti-IL-5. Cortes longitudinales de médula espinal. a) 60
dias después de secciéon completa. b) 60 dias después de la contusion medular. c) 7

dias después de la contusion medular. Fotografias representativas en objetivo 40X

justo en el lugar de lesién.



Histologia del tejido medular en el area de lesion

Debido a que la diferencia significativa, en la expresion de citocinas, entre los grupos
de enucleadas y no enucleadas se observo a los 7 dias después de la contusion
medular, se eligieron estos cortes para realizar tinciones histolégicas con la técnica de
Kluver Barrera, la cual evidencia mielina, nucleos celulares y vasos sanguineos. Para el
analisis, todas las imagenes se tomaron a nivel de lesidn y por medio de esta tincion se
identificaron y cuantificaron dos tipos celulares, por un lado los linfocitos se evaluaron
como células con nucleo grande y redondeado y en los macrdfagos se observaron

restos de mielina en el citoplasma (Fig. 11).

Los resultados muestran una cantidad significativamente aumentada de linfocitos (Fig.
10a, p=0.020) y macréfagos (Fig. 10b, p=0.0001) en ratas enucleadas y no enucleadas
que en ratas sin lesién. De igual forma, la cantidad de linfocitos presentes en el tejido
no muestran diferencia significativa entre la condicién de ratas enucleada y no
enucleada, sin embargo si es mayor la cantidad de macréfagos en el tejido después de
la lesion en médula espinal en ratas enucleadas que en ratas sin enuclear (Fig. 10b,
p=0.0023).
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Figura 10. Cuantificacion celular en el tejido de ratas sacrificadas 7 dias después de
contusion en ME. A) Numero de linfocitos en el tejido de ratas enucleadas (n=7) y no
enucleadas (n=8). B) Numero de macréfagos en el tejido de ratas enucleadas (n=7) y
no enucleadas (n=8). Los animales fueron perfundidos y la médula espinal extraida y
posfijada; cortes de 5um fueron obtenidos por congelacién. Las barras representan el
promedio de células encontradas justo en el area de lesion. Mediante la prueba t-

Student se evidencio diferencias significativas *p<0.05 **p<0.001.
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Figura 11. Tincién de Kluver-Barrera en cortes longitudinales de médula espinal 7 dias
después de contusiéon. a) Rata enucleada. b) Rata no enucleada. c) Rata sin lesion

alguna. Fotografias representativas justo en el lugar de lesion, objetivo 40X.



Discusién

Se realizo este estudio para caracterizar la presencia de citocinas en tejido medular de
ratas enucleadas y no enucleadas con LME, ademas de detectar la presencia de
células del Sl en dicho tejido, lo cual proporciona informacién adicional a la hipétesis de
que la presencia de las citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias cambia después
de una LME, cuando esta es precedida por otra lesion en un lugar diferente del SNC,

en este caso, el nervio optico.

Los antecedentes acerca del desarrollo de una lesién en médula espinal dan lugar a
estrategias farmacolégicas que han tenido efectos variados, sin embargo estudios
sobre inmunoterapias argumentan que la diferencia de resultados, se debe al tipo de
linfocitos T que se diferencia en el transcurso de la lesion y la expresion alterada de las

citocinas pro-inflamatorias.

Un trabajo del equipo de Schwartz en 2001 muestra que la acumulacién de linfocitos T
en un sitio lesionado del SNC aumenta significativamente tras la inyeccién de linfocitos
T activados con varios antigenos, sin embargo solo los linfocitos T autoinmunes contra
componentes del propio SNC protegen a las neuronas de la degeneracién secundaria
después de la lesion®. Ademas, el trabajo de Yoles determina que el nimero de
neuronas sobrevivientes después de una lesion en el nervio optico de ratas es mas alto
si a esta lesién le precede una contusidn en médula espinal’™. Estos resultados
sugieren que una lesion en el SNC evoca una respuesta neuroprotectiva que
proporciona una mejoria en una lesién subsecuente en otro sitio del SNC siendo esta

respuesta mediada por linfocitos, citocinas y factores de crecimiento.

En base a las investigaciones que plantean que la inmunizacion con linfocitos T
activados con PBM resultan benéficas histolégica y conductualmente en lesiones de
SNC?*, nosotros suponiamos que la enucleacion seria un tipo de inmunizacién que
resultaria benéfica ante una LME posterior. La enucleacién inicia la desmielinizacién
del nervio optico, esto libera proteinas de mielina que al ser removidas por las células
dendriticas y los macréfagos son presentadas como antigenos a los linfocitos T, los

cuales establecen una respuesta inmune que permite la permanencia de linfocitos de



memoria. Estos linfocitos tras una segunda exposicion al mismo tipo de antigenos
inician su activacion, proliferacion y diferenciacion. Sin embargo estas caracteristicas
de activacion, la expresion de citocinas y el perfil inmunolégico que se diferencia aun
no se conoce, por ello este estudio pretende determinar el perfil inmunolégico de ratas
con LME y si este cambia por una enucleacion previa que actuaria como inmunizacién
al nacimiento. Desafortunadamente, nuestro modelo promueve el desarrollo de un perfil
inmunologico que no responde de manera efectiva para que los animales recuperen la
funcion motriz de las extremidades posteriores, después de la lesion en médula

espinal.

Los resultados de nuestro trabajo mostraron que a los 60 dias después de la seccién
completa de ME, solo la expresion de la citocina IL-4 es mayor en ratas que fueron
enucleadas al nacimiento que en ratas no enucleadas, lo que puede indicar que la
enucleacion si promueve una respuesta anti-inflamatoria a largo plazo, que pudiera
resultar benéfica en cuanto a la conservacion del tejido medular y la neuroproteccion
que brinda la respuesta Th2, en funcién de que la IL-4 inhibe la produccién de 6xido
nitrico, la sintesis/secrecion de citocinas pro-inflamatorias caracteristicas de la
respuesta Th1 e incrementa la produccion del factor de crecimiento nervioso en los
astrocitos®. Ademas, un estudio muestra que al inyectar anticuerpos neutralizantes
contra IL-4 dentro de la médula espinal después de una contusion en ratas se forma
una cavitacion mas extensa a cuatro semanas después de la lesion, lo que indica que
esta citocina también regula la actividad de los macréfagos que participan en la
formacion de cavidades en el tejido medular®, mientras que en otros estudios se
administra esta citocina a ratones susceptibles a la enfermedad desmielinizante EAE,
que han desarrollado la enfermedad, induciendo una respuesta inmune adaptativa
dominada por células Th2, que minimiza la desmielinizacidn y las consecuencia clinicas
de la EAE; de igual forma, en condiciones in vitro IL-4 inhibe la actividad fagocitica de
los macrofagos y Butovsky observa que la microglia de ratones adultos activada con IL-

4 muestra una diferenciacion hacia oligodendrocitos?’.

Esta mayor expresion de IL-4 en ratas enucleadas a los 60 dias de la seccion completa

en médula espinal nos estaria indicando que en estados cronicos de lesion, la



expresion de citocinas cambia a una respuesta anti-inflamatoria debido a la
enucleacion previa, pero sin promover una mejoria en la actividad motriz. Esto coincide
con el trabajo de Martifion que reporta que la respuesta autoinmune y la respuesta
motriz se ven reducidas segiin aumenta el grado de lesién en la ME*® en particular
animales con seccién completa donde no se ha observado una reconexion funcional de

las fibras nerviosas.

Nuestros resultados también revelan que 60 dias después de una contusion moderada
en la médula espinal la enucleacion neonatal no modifica el perfil inmunolégico de las
ratas después de la lesion medular lo que nos lleva a pensar que en condiciones de
lesiéon moderada cronica se requiere la presencia de ambas células Th1 y Th2 ya que
como plantea un estudio in vivo con ratones establece que estas dos sub-poblaciones
celulares son necesarias al mismo tiempo pero en diferentes etapas de la lesion para
observar una renovacion celular en contusiéon de médula espinal*’, ademas in vitro se
ha observado que estos dos grupos celulares de Th en conjunto potencian la
regeneracién porque las células Th1 podrian ser las primeras en migrar al sitio de
lesién y soportar la neurogénesis, mientras que las células Th2 pueden colaborar en la
mielinizacion de las neuronas recién formadas®’. De igual forma, podemos suponer que
esta expresion se debe a que las sub-poblaciones Th1 y Th2 estan en equilibrio debido
a la condicién cronica o bien, que estas citocinas las producen la microglia y los
astrocitos que se encuentran en el sitio de lesion ya que un estudio in vitro muestra que
el perfil inmunolégico de la microglia en estados crénicos (meses o anos) después de
lesién medular en humanos es pro-inflamatorio®®, también se conoce que las citocinas
generadas en el area circundante del dafo entran por la barrera hematoencéfalica al
ser permeable minimo un mes después de la lesion®, apoyando esta idea se ha
reportado que los linfocitos diferenciados alcanzan un pico de expresion 7 dias
después de la lesion’, entonces a este tiempo la diferenciacién de los linfocitos T es
minima y las citocinas que se expresan provienen de otras fuentes celulares. Sin
embargo, no hay ningun reporte que muestre la expresion de citocinas pro-

inflamatorias 60 dias después de una LME in vivo.



En los resultados 7 dias después de la contusibn moderada se observa un perfil
inmunolégico pro-inflamatorio en las ratas enucleadas en comparacion con ratas no
enucleadas sin embargo, no hay diferencia entre estas dos condiciones en la
evaluacion motriz. Los estudios que observan una clara expresion de estas citocinas en
estados agudos de lesion indican que la funcion de IL-2 ademas de proporcionar la
sefial esencial para la migraciéon de los linfocitos promueve su diferenciacion a células
Th1 las cuales mejoran la recuperacion motriz después de una lesion en SNC, por
ejemplo, la transferencia de células Th1 4 dias después de la lesibn medular en ratones
mejora la actividad motriz, la sensibilidad tactil e induce el re-crecimiento del tracto
cortical ademas determinan que los linfocitos Th1 secretan niveles significativamente
mas altos de neirotrofina-3 (NT-3) que los linfocitos Th2 lo que proporciona efectos

neuroprotectivos®,

Otro aspecto importante de los resultados a los 7 dias de la contusion, es la expresion
de IL-5 que esta disminuida en ratas enucleadas en comparacion con las no
enucleadas lo que puede contribuir a una activacién disminuida de los basodfilos y a su
vez una limitacién en la expansién del dafo tisular, ademas esto concuerda con el perfil

pro-inflamatorio observado en estas ratas.

Estos niveles elevados de citocinas en las ratas con lesién en ME ya sea enucleadas o
no en comparacion con las ratas que no tienen ningun tipo de lesién, refleja un
incremento en la activacion de los linfocitos, los macrofagos y la actividad de las
citocinas, controlando la comunicacion celular entre las células inmunes, las células
neurales y la microglia. En el SNC sin lesion, las citocinas se producen en bajos o
incluso niveles no detectados, sin embargo después de la lesion las citocinas son
reguladas positivamente y secretadas por varios tipos celulares en particular por los
linfocitos. De esta forma, la respuesta inmune es modulada por las citocinas que
también actuan como factores quimiotacticos para inducir la migracion de los
macrofagos al sitio de lesion, también la actividad fagocitica es asi misma regulada por

las citocinas.

Debido a que la microglia puede madurar en macréfagos capaces de secretar citocinas

pro-inflamatorias (IL-1, TNF-a), anti-inflamatorias (IL-10, TGF-B), prostaglandina E,



quimiocinas® y funcionar como células presentadoras de antigenos que activan a las
células T, nosotros ademas realizamos una cuantificacion de los linfocitos y los
macrofagos presentes justo en el sitio de lesion, para tener indicios de si las citocinas
liberadas provienen en mayor medida de un grupo celular en particular y si la
enucleacion tiene algun efecto en la cantidad de los macréfagos que se observan a 7
dias de la contusion en médula espinal. Este tiempo lo elegimos en base a los estudios
que muestran que la infiltracién de los linfocitos y los macréfagos ocurre entre el tercer

y séptimo dias después de la lesion®.

Nuestros resultados sobre la cuantificacion de macréfagos indica que es mayor en
ratas enucleadas la nacimiento, lo que concuerda con los resultados observados en la
inmunohistoquimica donde solo después de la lesion inicia la activacion de los linfocitos
y los macrofagos por medio de la expresion de citocinas pro-inflamatorias; ademas la
activacion de la microglia por el IFN-y resulta en un fenotipo citotéxico que se
caracteriza por la produccién de citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a 6 la IL-2,
enzimas proteoliticas, la sintasa inducible de oxido nitrico (iNOS), quimiocinas,
moléculas de adhesidon ademas de cambios morfolégicos y la induccién de la actividad
fagocitica que durante la desmielinizacidon hace posible la remocién de los desechos de
mielina, los oligodendrocitos y las células T apoptdéticas que también se considera una

respuesta benéfica en cuanto a que facilita la resolucién de la respuesta inflamatoria.

La fagocitosis de mielina se potencia por citocinas pro-inflamatorias (IFN-y y TNF-a)
pero también por citocinas que son consideradas como anti-inflamatorias (IL-10)*; una
vez que los macréfagos fagocitan la mielina también atenuan la produccién de
mediadores citotdxicos, citocinas pro-inflamatorias y reguladores negativos en la
diferenciacién de oligodendrocitos*’ por esto se considera a los macréfagos necesarios
en la reparacion del SNC al contribuir en la regeneracion neural mientras que otros
grupos consideran predominante su papel en la muerte celular y en la desmielinizacion
al estar presentes en grandes cantidades después de la lesion, persistir en ese sitio
indefinidamente y al ser una poblacién quiescente que se activan en varios momentos

después de la lesidn®



El mayor numero de macrdéfagos que se observa en las ratas enucleadas se relaciona
con el perfil inmunolégico dominado por citocinas pro-inflamatorias en estos mismos
animales debido a que los macréfagos proporcionan la sehal de activacion para los
linfocitos mediante la expresién de moléculas de superficie y las citocinas que liberan,
también pueden estar mediando los efectos regenerativos de las fibras mielinizadas
como lo muestra un estudio que evalua la respuesta inmune entre el nervio ciatico
(tejido del SNP) y el nervio optico (tejido del SNC) lesionado donde se observa que los
macrofagos se acumulan en mayor cantidad en el SNP que en el SNC, por esta razon,
al menos en parte, es que ocurre la regeneracion en los nervios periféricos, sumado a
esto observan histologicamente que los macréfagos se encuentran en su mayoria en

contacto con la vaina de mielina después de una lesion**.

Asi, tenemos estudios donde la respuesta inmune desarrollada después de la
inmunizacién con péptidos derivados del SNC es capaz de minimizar la neurotoxicidad
y otros mecanismos degenerativos, proporcionando incluso un ambiente permisivo para
observar una regeneracion axonal que se manifiesta por la recuperacion funcional de
los animales lesionados, en este trabajo observamos que a pesar de que las ratas
enucleadas al nacimiento tienen un perfil inmunoldgico pro-inflamatorio a los 7 dias de
la LME, predominando la expresion de la IL-2, citocina que genera la activacion y la
proliferacion de los macréfagos y linfocitos, estos cambios a nivel inmunoldgico e
histologico, no propician una mejoria en el movimiento de las ratas lo que puede ser
explicados por el subtipo de linfocitos Th que se diferencia el cual no es capaz, por si
mismo, de regular la respuesta de inflamacion que puede persistir de forma variable
debido a los efectos pleiotrépicos de las citocinas presentes en el lugar de la lesion asi
como la secuencia temporal en la que se expresan e incluso por factores genéticos y la

edad del organismo.

La integracion de las sefales de las citocinas determina la naturaleza, la magnitud y la
duracion de las reacciones inflamatorias y el conocer si estas son pro-inflamatorias o
anti-inflamatorias permitira acercarse a una regulacion de las propiedades neurotoxicas

0 neuroprotectivas de la respuesta inmune.



Conclusiones

Nuestro estudio muestra que la enucleacién al nacimiento si induce un perfil
inmunologico pro-inflamatorio y la activacion de los macrofagos justo en el sitio de

lesidn en ratas contusionadas en médula espinal en etapas agudas.

Este perfil pro-inflamatorio caracterizado por la presencia de IL-2 no induce una mejoria

en la actividad motriz de las ratas enucleadas sometidas a lesién medular.
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