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ABREVIATURAS

OS - Ojo seco
CALT — (Conjuctiva associated lymphoid tissue) — Tejido linfoide asociado a conjuntiva

LDALT - (Lacrimal drainage associted lymphoid tissue) - Tejido linfoide asociado a glandula

lagrimal

EALT — (Eye associated lymphoid tissue) — Tejido linfoide asociado a ojo
IL — Interleucina

TNFa — (Tumor necrosis factor alpha) — Factor de necrosis tumoral alfa
IFNy - Interferon gamma

TGFB — (Transforming growth factor beta) — factor transformante beta
VEGF - (Vascular Endothelial Growth Factor) — Factor de crecimiento endotelial vascular
IL-RA - Receptor antagonista de interleucina 1

APC — (Antigen presenting cell) — Célula presentadora de antigeno

CD - Celulas dendriticas

TA — Tejido adiposo

HFD — (High fat diet) — Dieta alta en grasa

SC — (Standart chow) — Dieta standart

ConA - Concanavalina A

Thl — (T helper 1) — Células cooperadoras tipo 1

Th17 — (T helper 17) — Células cooperadoras tipo 17

Ig - Inmunoglobulina



1- RESUMEN

Ojo seco es una enfermedad inflamatoria de la superficie ocular caracterizada por
la desestabilizacion de la pelicula lagrimal y aumento de la osmolaridad. La
polarizacion de respuestas tipo Thl y Thl7 en el ganglio cervical son
caracteristicas del proceso inflamatorio, la participacion del bazo no ha sido
asociada con este padecimiento. OS es un signo caracteristico de enfermedades
autoinmunes e inflamatorias, no obstante, la relacion con obesidad no ha sido
descrita. Por lo tanto, este trabajo tuvo como objetivo conocer los cambios en la
respuesta inmunoldgica y su asociacion con los signos clinicos, antes y durante el
desarrollo de obesidad por el consumo de una dieta alta en grasas comparado con
una dieta estandar en un modelo de OS experimental de 10 dias.

Ratones machos de 7-8 semanas de la cepa C57BL/6 y BALB/c fueron
alimentados durante 10 semanas, se observd que sorprendentemente la cepa
C57BL/6 HFD que genero mayor cantidad de TA, parece ser mas resistente al
desarrollo de los signos clinicos durante el modelo, comparado con los grupos de
la cepa BALB/c. La participacion de poblaciones celulares como neutrofilos
mostraron asociacién con signos clinicos de OS atenuados. Por otra parte, una
mayor concentracion de IL-13 e IL-15 asi como altos porcentajes de CD8* parecen
ser patogénicos, pues fueron evidentes en los grupos que desarrollaron de
manera mas grave la enfermedad, el papel de los macréfagos demostré ser
importante para el desarrollo de OS ya que adquieren el marcador de migracién
CCR5, sin embargo, este trabajo no permitié conocer el lugar donde llegaron a
ejercer su funcién efectora.

Posteriormente, se planted la pregunta, si el efecto benéfico en la cepa C57BL/6
era dependiente del consumo, similar a un suplemento alimenticio. EI experimento
realizado para este fin demostré que es dependiente de un consumo por tiempo
prolongado.

Por lo que, al alimentar a la misma cepa por 15 semanas, se esperaba un efecto

similar al observado por 10 semanas, sin embargo, ambos grupos mostraron



signos clinicos similares lo que se asoci6 a la posible inflamacion generada por
HFD debido al desarrollo de hepatomegalia y principios de esteatosis hepética que
fueron evidentes en este grupo.

Las similitudes de los signos clinicos con las poblaciones celulares demuestran
gue el porcentaje de celulas CD4* y CD8* son similares en ambos grupos, ademas
que la participacion de neutréfilos demostré6 ya no tener una relacion con los
signos de la enfermedad, lo que indico que en este punto ya no son capaces de
modular una respuesta inmunologica, la participacion de macréfagos capaces de
migrar aun es relevante por lo que es imperativo el seguimiento de esta poblacion
en futuros estudios.

En resumen, este trabajo demuestra la importancia del bazo en eventos de la
respuesta inmune en la superficie ocular, la participacion de poblaciones celulares
como CD8, neutréfilos y macréfagos en OS, asi como el posible papel patogénico
de IL-13. Lo que implica generar estudios especializados en estas moléculas para
enfocar posibles blancos terapéuticos.



2- INTRODUCCION

2.1Anatomia del globo ocular

El globo ocular esta compuesto de diversos tejidos, los cuales tienen como funcién
principal generar impulsos eléctricos, mismos que son conducidos a la corteza
cerebral por fibras nerviosas con el fin de interpretar y formar una imagen visual.
Para que esta funcion se lleve a cabo de manera exitosa la luz del exterior debe
pasar por una serie de tejidos transparentes, la luz es capaz de estimular las
células fotosensibles de la retina encargadas de comenzar la respuesta nerviosa.

Parte crucial es la adecuada ubicacion de los tejidos, con el fin de entender la
anatomia ocular, podemos seccionar al ojo en tres porciones: anterior, media y
posterior; donde cada seccién tiene un funcién Unica, diferente y esencial para la
una correcta formacién de impulsos neurosensoriales (ver Tabla 1). Por lo tanto,
los tejidos del globo ocular cumplen una funcion refringente, neurosensorial y de

tolerancia inmunoldgica.

UBICACION TEJIDOS

ANTERIOR También conocida como superficie ocular

Conjuntiva, cornea, parpados. (Glandulas de Meibomio,
glandulas de Zeis, glandulas de Krause, células

caliciformes y glandulas de Wolfring).

MEDIA Humor acuoso, iris, cristalino, procesos ciliares, cuerpo
ciliar, zénulas, canal de Schleem y porcion de esclera

media.

POSTERIOR Humor vitreo, retina, coroides, porcién anterior de

nervio 6ptico y porcion de esclera posterior.

Tabla 1. Descripcion de las 3 principales divisiones del globo ocular.



2.2La superficie ocular

La superficie ocular, se encuentra en la porcion anterior del globo ocular la cual, al
estar en constante contacto con el medio exterior, posee diferentes tipos células y
glandulas que forman una barrera fisica para preservar su integridad.

La superficie ocular tiene un papel esencial en la formacién de la imagen visual ya
que alberga en la porcién apical a la cornea, la cual tiene la capacidad de refractar
alrededor de 2/3 partes de luz que entran al globo ocular! gracias a su
transparencia. Las diferentes estructuras que conforman la superficie ocular tiene
un papel importante, ya que cada una cuenta con células altamente

especializadas, las cuales se describen a continuacion:

Cornea

La cdrnea es un tejido transparente, a-vascular que actia como una barrera
protectora, se encuentra en contacto con la pelicula lagrimal y en ratones
constituye alrededor de 2/3 partes del globo y en humanos tiene un diametro de
11-12 mm horizontal con 9-11 mm vertical.

Consta de las siguientes capas?:

Epitelio corneal: formado por aproximadamente 5-7 capas de células, se
compone de células superficiales, aladas y basales, esta ultima capa es la Unica
con actividad mitética. Entre las células del sistema inmune residentes en este
tejido podemos encontrar abundantes células dendriticas. Para formar una barrera
semi-permeable en la region lateral cada célula contiene uniones estrechas,
adherentes y gap.

Las células del epitelio corneal contienen microvellosidades en su parte apical, las

cuales se unen a la porcibn mucinica de la lagrima para poder recibir la



humectacién e hidratacion adecuada. El epitelio corneal sufre una renovacion

celular aproximadamente cada 7-10 dias mediante descamacion o involucion.

Capa de Bowman: compuesta por diferentes tipos de colageno como tipo | y V
entre otros, sin embargo, no tiene la capacidad de regeneraciéon, puesto que es

una membrana que proviene del estroma anterior, su funcion es de soporte.

Estroma: formada principalmente por tipos de colageno |, VI, Xll, matriz
extracelular, queratinocitos y proteoglicanos, por la correcta posicion de las fibras
de coldgenos y matriz extracelular le dan a la cOrnea la caracteristica de

transparencia.

Membrana de Descement: Membrana diferenciada del endotelio corneal en la
etapa embrionario y posnatal. Esta membrana esta formada principalmente

colagena tipo IV.

Endotelio: monocapa mas profunda que controla el contenido de agua que entra
y sale del estroma. Las células de la capa endotelial también regulan la
permeabilidad mediante la presencia de uniones estrechas y tipo gap. También en
su porcidn lateral se lleva a cabo el transporte celular por medio de enzimas como:
bombas de Na* y K* asi como ATPasa y anhidrasa carbonica, estas vias son
esenciales ya que de ellas depende el flujo neto de iones que se mueven entre

humor acuoso y estroma.

La cornea es el tejido con mas terminaciones nerviosas del cuerpo. Su inervacion
es por el nervio trigémino en su rama naso-ciliar, las cuales se insertan en el
estroma dando lugar a una malla plexiforme la cual perfora la capa de Bowman

formando un plexo debajo de las células epiteliales basales.?



Conjuntiva

La conjuntiva es un tejido formado por dos capas de gran importancia pues
albergan diferentes tipos de células que cumplen funciones como tolerancia
inmunologica. Ademas, en este tejido residen otros tipos celulares (células
caliciformes) que contribuyen con la secrecion de mucinas que son importantes

para la correcta formacion de la pelicula lagrimal?.

Epitelio conjuntival: compuesto por aproximadamente 3-5 capas de epitelio
columnar escamoso estratificado no queratinizado, de manera intercalada se
encuentran células caliciformes. Otros componentes incluyen vasos sanguineos,
tejido fibroso, canales linfaticos, glandulas accesorias como Wolfring y de Krause?,

melanocitos, linfocitos T y B, asi como células dendriticas.*

Lamina propia: también conocida como submucosa conjuntival, en esta capa se
encuentran la mayoria de las células del sistema inmune como son linfocitos,
neutrofilos, mastocitos, células plasmaticas asi como las glandulas accesorias de
Krause localizadas en el férnix superior e inferior las cuales secretan una pequefia
porcion de la mucina que compone a la pelicula lagrimal.* Cuenta con suministro
sanguineo a partir de las arterias ciliares anteriores, la arcada tarsal posterior y la
arcada sanguinea laterales. En las arterias ciliares anteriores provienen de la

arteria oftalmica que a su vez es derivada de la arteria carétida.

Enfermedades como anemia falciforme, diabetes tipo 2, hipertension, oclusion de
la arteria carétida y leptospirosis generan repercusiones en la conjuntiva, por lo
cual no es descabellado pensar que otras enfermedades inflamatorias sistémicas

repercutan en la en superficie ocular.*



2.3 Fisiologia de la pelicula lagrimal

La pelicula es un fluido de aproximadamente 3um con una concentracion total de
proteinas de 6-10mg/ml® (alrededor de 1800 proteinas y péptidos diferentes)®, se

encuentra distribuida en cara apical del epitelio conjuntival y corneal.

Su secrecion puede ser aumentada en respuesta a diferentes estimulos como
disminucién de la humedad, aumento de la luz que incide en el ojo, frio,

estimulacién mecanica, dafo fisico y dafio por microorganismos.

Sirve como una interface entre el ambiente externo y la superficie ocular. Estas
funciones se pueden llevar a cabo gracias a que la pelicula lagrimal consta de 3

diferentes capas homogenizadas y distribuidas por toda la superficie.

La capa lipidica, acuosa y mucinica’ forman la pelicula lagrimal, cada capa
secretada por diferentes glandulas y células, que por consecuente su composicion
molecular difiere entre si, sin embargo en conjunto son capaces de potenciar una

respuesta a estimulos de dafio o estrés en la superficie ocular (ver tabla 2.)



CAPA

LIPIDICA

ACUOSA

MUCINICA

ORIGEN, FUNCION, COMPOSICION.

Origen: Glandulas de Meibomio
Espesor: 0.015-0.16um8

Funcion: Evita la evaporacion de la lagrima, al ser la capa mas externa que se

encuentra en contacto con el ambiente.

Composicién: Esteres de colesterol, ceras de colesterol, acidos grasos O-acyl-omega,

colesterol libre, triglicéridos y ceramidas.®
Origen: Glandula lagrimal, glandulas de Krause y glandulas de Wolfring.
Espesor: 4pm®

Funcion: Capa intermedia la cual contiene inmunoglobulina A (IgA) que ayuda en la
defensa de la superficie, ayuda al esparcimiento de la pelicula lagrimal después del
parpadeo, genera actividad antimicrobiana por las moléculas que contiene, se secreta

un total de 1.2ul por minuto®

Composicién: Lactoferrina, lipocalina, lisozima, SIgA, peroxidasa, fosfolipasa,
defensinas, TGFa (por sus siglas en inglés transforming growth factor alpha), TGF@ (por
sus siglas en inglés transforming growth factor beta), FGF (por sus siglas en inglés
fibroblast growth factor), HGF (por sus siglas en inglés hepatocyte growth factor), PDGF

(por sus siglas en inglés platelet derived growth factor), retinol y lactrina.®
Origen: Células caliciformes
Espesor: 2.5-5um®

Funcién: Capa mas interna ayuda a prevenir la adherencia de microorganismos a las
células epiteliales de cérnea y conjuntiva asi como generar una superficie regular en

toda la cornea®®.
Composicién: TGFB, MUC 1, 2, 4, 5AC, 7.

Metabolitos: Hormonas moléculas de sefalizacion, cisteinas, acido ascoérbico, glutation,

acido urico, tirosina, vitamina D, sodio, potasio, bicarbonato, calcio, glucosa!? 12,

Tabla 2. Descripcion de los principales compuestos encontrados en las diferentes capas de la

pelicula lagrimal.



Por otra parte, en la Ultima década la presencia de mucinas ha cobrado gran

iImportancia pues se encuentran en todos los tejidos cubiertos por mucosa,

participando en funciones esenciales como lubricacion, proteccion epitelial y

regulacion inmunoldgica, en la superficie ocular se han identificado tres tipos de

glicoproteinas: formadoras de gel, solubles y transmembranales (ver tabla 3)%3.

MUCINA

MUC1

MUC2

MUC3

MUC4

MUCS5AC

MUCS5B

MUCG6

MUC7

MUCS8

MUC9

MUC11

MUC12

Tabla 3. Se describen brevemente las mucinas mas relevantes

superficie ocular.

TIPO

Unidas a membrana

Formadora de gel

Transmembranal

Transmembranal

Formadora de gel

Formadora de gel

Formadora de gel

Soluble

Sin clasificacion

Soluble

Sin clasificacion

Transmembranal

UBICACION

Pelicula lagrimal, epitelio
conjuntival y corneal,

glandula lagrimal.

Pelicula lagrimal, epitelio

conjuntival, células goblet.

Pelicula lagrimal, epitelio

conjuntival, células goblet.

Pelicula lagrimal, epitelio

conjuntival, células goblet

Glandula lagrimal, células

goblet.

Pelicula lagrimal, epitelio

conjuntival, glandula lagrimal.

Glandula lagrimal.

hasta ahora descritas en la
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La relevancia actual es que estas mucinas pueden ser utilizadas incluso como
marcadores de diferentes enfermedades, incluyendo algunos tipos de neoplasias.
Aun cuando la lagrima es un fluido capaz de generar la homeostasis en la
superficie ocular, existe la posibilidad que la cantidad y calidad de la misma
disminuya, en respuesta a diferentes fenomenos como humedad, constante
exposicion al aire acondicionado, lo que provocan signos y sintomas de malestar

ocular. A este proceso se le conoce como enfermedad de 0jo seco.
2.4 Antecedentes histéricos de la enfermedad de Ojo seco (OS)

Historicamente la enfermedad se conocia por el nombre de Keratonjuntivitis Sicca
atribuido por el suizo Herik SC Sjogren el cual lo consideraba como un signo de la
triada para el diagnéstico de la enfermedad de Sjorgen.'* El cambio en el nombre
de la enfermedad se produjo cuando Andrew De Roetth en 1950 propuso el
nombre “Ojo Seco’'® desde ese momento diversos autores se refirieron asi a la

enfermedad, el termino prevalece hasta la actualidad.

Sin embargo en 1993 el Instituto Nacional del Ojo (Nacional Eye Institute) una
organizaciéon encargada promover el cuidado de la salud visual en Estados
Unidos, realizdé un trabajo formal definiendo a ojo seco como un “trastorno” de la
pelicula lagrimal por deficiencia o excesiva evaporacion, lo que produce un dafio
en la superficie ocular interpalpebral lo cual se asocia a sintomas de discomfort.6
La finalidad del trabajo fue por la necesidad de definir los aspectos que englobaba
en ese entonces “sindrome de o0jo seco” para poder asumir un manejo clinico
adecuado ya que uno de los mayores retos historicos de los estudios
epidemioldgicos es la ausencia de una adecuada estandarizacion de la definicién

de la enfermedad y su clasificacion?’.

Las organizaciones como TFOS, DEWS (por sus siglas en inglés Dry Eye Work
Shop) encaminadas a actualizar al clinico para mejorar la atencién a la poblacién
y desarrollo de nuevos tratamientos diferentes a los paliativos hasta ese momento
existentes, decidieron en el 2007 reconsiderar la definicion de ojo seco por el

importante papel que se le encontré a la hiperosmolaridad e inflamacion en el
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desarrollo de la inmunopatologia de 0jo seco ya que por muchas décadas la
enfermedad fue limitada a definirse como una deficiencia en la capa acuosa de la
pelicula lagrimal que provocaba resequedad ocular. Asi mismo en el reporte se
elaboré una nueva clasificacion por etiologia, mecanismo y severidad de la

enfermedad

No obstante, las mismas organizaciones (DEWS, TFOS) siguieron evaluando los
nuevos avances cientificos enfocados a la enfermedad y fue asi que en el afio
2017 se redefinid la enfermedad ya que suficientes reportes mostraron evidencia
del dafio neurosensorial que provoca la enfermedad en la superficie ocular muy
especificamente en cornea, generando asi la definicion que se menciona mas

adelante.

Cada uno de los cambios en la definicibn de ojo seco ha sido generada para
impartir nuevas estrategias de informacion a la poblacion y educadores los cuales
son encargados de cuidar la salud visual en pro de mejorar los diagnésticos y

tratamientos a pacientes que sufren la enfermedad.

2.5Epidemiologia de la enfermedad de OS

Actualmente no existen datos epidemiolégicos certeros a cerca del porcentaje de
poblacibn mexicana que padece ojo seco, esto debido a que los pequefios
estudios que se realizan con este fin difieren en los criterios de inclusién, como
son region, raza, edad, sexo, etc. Existen aproximaciones estadisticas donde se
menciona que alrededor de 0.1-33% de la poblacion mundial padece ojo seco,
donde se ha observado que las personas con mayor edad son mas susceptibles.!8

También existen estudios estadisticos sobre la prevalencia de la enfermedad de
0jo seco en paises como Australia (7.4%)'°, China (33.7%)%°, Canada (25%)?* vy
Japodn (33%)?%?, asi estos estudios enfatizan que el porcentaje reportado depende
de como se realiza el diagnéstico de la enfermedad, la severidad, poblaciéon

estudiada asi como los factores de riesgo asociados.
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Por otra parte existen estudios como el de O’brien PD, quien menciona que
aproximadamente el 25% de pacientes que acuden a consulta para evaluacién
visual reporta sintomas de ojo seco colocandose como un problema de salud
publica y posicionando a la enfermedad como una de las condiciones mas

comunes de practicantes enfocados a la salud visual.?®

En 1984 Fox RI et al**, expone que la prevalencia de ojo seco aumenta en
pacientes con enfermedades autoinmunes, enfermedades que tienen una
prevalencia de 19.1 +/- 43.1% aproximadamente de la poblacién mundial®®, la cual

en su mayoria son mujeres.

En 2003 Schaumberg DA et al, realizaron un estudio epidemiologico sobre la
prevalencia de ojo seco sintomatico entre hombres y mujeres de E.U, donde
encontraron que la prevalencia es de 7% en mujeres (3.2 millones) y 4% (1.05
millones) en hombres mayores de 50 afios?® es importante recalcar que el reporte
evidencia los factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad asi mismo se
une a los pequefios estudios estadisticos realizados donde los resultados
exponen que el sexo femenino tiene mayor prevalencia de la enfermedad en

comparacion a hombres?’.

En México, segun la pagina de CONRICyt, menciona que, en un estudio
estadistico realizado en el Instituto Nacional del Conde de Valenciana importante
en la Ciudad de México por brindar atencién oftalmoldgica y optométrica, nueve de

cada diez pacientes que atienden padecen ojo seco.
2.6 Definicién de Ojo Seco

La definicién actualizada se realizd con el nuevo conocimiento generado en los
altimos afios y con mas especialistas involucrados en el area, dicha investigacion
marcé el preambulo para mejorar la clasificacion de la enfermedad en base a la
etiopatogenia, mecanismo y la gravedad, con la finalidad de ayudar a la practica e
investigaciéon clinica. La nueva definicion surgi6 como una necesidad de incluir

todas las caracteristicas que se descubrieron;
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“El ojo seco es una enfermedad multifactorial de la superficie ocular
caracterizada por la pérdida de homeostasis de la pelicula lagrimal,
acompafiada de sintomas oculares, en los que la inestabilidad de la pelicula
lagrimal, la hiperosmolaridad, inflamacion, dafio de la superficie ocular y las

anomalias neurosensoriales desempefan papeles etiolégicos.”8

2.7 Patologia de Ojo Seco

La enfermedad de o0jo seco es reconocida como un trastorno de la Unidad
funcional lagrimal LFU (LFU por sus siglas en inglés lacrimal functional unity) la
cual se encuentra integrada por glandulas lagrimales, superficie ocular (cornea,
conjuntiva, glandulas de meibomio), parpados, nervios sensoriales y motores.? La
unidad controla los principales componentes de la pelicula lagrimal de una forma
regulada respondiendo a las repercusiones que el medio ambiente externo,
interno, envejecimiento, baja frecuencia del parpadeo entre otros puedan generar
estrés en la superficie ocular; gracias a que los tejidos antes mencionados constan
de un componente neural/inmunolégico, en conjunto son capaces de mantener y

generar una pelicula lagrimal pre-corneal estable?®.

La estabilidad de la LFU y pelicula lagrimal es vital para mantener la transparencia
de la cornea, puesto que este tejido es capaz de captar el oxigeno a través de la
pelicula lagrimal para poder llevar a cabo el metabolismo ideal que le otorga la

caracteristica principal que es la transparencia en sus fibras de colagena.

Por lo tanto, una buena retroalimentacion entre cornea y pelicula lagrimal se
traduce en una buena calidad visual del individuo. Cabe destacar que la
estabilidad de la pelicula lagrimal es un sello distintivo de un ojo sano. Entonces
cuando existe un fallo o dafio en cualquier tejido que compone a la LFU (nervios
sensoriales aferentes, motores eferentes, o glandulas secretoras de lagrima) se
produce la desestabilizacion de la pelicula lagrimal generando condiciones que
promueven la enfermedad de ojo seco?, donde la inflamacién de la superficie

ocular se presenta como una consecuencia de los procesos desencadenados.
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La enfermedad se caracteriza por los siguientes signos y sintomas:

SIGNOS SINTOMAS
Inflamacion en la superficie ocular. Sensacion de cuerpo extrafo.
Hiperosmolaridad. Vision borrosa.

Secrecion de lagrimal refleja al inicio | Fatiga ocular.

del cuadro clinico. .
Sensacion de resequedad.
Irritacién ocular.

Hiperemia.

Disfuncién secretora cronica.

Dafio epitelial y conjuntival.

Disminucion de la sensacién corneal
con posible afeccion en la respuesta

refleja.

Pérdida de la transparencia corneal en

cuadro clinico severo.?®

Tabla 4. Lista de los signos y sintomas de OS

La tabla anterior se enfoca a los signos y sintomas que comparten los diferentes
tipos de ojo seco, sin embargo, las moléculas que median el dafio en las diversas
etiologias son diferentes, por lo que se ha reportado en diversas publicaciones que
el aumento de la osmolaridad en la lagrima es un sello distintivo de ojo seco y
parece ser el mecanismo central en la patogénesis del dafio en la enfermedad,

actualmente se usa como un marcador de ojo seco.*°
2.8 Origen y factores de riesgo

Existen diversas causas de la enfermedad, las cuales resultan a partir de dos
etiologias principales; ojo seco evaporativo y 0jo seco acuodeficiente la
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diferenciacion de ambas etiologias marco la pauta para la sub-clasificacion de la

enfermedad donde se encuentran; enfermedad de ojo seco asociado a Sjorgen,

asociado a deficiencias de glandulas lagrimales, hiposecrecion refleja, afecciones

en la apertura palpebral, uso de lente de contacto y conjuntivitis alérgica, etc.

En el siguiente esquema se observa la clasificacion actual mas aceptada de la

enfermedad, cabe destacar que el modelo de ojo seco experimental que se utilizd

en esta investigacion es o0jo seco acuodeficiente no asociado a sindrome de

Sjorgen.
| |
por falta secrecién acuosa ’ Evaporativo ‘

Ojo seco asociado , .
asfndrome Intrinseco Extrinseco
de Sjogren

Ojo seco no asociado e Seficencade

asindrome melbomiana vitamina A
Secundarlo de Sjogren 1=] LI
Falta de Trastornos de Farmacos téplicos
secreclén apertura de conservantes
lagrimal los parpados

Obstrucn del

glandula lagrimal
]

conducto de la

Baja frecuencial
de parpadeo

Accién de farmacos
Accutane

Farmacos
sistémicos

Uso de lentes
de contacto

Enfermedad de la
superficle ocular

(EJ., alergla)

Figura 1. Categorizacion de la enfermedad de OS. Tomado de Lemp, M. A., Baudouin, C., Baum,
J., Dogru, M., Foulks, G. N., Kinoshita, S., ... & Rolando, M. (2007). The definition and classification

of dry eye disease: report of the Definition and Classification Subcommittee of the International Dry

Eye WorkShop (2007). Ocular Surface, 5(2), 75-92, traduccién anénima.
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2.9 Inmunoregulacién: Tejido linfoide asociado a ojo (EALT)

La superficie ocular también necesita un sistema de proteccion al estar en
contacto con el ambiéntela cual se conoce como EALT (por sus siglas en ingles
Tejido Linfoide Asociado a Ojo) el cual deriva de MALT (por sus siglas en ingles
Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) MALT es el tipo de tejido linfoide secundario
gue se encuentra en lugares como son conjuntiva, pulmones e intestino; puede

distribuirse de manera especifica o difusa.

En el caso particular del globo ocular, cuenta con tejido difuso donde se
encuentran poblaciones de linfocitos y leucocitos distribuidos en la glandula
lagrimal (Tejido Linfoide Asociado a la Glandula Lagrimal), conjuntiva (CALT,
Tejido linfoide Asociado a Conjuntiva) y sistema de drenaje (LDALT Tejido Linfoide
Asociado a Drenaje Lagrimal), en conjunto estos tres sistemas conforman EALT

(ver Figura 3).

Entre las caracteristicas mas importantes de EALT se encuentra, la presencia de
células linfoides residentes, por lo cual no tiene un fenotipo inflamatorio al

contrario participan en la proteccién y regulacién en respuesta a un reto.

Sin embargo, ahora se conoce que en la lamina propia de la conjuntiva existen
numerosos vasos sanguineos (vénulas grandes endoteliales®!) que participan en
la migracion regulada de células linfoides (recirculacidon) pues expresan diferentes

moléculas asociadas a la migracion y adhesion leucocitaria.

La proteccién de EALT también incluye a la cérnea, ya que al cerrar l1os 0jos 0 en

vigilia se encuentra en contacto directo con la mucosa de la conjuntiva tarsal.

Entre las poblaciones presentes en EALT que mantienen la tolerancia
caracteristica de la superficie ocular en condiciones normales se encuentran
linfocitos CD4*, CD8* supresoras, linfocitos yd, células NKT (por sus siglas en
inglés T cells natural killer) y linfocitos intraepiteliales.

Se ha identificado a linfocitos T CD8* como la poblacibn mas abundante en el

epitelio conjuntival sin embargo tienen un papel supresor lo cual es importante
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para el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica. Por el contrario, la poblaciéon

de linfocitos T CD4* se localiza en la lamina propia de conjuntiva.

Conjunctiva-Associated
Lymphoid Tissue Lacrimal Drainage-
(CALT) Associated
Lymphoid Tissue
(LDALT)

Recircu-
lation

<t Y=o - -

Figura 2. Descripcion de la organizacién del tejido linfoide asociado a ojo. Tomado de Knop, E., &
Knop, N. (2005). The role of eye-associated lymphoid tissue in corneal immune protection. Journal
of anatomy, 206(3), 271-285.

Una poblacion con menor proporcion son células plasmaticas quienes son
productoras de IgA, asi como la presencia de IL-6 parece tener un papel crucial en
la inmunoregulacién ocular sin embargo en la patologia de ojo seco mantiene la

respuesta Thl (por sus siglas en inglés T helper type 1) en la superficie.

Moléculas como como VIP (por sus siglas en inglés vasointestinal peptide- péptido
vasointestinal) que es secretado por terminaciones nerviosas corneales®? 2 induce
un papel protector al expresar TGFB (Factor transformante beta) e IL-10
(interlucina 10) induciendo un fenotipo Tregs (T reguladoras)3, (fenotipo
importante en la superficie ocular para el mantenimiento de la inmunoregulacién),
estas Ultimas moléculas también son expresadas por las células epiteliales

corneales y conjuntivales.

La molécula IL1-RA (receptor antagonista de interleucina 1) es expresada y
secretada por células epiteliales corneales y conjuntivales, su funcion es modular

la respuesta inflamatoria de IL-1 (interleucina 1).
2.10 Inmunopatologia del Ojo Seco

En el proceso inmunopatolégico de la enfermedad de ojo seco, la

hiperosmolaridad e inflamacion juegan un papel importante pues se generan como
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consecuencia al estrés en la superficie ocular lo cual lleva a la pérdida del
microambiente tolerogénico3*, ya que las células epiteliales detectan sefiales de
dafio o estrés y responden sobre expresando diferentes moléculas como MHCII
(por sus siglas en inglés major histocompatibility complex II) e ICAM-1 (por sus
siglas en inglés intercelular adhesion molecular), esto resulta en muerte celular
(apoptosis) en células epiteliales conjuntivales quienes promueven la activacion de
vias como MAPK (por sus siglas en inglés mitogen activated protein kinase), JNK
(por sus siglas en inglés Jun N-terminal kinase), y p38 lo que tiene como resultado
la estimulacidén en la expresion de citocinas inflamatorias como: TNF-a (por sus
siglas en inglés tumor necrosis factor alpha), IFN-y (por sus siglas en inglés
interferon gamma), IL-1B (interleucina 1 beta), IL-17 (interleucina 17), IL-6

(interleucina 6)3°

La produccién de las citocinas inflamatorias antes mencionadas, conlleva a la
activacion de células presentadoras de antigeno (por sus siglas en inglés APC)
residentes en la superficie ocular®®, (diversos estudios reportan que eliminar las
células dendriticas residentes previene el desarrollo de ojo seco) que una vez
activadas expresan el receptor de quimiocina CCR7%’, quien permite la migracién
de la célula hacia los ganglios linfaticos mas cercanos(respuesta aferente), ahora
se conoce que este proceso se lleva a cabo en los ganglios cervicales®®, una vez
que las APCs llegan inducen la diferenciacion y proliferacién de células T CD4*,
quienes son polarizadas a los fenotipos Thl y Thl7 (por sus siglas en inglés T
helper type 17) por la influencia de citocinas como IL-12 (interleucina 12) e IFNy

asi como IL-6, IL-23 (interleucina 23), y TGF respectivamente®.

Posteriormente, los linfocitos diferenciados regresan a través de vasos linfaticos
eferentes a la superficie ocular por la activacion de receptores de quimicionas
como son CXCR5 y CCR5 para Thl, CCL20 en el caso de Thl7, una vez en la

superficie ocular ocasionan dafio epitelial de cérnea y conjuntiva®©.

La infiltracién de estos fenotipos celulares genera la expresion de citocinas que

promueven el mantenimiento de inflamacién y dafio celular.
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La respuesta que provoca cada subtipo de células T CD4* es diferente y

caracterizan por lo siguiente:

Thl estimula la secrecion de IFN-y e IL-1B, en particular IFNy induce la activacion
de células presentadoras de antigeno, la disminucion de células goblet y dafio en
células epiteliales corneales. Por otra parte, IL-1p estimula la expresiéon de TNFa y
MMP3 (por sus siglas en inglés matrix metalloproteinase 3), la presencia de IL-13
y TNFa estimula el reclutamiento de leucocitos a la zona de inflamacion donde
estos actuan promoviendo la expresion de moléculas de adhesion como es
ICAM-1 en el epitelio conjuntival, asi como la expresion de MHCII en células
presentadoras de antigeno, esto promueve mayor trafico leucocitario a la zona de

inflamacions®.

La respuesta tipo Th17 es conocida por ser de induccion temprana y antagonista
del fenotipo Treg, en la superficie ocular; promueve la expresion de MMP 3y 9
quienes tienen la capacidad de generar disrupcion de la barrera corneal*al
generar cambios en las uniones de las células epiteliales apicales corneales. IL-
17 es una citocina producida por células Th1l7 quien ha sido identificada como
células efectoras en distintas variedades de enfermedades autoinmunes en
humanos y modelos experimentales como: esclerosis multiple, artritis reumatoide,
lupus eritematoso encefalomielitis y uveitis autoinmune,** 42 43 sin embargo, en la
superficie ocular se le atribuyen cambios a través de VEGFD/C, VEGRF-3 (por sus
siglas en ingles vascular endotelial growth factor), para generar linfogénesis,
proceso que aumenta el calibre y nimero de conexiones linfaticas contribuyendo a
aumentar el trafico celular al ganglio cervical, el aumento en la expresion de IL-6
como parte de este fenotipo tiene correlacion con la severidad de los sintomas de
la enfermedad. Por su parte, IL-23 parece ser esencial para la sobrevivencia y
proliferacion de células Th17. Por dltimo, poco se sabe acerca de la actuacion de
autoantigenos como iniciadores de la disrupcion de la tolerancia inmunoldgica, sin
embargo se ha mencionado que M3R y KIK13 (Kallikrein13) pueden actuar como

autoantigenos en la superficie ocular?4,
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2.11 Diagnéstico, tratamiento e impacto en la calidad de vida

Actualmente, existen diferentes tipos de pruebas que apoyan el diagndstico clinico
de ojo seco, las cuales permiten valorar la calidad de mucinas de la pelicula
lagrimal a través de la observacion de los patrones de arborizacion que estas
generan, la cantidad total de lagrima basal y la observacion de la morfologia y
namero de células epiteliales y caliciformes. En conjunto estas pruebas

contribuyen a evaluar la estabilidad de la superficie ocular.

Prueba de Schirmer4546;

Técnica funcional para evaluar la cantidad de lagrima que es producida durante 5
minutos.

La técnica consiste en colocar una tira de Schirmer en cada ojo durante cinco
minutos en el canto externo de ojo lugar donde existen pocas terminaciones
nerviosas (al tocar alguna terminacion nerviosa de la superficie ocular se estimula
lagrimeo reflejo) y con la vista del paciente al frente.

Posteriormente la tira de schirmer es retirada, medida y comparada con valores

estandar.

Valores normales humanos: 2-5 cm en 5 minutos
Valores normales roedor: 2-3 mm durante 5 minutos (la estandarizacién se

realizo en 20, previo al inicio de la investigacion)

Prueba de Ferning*’:

Técnica que permite evaluar la calidad de lagrimal producida, a la cual se le
asigna un grado por el tipo de arborizacion que presenta, espacio entre
arborizaciones y presencia de moco; por lo tanto, grado 1 y 2 indica una buena
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calidad mucinica, 3 y 4 indica la presencia de alteracion en mucinas, estos grados
son comparados en por la escala de Rolando.

La técnica consta de tomar una muestra de lagrima con ayuda de una micro pipeta
0 una pipeta Pasteur la cual es colocada en un portaobjetos y vista al microscopio
a 10x y 40x para evaluar la calidad de mucinas.

Figura 3. Clasificacién del patron de mucinas segun la escala de Rolando.

Citologia de impresion4849;

Técnica no invasiva que permite evaluar el nimero, asi como la morfologia de las
células caliciformes presentes en el epitelio conjuntival. Esto permite dilucidar si
existe estrés en la superficie ocular. A través de la escala de Nelson se puede
evaluar el grado de dafio, la técnica ha cobrado importancia ya que en afios se
han podido caracterizar poblaciones celulares por citometria de flujo*® para su
analisis inmunoldgico y biologia molecular.
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2.12 Tratamiento

Aunque existen diversas técnicas para el diagnéstico de la enfermedad poco se ha
avanzado en un tratamiento eficaz, entre los medicamentos mas usados resaltan;
ciclosporina, corticoesteroides tépicos, derivados de tetraciclinas®! y recientemente
suplementos alimenticios®2. Sin embargo, en los tratamientos como ciclosporina el
tratamiento debe ser utilizado meses antes para que en determinado tiempo
realice su funcion especifica lo que implica que a largo plazo el medicamento
cause sintomas de irritacion y comezon ocular. Por otra parte, los corticoides
topicos a pesar de generar la mejora clinica no pueden ser utilizados por intervalos
de tratamiento largos pues provocan aumento de la presion intraocular, formacion

de catarata, glaucoma y susceptibilidad a infecciones.5?

El uso de lubricantes oftalmicos como el carbémero®, alcohol polivinilico,
hialuronato de sodio, celulosas etc, son las opciones mas utilizadas sin embargo
aunque cumplen la funcién de aliviar los sintomas, también pueden causar la
obstruccion de glandulas de meibomio, vision borrosa y baja retencién en la
superficie ocular.

Por ahora terapias contra la enfermedad siguen en fase experimental como son:
terapia contra SAR1118 y contra LFA-1%. Esto implica que hasta ahora los

medicamentos existentes solo funcionen como paliativos.>®

Actualmente se considera que 0jo seco tiene un impacto en la calidad de vida, ya
que si la funcién visual se ve afectada y repercute directamente en actividades
diarias, actividad fisica, productividad en el ambito laboral y directa e

indirectamente en el costo de la enfermedad®’.

2.13 Definicidn de Obesidad

Segun la Organizacion Mundial de la salud, lo define como la acumulaciéon
anormal 0 excesiva de grasa que presenta un riesgo para la salud. Una medida de
obesidad en bruto es el indice de masa corporal (IMC), el peso de una persona

(en kilogramos) dividido por el cuadrado de su altura (en metros)®e.
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2.14 La obesidad como un factor ambiental de riesgo para enfermedades

inflamatorias

La incidencia de la obesidad registré un dramético aumento en los ultimos 30 afios
por lo que se ha convertido en un problema de salud publica en Norteamérica.>®
México se encuentra entre los tres primeros paises con alta incidencia de
obesidad. Existen dos factores asociados al aumento en la tasa de obesidad: el
primero son las tendencias sedentaritas en el estilo de vida actual y en segundo
lugar las modificaciones alimentarias, especificamente el consumo frecuente de

dietas altas en grasas y carbohidratos.

La obesidad y el sobrepeso son los principales factores de riesgo de una serie de
enfermedades cronicas, como la diabetes, las enfermedades cardiovasculares y el
cancer. Alguna vez considerado un problema solo en los paises de altos ingresos,
el sobrepeso y la obesidad ahora estan aumentando drasticamente en los paises

de ingresos bajos y medianos, particularmente en los entornos urbanos.®°

Actualmente, se sabe que para que se desarrollen enfermedades inflamatorias
cronicas, se requiere una compleja interaccion entre la predisposicion genética de
los individuos y factores ambientales. Una gran variedad de factores ambientales
pueden modificar el curso de enfermedades inflamatorias como por ejemplo:
infecciones, uso desmedido de antibidticos (alteraciones del microbioma),
contaminacion y el habito de fumar, sin embargo la obesidad se resalta como uno
de los factores ambientales mas importantes que podrian facilitar el inicio no solo
de las enfermedades metabdlicas y cardiovasculares sino como un participante

central que promueve o facilita el inicio de enfermedades como colitis y alergias.®!

2.15 El desarrollo de la obesidad estd acompafiado por cambios en la

respuesta inmune.

Durante mucho tiempo se creyd que el tejido adiposo (TA) fungia Unicamente
como un érgano en donde se almacenaba la energia, ahora se sabe que el TA es

un oOrgano altamente activo y puede secretar diversos mediadores tanto
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inflamatorios (leptina) como anti-inflamatorios (adiponectina). La composicion del
TA no se limita a la actividad de los adipocitos en sus diferentes etapas del
desarrollo que ahi se encuentran ya que en este tejido se encuentra una gran
variedad de células inmunes residentes, predominantemente macréfagos y en un
menor numero de granulocitos y linfocitos. Una caracteristica esencial es que
previo el desarrollo de la obesidad todas estas poblaciones celulares despliegan
fenotipos reguladores y por lo tanto desempefian un papel tolerogénico. Por el
contrario, de manera paralela a los procesos de hipertrofia e hiperplasia de los
adipocitos, se dan cambios metabdlicos en estas células lo cual provoca la
secrecion de citocinas inflamatorias como TNF-a e IL-1B y quimiocinas como
MCP1 (CCL2) en humanos y ratones, por lo que ahora se conoce alteran las
funciones de las células residentes quienes cambian su fenotipo, ahora

inflamatorio.5?

Ademas, se observan cambios en las células residentes y una gran infiltracion de
otras poblaciones como eosindfilos y mastocitos, que migran al tejido adiposo en
respuesta a la producciéon de guimiocinas.®® Todos estos cambios inmunolégicos
generados por el TA, han llevado a la identificacién de un proceso inflamatorio
cronico considerado de bajo grado, el cual acomparfia al desarrollo de obesidad,
dicho fenédmeno actualmente es llamado “Metainflamacion”®4. ElI microambiente
inflamatorio local si no es controlado puede extenderse hacia 6rganos distantes
del TA, como ocurre en el desarrollo de higado graso.
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Obesity-associated diseases with immunological complications

- CNS inflammation
Dementia

Sleep apnea and hypoxia
y 2 " Immune dysfunction
Respiratory infection Thymic involution
HiN1 influenza
i:f,::ﬁ:m'a Vaccination failure ——— Atherosclerosis
. ) lipidemia
Liver disease s
Fatty liver Diabetes, insuliis,
Cirrhosis pancreatitis
Adipose-tissue leukocytosis
Dysb Inflammasome activation
Inflammed veins,
blood clots
Cancer
Breast
Uterus Arthritis
Colon
Esophagus
Pancreas
Kidney Insulin
Prostate
Gout
Obesity
Adipose tissue leukocytosis Lipogenesis in primary lymphoid organs
e Thymus Bone marrow

EAS
Eos Neut MC

658588 §5655 8

1Ty&Ty1 182 M1 tMPO, 11
VT M2 i
Ut
~ (s
E N
Chronic inflammation Defective immune surveillance Obese state
Obesity
CVD Al o Insulin resistance
toimmunity?
Neurodegeneration Infections Hepatosteatosis

Cancer?

Figura 4. Cambios en el sistema inmune asociados al desarrollo de obesidad. Tomado de
Kanneganti, T. D., & Dixit, V. D. (2012). Immunological complications of obesity. Nature
immunology, 13(8), 7

26



3- JUSTIFICACION

Se han determinado importantes cambios asociados a la obesidad como los
responsables de iniciar o agravar el curso de enfermedades inflamatorias, sin
embargo, el impacto que tiene la obesidad en el desarrollo de enfermedades
inflamatorias oculares ha sido pobremente explorado. La prevalencia e incidencia
de obesidad en paises como México es considerablemente alta, por lo que esto
podria ser un factor de riesgo que hasta hoy ha sido ignorado para entender el
desarrollo y persistencia de la inflamacion ocular, contribuyendo al desarrollo de
0j0 seco ya que la mayoria de informacion se centra en retinopatia diabética como

una complicacion en personas con diabetes por un largo periodo de tiempo.

La investigacion basica en este tema puede ayudar a identificar los mecanismos
inmunologicos que se ven alterados en la enfermedad de ojo seco para asi
generar respuestas a terapias mas eficientes dirigidas a mediadores inflamatorios
alterados, y asi superar tratamientos paliativos hasta ahora existentes.
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4- HIPOTESIS

Los ratones alimentados con una dieta obesogénica desarrollaran ojo seco de

manera mas grave comparado con animales expuestos a una dieta estandar.
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5- OBJETIVO PRINCIPAL

Evaluar y comparar la gravedad de los signos de Ojo Seco entre animales
alimentados con una dieta estandar (SC) y animales alimentados con una dieta
obesogénica (HFD) en la cepa de ratones C57BL/6 y BALBI/c.

6- OBJETIVOS PARTICULARES

- Evaluar y comparar la gravedad de los signos de OS entre ratones con dieta SC

y HFD, mediante las técnicas BUT, Schirmer, Ferning y Citologia de Impresion.

- Realizar cultivos de ganglio y bazo para analizar el comportamiento de la

respuesta inflamatoria sistémica.

- Analizar niveles de mediadores inflamatorios como son TNFa, IL-13, IFNy, IL-13,
IL-22 e IL-15 en sobrenadante de cultivo de bazo y suero de ambos grupos
experimentales por la técnica de ELISA sandwich.

- Caracterizar y comparar las diferencias sistémicas y locales de poblaciones
inmunes infiltrantes en respuesta al dafio ocular inducido en entre la dieta

Standard y Obesogénica (HFD) por medio de la técnica Citometria de flujo.
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7- MATERIAL Y METODOS

7.1 Induccién de Obesidad

Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c y C57BL/6 de 6-7 semanas de
edad, la colonia de reproduccion se encuentra en el Bioterio de la Facultad de
Estudios Superiores Iztacala, los ratones se dividieron aleatoriamente en dos
grupos.

El primer grupo fue alimentado con una dieta estdndar para roedores (SC,
standard chow) y el segundo fue alimentado con dieta obesogénica con alto
contenido en grasa (HFD, high fat diet) (40% de grasa). Ambos grupos se
mantuvieron con las respectivas dietas durante diez semanas, donde el peso fue
registrado semanalmente.

Para comprobar que los ratones no eran diabéticos se realizo toma de glucosa a la

semana inicial, 5y 10.%° Esta prueba debia incluir valores menores a 250mg/dl.

7.2 Estandarizacion de técnicas para evaluar OS

Las técnicas para el diagndstico de ojo seco en humanos (Schirmer, Ferning y
Citologia de impresién) fueron estandarizadas para conocer los valores normales

de los ratones en cada prueba como se describen a continuacion.

7.3 Induccion y evaluacion del cuadro clinico de Ojo Seco

El modelo ojo seco se indujo con escopolamina, modelo que se tomd a
consideracion ya que es menos agresivo y el cual recrea caracteristicas muy
similares a la deficiencia acuosa de la pelicula lagrimal. El modelo se logré inducir

con inyecciones subcutaneas dorsales que contenian 1mg de escopolamina
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(Sigma-Aldrich) en un vehiculo de 60plde solucién salina estéril, tres veces al dia
durante diez dias por cada raton.

Para evaluar el cuadro clinico se realizaron las técnicas Schirmer, Ferning y
citologia de impresion, para determinar la estabilidad de la pelicula lagrimal en los
dias 0, 5 y 10 post induccion de escopolamina, para evitar una sobrecarga de
agentes quimicos, los ratones no recibieron escopolamina debido a la anestesia
gue se va a administro para llevar a cabo dichas pruebas.

7.4 Cuantificacién de volumen lagrimal por la técnica Schirmer

El ratén fue previamente anestesiado con 40ul de anestesia (Xilasina, PiSA), el
farmaco se dejo actuar durante 20 minutos y posteriormente se realiz6 la técnica.
La técnica consistio en colocar una tira de Schirmer (Ophthalmic Strips) en el
parpado superior con ubicacion temporal en ambos ojos durante 5 minutos para
evaluar la cantidad de lagrima que produce el ratén, una vez terminado el tiempo
se midid la tira con micrometro Vernier digital (Mitutoyo) y los valores obtenidos
fueron registrados y analizados.

Finalmente, la tira fue sumergida en OH 96% durante un minuto para fijar las
células caliciformes que se adhirieron a la tira. La técnica se realizé en los dias 0,

5, 10 posteriores a la induccion con escopolamina.

7.5 Analisis del patron de mucinas mediante la técnica de Ferning

El raton previamente anestesiado se dejé en reposo durante 15 minutos una vez
terminada la técnica de Schirmer.

Posteriormente se tomd una muestra de lagrima de ambos 0jos con una pipeta
aditada con una punta de 1-10ul, cada lagrima se coloc6 en un portaobjetos.

Una vez terminado, fueron observadas al microscopio con el objetivo 40x y
fotografiadas y a cada patrén de lagrima se le asigné un grado de dafio de

acuerdo a la escala de Rolando, donde 1y 2 pertenece a un patron mucinico ideal,
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3y 4 un patrén de dafio. La técnica se realizo en los dias 0, 5, 10 posteriores a la

induccion de OS con escopolamina.

7.6 Cuantificacion de células caliciformes

La cuantificacion se realizd mediante la técnica Citologia de impresion.
La técnica consistié en sumergir la tira de Schirmer utilizada para medir la cantidad

lagrimal, en un tren de tincidn que consistié en los siguientes liquidos:

Agua destilada por 10 segundos
Acido peryddico por 10 minutos
Agua destilada por 5 minutos
Hematoxilina por 30 segundos
Agua moniacal por 30 segundos
Alcohol al 70 % por 5 minutos
Alcohol al 96% por 5 minutos
Xilol 1 por 11 minutos

Xilol 2 por 11 minutos

Xilol 3 por 11 minutos

Una vez que se termind el tren de tincién, las tiras se dejaron secar y
posteriormente se coloc6 en un portaobjetos, se analizé y conto en el microscopio

a 10x, con ayuda de un contador celular.

7.7 Recoleccion de tejidos

Al término del experimento los ratones fueron sacrificados por dislocacién cervical,
y se extrajo los siguientes tejidos de cada raton: conjuntivas, glandula lagrimal,
corneas, ganglios cervicales, bazos, higados y colon.

Las muestras oculares de ojo izquierdo fueron fijadas en paraformaldehido, las

muestras de ojo derecho disgregadas en TRIZOL y congeladas a -80°C.
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Los ganglios cervicales y bazos fueron macerados y recuperados para realizar
citometria de flujo (pellet celular) y ELISA sandwich (sobrenadante).

Higados se fijaron en paraformaldehido para realizar histologia.

Cada colon fue medido para comparar el efecto de la dieta alta en grasa (HFD) vs
la dieta Standart (SC).

7.8 Cuantificacion de citocinas por ELISA sandwich

La técnica ELISA se realizo es muestras de suero y sobrenadantes de cultivo de

organos como bazo y ganglio cervical, donde se realizd el siguiente proceso:

Sensibilizacion de la placa

Se diluy6 el anticuerpo de captura en 10ml en buffer de pegado (Apéndice 1) se
homogeniz6 y se colocaron 100ul por pozo utilizando una micro pipeta multicanal
(Gilson) en la placa de ELISA (Costar) por 96 pozos. Para que se llevara a cabo la
reaccion de pegado del anticuerpo a la placa esta ultima se cubrié con papel

aluminio y fue incubada a 4°C por una noche.

Muestras y curva

Al dia siguiente la placa fue retirada del refrigerador de 4°C y se lavo 3 veces con
la solucion de lavado (Apéndice 1), después se secé tres veces de manera manual
agitando la placa, y durante dos horas a temperatura ambiente se bloqueé el
pegado inespecifico con 300ul de solucién de bloqueo (Apéndice 1), después se
lavé tres veces y posteriormente fue secada de manera manual.

Una vez que la placa se encontraba seca, se colocaron las muestras en los pozos
correspondientes, para poder extrapolar los valores de densidad oOptica se realizo
una curva patron con la correspondiente citocina recombinante murina, con
diluciones al doble para cada una de las placas y se utilizaron las dos primeras
filas de la placa, diluidas en solucién de bloqueo.

Las curvas se iniciaron con una concentracion de 12,000pg, nuevamente se

incubo la placa por una noche a 4°C.
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Revelado de ELISA sandwich

La placa se llevo a temperatura ambiente, se lavo 4 veces y se secO de manera
manual, para posteriormente adicionar el anticuerpo correspondiente a cada
citocina marcado con biotina en un volumen de 100ul por pozo de una dilucion de
2p/ml de anticuerpo por biotina en solucion de bloqueo (Apéndice 1)y se incubd
por una hora a temperatura ambiente.

Terminado el tiempo de incubacion se lavo 4 veces la placa y se sec6 de manera
manual.

Se prepard una dilucién de 1:5000 de enzima streptoavidin peroxidasa en solucién
de bloqueo, para obtener un volumen final de 10 ml de esta dilucién y colocar
100ul en cada pozo para dejar incubar las placas por 45 minutos a temperatura
ambiente.

Por ultimo, se lavd 5 veces la placa y se secé de manera manual.

Se preparo la solucion del sustrato de la enzima que consistia en 100ul de H20: al
3% () en 10 ml de ABTS (Apéndice 1) se homogenizo la solucion y se colocé 100ul
por pozo, se dej6 a temperatura ambiente 3 minutos y se llevo al lector de placa

(EPOCH) utilizando filtro para lectura de 405nm de longitud de onda.

7.9 Cultivo celular de bazo

El bazo y ganglio fueron macerados con ayuda de cell strainers (Falcon) (100 uM)
en la campana de esterilidad cada uno en una caja de Petri con 5ml de medio de
cultivo, el sobrenadante fue recuperado y colocado en tubos estériles de 15ml,
para obtener la suspensién celular las muestras fueron centrifugadas durante 5min
a 3500rpm.

Las muestras se decantaron y a cada suspension celular recuperada se le coloco
3ml de solucién hemolizante (cloruro de amonio) durante 4 minutos, terminado el
tiempo la reaccion se par6 con 3 ml de medio. Cada muestra fue centrifugada
5min durante 15min el sobrenadante se decantd y la suspension celular se ajusté

a un volumen de 15 ml en bazo y 3ml en ganglio cervical.
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Para realizar la cuantificacion de células se realizé una dilucién 1:2, 20ul de
muestra mas 20yl de azul tripano, tomando 10 pl para contar en la camara de
Neubauer con la finalidad de ajustar 3 millones de células en cada mililitro de

medio.

Una vez ajustadas las muestras a 3millones:1ml, las células fueron sembradas en
placas de 24 pozos. Donde por cada ratén se sembraron 7 pozos de los cuales 4

fueron estimulados con Concanavalina y los 3 restantes no fueron estimulados.

Las placas de cultivo resultantes fueron incubadas durante 48hrs a 36°C, al
término de la incubacién se recuperaron los sobrenadantes y almacenados a una
temperatura de -80°C, para ser analizados posteriormente en la técnica de ELISA

sandwich.

7.10 Citometria de Flujo

La técnica de tincion se realizé con las muestras de cultivo de bazo y ganglio las

cuales fueron ajustadas a 1x108/ml.

Cada muestra fue centrifugada 5min a 3500rpm, el sobrenadante se decanto y se
colocé en cada muestra 300ul de Buffer de FACS (ver apéndice 1) y los
anticuerpos especificos (CD4-APC), (F480-PECy7), (CCR5-Percp), (MHCII-FITC),
(Ly6G-APCCy7), (CD8-PE), en este momento se incubo por 30min. Pasado los
30min las muestras fueron centrifugadas por 5min a 3500rpm, se decant6 para
colocar buffer de FACS y paraformaldehido y asi fijar las muestras para

posteriormente ser analizadas en el Citdbmetro de Flujo (Attune, life technologies).
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8.- RESULTADOS

8.1- Inducciéon de obesidad

Se registro el peso corporal de los ratones experimentales previoy a las 5y 10
semanas posteriores a ser alimentados con las dietas indicadas. En las siguientes
figuras se presenta el porcentaje de peso ganado comparado con el peso inicial en
ambas cepas. Asi los datos mostraron que en grupos de ratones de la cepa
C57BL/6 aumentaron aproximadamente 70% con respecto a su peso inicial,
contrario a la cepa BALB/c que género una ganancia alrededor del 50% de peso
con respecto al inicial. Por otro los grupos alimentados con la dieta SC generaron

menos del 25% de ganancia de peso con respecto a su peso inicial.
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Figura 5-. Muestra el porcentaje de peso ganado en diferentes cepas, BALB/c (A) y C57BL/6 (B),
alimentadas con HFD vs SC (A, B). ****p <0.00001 **p <0.01 analizado con la prueba “t” student,
Graph pad 6, (n=10 en 5 experimentos C57BL/6, n=8 en 2 experimentos BALB/c).
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8.2- Niveles de glucosa

Adicionalmente los niveles de glucosa se registraron en todos los grupos
experimentales, los resultados se muestran en la figura 2 evidencian que ambas
cepas alimentadas con la dieta HFD, aumentaron sus niveles de glucosa en
sangre con respecto a las semanas de alimentacién sin embargo ningdn grupo
reportd niveles mayores a 250mg/dl lo que sugiere que, no desarrollaron diabetes,

pero presumiblemente generaron resistencia a insulina.
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Glucosa BALB/c

-8~ BALB/c HFD
-B- BALB/c SC
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-®- C57BL/6 HFD
-®- C57BL/6 SC

T T 1
o] 5 10

semanas de alimentacién

Figura 6-. La figura muestra niveles de glucosa en sangre de ambas cepas (figura 6A, 6B), donde
ningln grupo supero los 250mg/dl. **p <0.01 analizado con la prueba “t” student, Graph pad 6,

(n=10 en 5 experimentos C57BL/6, n=8 en 2 experimentos BALB/c).
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8.3- Cambios inducidos por la dieta en la cepa BALB/c

Para confirmar que la dieta HFD habia generado los cambios esperados
asociados a obesidad como aumento en el tamafio de tejido adiposo, alteracion de
la longitud del coldn, y esteatosis hepatica, los parametros se registraron en la
semana 10.

.-—___--__
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SC

Figura 7-. Se muestran los cambios morfoldgicos inducidos por la dieta HFD vs la SC en la cepa de
raton BALB/c después de 10 semanas de alimentacion, panel 8A; muestra las diferencias del
aumento de tejido adiposo (TA), panel 8B; muestra las diferencias hepéticas, panel 8C; muestra los
cambios longitudinales del colon. (n=4 en 2 experimentos BALB/c).
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El panel anterior muestra los cambios en el tejido adiposo inducido por la dieta
después de 10 semanas, fue evidente el grupo alimentado con una dieta alta en
grasas genero un claro aumento de TA en comparacion con el grupo SC.

Uno de los cambios mas importantes en la obesidad cronica es la presencia de
esteatosis hepatica, pues esta condicion es capaz de desencadenar inflamacion
en diferentes 6rganos dado lo anterior los higados fueron extirpados vy
comparados. El panel 8B muestra un cambio morfolégico evidente entre ambos
grupos, sin embargo, al analizar el color, textura, tamafio y peso del 6rgano en

comparacion al grupo control las diferencias fueron minimas.

Por ultimo, el largo del colon fue medido, pues se ha reportado que una dieta alta
en grasas en capaz de disminuir el tamafio del mismo. El panel 8C muestra el
acortamiento del colon por parte del grupo HFD, sin embargo, el tamafio del ciego
no sufrié6 modificaciones importantes. Una vez los grupos terminaron las semanas
de alimentacion, fueron sometidos a la induccién de la enfermedad donde se

obtuvieron los siguientes resultados.
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8.4- Induccion experimental de OS

Una vez que los grupos de la cepa BALB/c terminaron el tiempo de ingesta de la
dieta, se indujo ojo seco y durante el curso de este se obtuvieron los siguientes
datos.

La figura 9, muestra el comportamiento del volumen lagrimal de ambos grupos, al
antes de iniciar el modelo de la enfermedad mostraron comportarse de manera
similar, lo que infiere que la dieta HFD parece no tener un efecto importante en la
ausencia de la enfermedad, sin embargo, una vez que se indujo el modelo, el
grupo HFD mostro una ligera tendencia a disminuir su volumen lagrimal en

comparacion con el grupo SC (5% de grasa).

Schirmer BALB/c

] BALB/c SC
2.004 [ BALB/c HFD

1.754

1.50

1.25
T T
5 10

Dias post-escopolamina

volumen lagrimal /5min

Figura 8-. La figura muestra el volumen lagrimal, por la prueba de Schirmer en la cepa BALBI/c, en
los 10 dias de induccion del modelo con escopolamina, analizado con la prueba “t” student,

Graph pad 6, (n=8 en 2 experimentos BALB/c).

Por otra parte, al analizar los patrones de arborizacién en los grupos de la cepa
BALB/c después de 10 semanas de alimentacion con ambas dietas, mostraron
patrones de arborizacion de una lagrima saludable lo cual era esperado, sin
embargo, a la inducciébn de ojo seco, ambos grupos mostraron una drastica

disminucién en el patron de mucinas sin diferencias entre si.
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Lo que podria indicar que las diferencias fenotipicas de la cepa también tienen

repercusion a nivel ocular.

Al analizar los patrones de arborizacidbn los grupos mostraron patrones de
arborizacion de una lagrima saludable antes de la induccion del modelo, lo cual
era esperado, sin embargo, a la induccién de OS, ambos grupos mostraron una

drastica disminucién en el patron de mucinas sin diferencias entre si.

Dias post escopolamina
(] 5 10

SC

HFD

Panel 1-. El panel muestra la diferencia en los patrones de arborizacion de mucinas en la cepa
BALB/c alimentados con la dieta SC y HFD por 10 semanas y posterior a la induccién de ojo seco

experimental. (n=8 en 5 experimentos C57BL/6, n=8 en 2 experimentos BALB/c).
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Finalmente, el nimero de celulas caliciformes fueron contadas, los datos no
muestran diferencias significativas entre los grupos, pues ambos disminuyen su
namero a lo largo de la induccién de OS, lo que indica que la tolerancia de la

superficie ocular podria estar afectada.

Citologia de impresién BALB/c
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Figura 9-. La figura muestra el nimero de células caliciformes presentes en un mmz2 de la tira de
Schirmer, por la técnica de citologia de impresion en la cepa BALB/c, en los 10 dias de induccién
de escopolamina, analizado con la prueba “t” student, Graph pad 6, (n=6 en 2 experimentos
BALB/c).

Es escasa la informacion que existe a cerca de la relacién del globo ocular con
tejidos linfoides secundarios, con el fin de regular una respuesta inmunologica. El
proceso hasta ahora descrito es la interaccion bazo-camara anterior, dado lo
anterior buscamos concentraciones de diferentes citocinas en sobrenadante de

bazo; donde se encontraron los siguientes datos.
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8.5- Cuantificacién de citocinas en sobrenadante de bazo
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Figura 10.- Las figuras muestran los niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivo en bazo
estimulados con 1ul de concanavalina, en grupos de ratones experimentales de la cepa BALB/c
alimentados con dos tipos de dietas. ***p <0.0001, **p <0.01 *p <0.05, analizado con la prueba “t”

student, Graph pad 6, (n= 10 en 1 experimento BALB/c).

En los grupos experimentales de la cepa BALB/c, evidencio que las
concentraciones de IL-13 aumentaron exponencialmente a lo largo de la induccion
del modelo, a excepcion del dia 10 donde el grupo HFD disminuyo su
concentracion.

La figura 10C muestran que tan solo la ingesta de dos tipos de dietas, induce

cambios en la concentracion de IL-15, pues la citocina se encuentra aumentada en
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el grupo alimentado con SC, posterior a la induccion ambos grupos aumentaron
exponencialmente su concentracion.

Por otra parte, la concentracion de IFNy a pesar de mostrar cambios entre ambos
grupos no fue significativa pues la concentracién de picogramos oscila entre los 80
y 120 pg/mL. ElI andlisis de IL-22 no mostro diferencias estadisticamente

significativas.
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8.6- Cambios inducidos por la dieta en la cepa C57BL/6

Por otra parte, los grupos de la cepa C57BL/6 mostraron un panorama diferente,

pues la el TA (11A) generado fue mayor al grupo BALB/c HFD.

Figura 11.- En la figura se observan los cambios inducidos por la dieta HFD vs la SC en la cepa de
ratbn C57BL/6 después de 10 semanas de alimentacion, panel 11A; muestra las diferencias del
aumento de tejido adiposo (TA), panel 11B; muestra las diferencias hepaticas, panel 11C; muestra

los cambios longitudinales del colon. (n=4 en 2 experimentos C57BL/6).
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Los cambios morfolégicos eran los esperados debido a la diferencia genética de
ambas cepas. Los cambios en el higado, mostraron al grupo HFD con una ligera
tendencia a tener un higado de mayor tamafo, asi como una ligera coloracion
blanquecina. Adicionalmente como se puede observar en el panel 11C, la longitud
del colon fue menor en HFD, tal y como se reporté en la cepa BALB/C, pero en
este caso la disminucion fue exacerbada. Lo anterior nos llevd a deducir que
debido a estas diferencias morfolégicas el cuadro clinico de la enfermedad se

veria exacerbado en comparacion a la cepa BALB/c.

8.7- Induccion experimental de OS

Antes de la induccién de OS, los grupos no mostraron diferencias entre su
volumen lagrimal, al igual que en la cepa BALB/c, lo que reafirma la idea que la
ingesta de la dieta no juega un papel deletéreo en la ausencia de OS. Sin
embargo, después de la induccion del modelo, SC presentd una disminucién
significativa en el volumen lagrima comparado con HFD, lo que no era esperado,

debido a los cambios morfol6gicos por la dieta alta en grasa.

Schirmer C57BL/6

250 C57BL/6 SC
Il Cc578BL/6 HFD

volumen lagrimal /5min

0 5 10

Dias post-escopolamina

Figura 12.- La grafica muestra el volumen lagrimal, por la prueba de Schirmer en la cepa C57BL/6,
en los 10 dias de induccién del modelo con escopolamina. *p <0.05, analizado con la prueba “t”

student, Graph pad 6, (n=8 en 5 experimentos C57BL/6).
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Dias post escopolamina

Panel 2.- El panel muestra la diferencia en los patrones de arborizacion de mucinas en la cepa
C57BL/6 alimentados con la dieta SC y HFD por 10 semanas y posterior a la induccién de ojo seco

experimental. (n=8 en 5 experimentos C57BL/6).

Al realizar la prueba de Ferning, en ambos grupos después de ser alimentados por
10 semanas se observl patrones de arborizaciones que indicaban una lagrima
saludable, a la induccion de ojo seco sorprendentemente HFD preservo el patrén
de arborizacién, lo que no ocurrié en el grupo control, pues posterior a la induccién
los patrones evidenciaron la perdida de arborizaciones lo que sugiri6 que la
ingesta de una dieta alta en grasas por 10 semanas genero un papel de proteccion

0 atenuacién al menos en la cepa C57BL/6.
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En el analisis de células caliciformes presentes en la superficie ocular, demostro
que estas sin ningun estimulo se encuentran en nimero similares y comparables
de la misma forma con BALB/c, posterior a la inducciébn ambos grupos pierden

celulas de manera muy similar.

En este punto podemos explicar, que posterior a la induccion del modelo, la

técnica de citologia de impresion no genera diferencias entre ambas cepas.
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Figura 13.- La figura muestra el nUmero de células caliciformes presentes en un mm? de la tira de
Schirmer, por la técnica de Citologia de Impresion en la cepa C57BL/6, en los 10 dias de induccién
del modelo con escopolamina, analizado con la prueba “t” student, Graph pad 6, (n=8 en 5
experimentos C57BL/6).
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8.8- Cuantificaciéon de citocinas en sobrenadante de bazo

La cuantificacion de citocinas en el sobrenadante de bazo en la cepa C57BL/6

mostraron las siguientes diferencias.
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Figura 14.- La figura muestran los niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivo en bazo
estimulados con 1ul de concanavalina en la cepa C57BL/6 alimentados con dos tipos de dietas.

***p <0.0001 *p <0.05, analizado con la prueba “t” student, Graph pad 6, (h=10 en 2 experimentos).
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Las figuras anteriores muestran las diferencias en la concentracion de citocinas en
el sobrenadante del cultivo celular de bazo, la figura 14A evidencia que la
concentracion de IL-13 se encuentra aumentada tan solo por la ingesta de una
dieta alta en grasas, a pesar de ello una vez que se indujo el modelo, la
concentracion disminuyo, mientras que el grupo alimentado con la dieta SC
mantuvo una concentracion constante.

La expresion de IL-15 mostré disminucion en ambos grupos al dia 5 respecto al
dia 0, sin embargo, el grupo HFD logro aumentar la expresion al dia 10.

Por otra parte, los niveles de IL-22 mostraron tendencia a disminuir su expresion
en ambos grupos posterior a la induccion de ojo seco.

Finalmente, el andlisis de IFNy, mostro niveles nulos al dia 0, posterior a la
induccion de ojo seco ambos grupos aumentaron sus concentraciones, aunque la

cantidad de picogramos presentes no fue significativa
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8.9- Analisis de poblaciones celulares de bazo

Para conocer si el comportamiento de las citocinas medidas, se relacionaba con la
presencia o ausencia de diferentes tipos celulares capaces de expresarlas, se
analizaron diferentes poblaciones celulares de bazo por citometria de flujo en los
grupos experimentales de la cepa C57BL/6 quienes mostraron mayor diferencia a

nivel anatémico y molecular.
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Figura 15.- La figura muestra la estrategia de analisis para la diferenciaciéon de células no
granulares, y de lado derecho las imagenes representativas de la caracterizacion en la poblacién
celular de células CD4*, CD8* de los grupos experimentales de la cepa C57BL/6 alimentadas por
10 semanas, a los dias 5 y 10 post induccion de ojo seco experimental. (n=5 en 4 experimentos
C57BL/6.

La figura anterior muestra las imagenes con los porcentajes representativos de las
poblaciones celulares correspondientes a cada grupo experimental, demostrando
la existencia de una poblacién mayor de células CD4 y CD8 en el grupo control en

comparacion al grupo alimentado con HFD.
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Figura 16.- La figura muestra la estrategia de analisis para la diferenciacion de células granulares,
de lado derecho las imagenes representativas de la caracterizaciébn en poblacion celular de
neutréfilos diferenciada por granularidad y respuesta al marcado Ly6G de los grupos
experimentales de la cepa C57BL/6 alimentadas por 10 semanas con diferentes dietas a los dias O,

5y 10 post induccidén de ojo seco experimental. (n=5 en 4 experimentos C57BL/6).

El comportamiento de neutréfilos en el bazo después de la induccion de ojo seco
experimental, evidencia el aumento el porcentaje de celulas en HFD al dia 5 post-
induccion, el cual disminuye al dia 10. A diferencia el grupo alimentado con la

dieta SC, quien mostro niveles similares en el proceso de induccion.

Estos datos sugieren la participacion de neutrdfilos del bazo en el proceso

inflamatorio.
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Figura 17.- La figura muestra la estrategia de analisis para la diferenciacion de células granulares,
de lado derecho las imagenes representativas de la caracterizacion en poblacion celular de
macréfagos que responder a marcadores CCR5 y MHCII de los grupos experimentales de la cepa
C57BL/6 alimentadas por 10 semanas con diferentes dietas a los dias 0, 5 y 10 post induccién de

0jo seco experimental. (n=5).

Otro parametro importante es el comportamiento de macréfagos activados
capaces de migrar del bazo, por lo cual se decidi6 utilizar los marcadores CCR5 y
MHCII para su identificacion.

Por parte el grupo experimental C57BL/6 HFD muestra el aumento de macréfagos
capaces de migrar al dia 5, cuando al dia 10 disminuye la poblacion que los datos
sugieren que migraron quedando solo células que expresan el marcador CCR5

que presumiblemente serian células dendriticas o células B.

Debido a las diferencias existentes evidentes entre ambas cepas en el cuadro
clinico y niveles de citocinas en bazo, la pregunta que surgiéo es que, si estas
dependian, del tipo de ingesta de la dieta como un suplemento alimenticio, el cual
pudiera retrasar los signos de la enfermedad. Por lo tanto, se realizd un
experimento en la cepa C57BL/6, pues fue quien mostro mayores cambios
benéficos, donde, al mismo tiempo de la induccién de OS, se administrd la dieta
HFDy SC.
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8.10- Diferencias en la cepa C57BL/6 debido a la ingesta de la dieta durante

la induccion de (O1) experimental

Se utilizaron ratones de entre 8-9 semanas se dividieron en dos grupos; un grupo
fue alimentado con la dieta estandar y otro con la dieta HFD durante 10 dias, 10

dias en los cuales se indujo 0jo seco experimental.

Schirmer dieta simultanea
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Figura 18.- La figura muestra el volumen lagrimal en ratones de la cepa C57BL/6 alimentados con
diferentes dietas al momento de la induccién de ojo seco experimental, analizado con la prueba “t”
student, Graph pad 6, (n=10 en 1 experimento C57BL/6).

La prueba de Schirmer evidencio que después de 5y 10 dias de alimentacién e
induccion de ojo seco, ambos grupos perdieron volumen lagrimal de la misma

forma.
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Panel 3.- La figura muestra imagenes representativas del patrén de arborizacién de mucinas en
ratones de la cepa C57BL/6 alimentados con diferentes dietas al momento de la induccién de ojo

seco experimental. (=8 en 5 experimentos C57BL/6, n=8 en 2 experimentos BALB/c).

Lo mismo sucedio6 en la prueba de Ferning pues ambos grupos perdieron el patron

de arborizaciéon después de la induccién de ojo seco.

Los datos muestran que la ingesta de una dieta diferente al momento de la
induccién de ojo seco, no provoca hingun cambio. Lo que podria sugerir que los
cambios clinicos y celulares pueden ser dependientes del tiempo de ingesta con
un efecto benéfico o deletéreo por la posible generacion de esteatosis hepatica.

Por lo tanto, se realizo el siguiente experimento.
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8.11- Diferencias en la cepa C57BL/6 debido a la ingesta de la dieta durante

15 semanas y posterior induccion experimental de OS

SC HFD

Figura 19.- El panel muestra los cambios morfolégicos inducidos por la dieta HFD vs la SC en la
cepa de raton C57BL/6 después de 15 semanas de alimentacién, panel 19A; muestra las
diferencias del aumento de tejido adiposo (TA), panel 19B; muestra las diferencias hepéticas, panel

19C; muestra los cambios longitudinales del colon. (n=2 en 2 experimentos C57BL/6).
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Para conocer si los cambios encontrados en el cuadro clinico en la induccion de
0jo seco se debian al tiempo de ingesta de la dieta se realizd un experimento con
ratones de 8-9 semanas de la cepa C57BL/6 los cuales se dividieron en dos
grupos; un grupo fue alimentado con una dieta estandar y otro alimentado con una
dieta HFD durante 15 semanas, con la finalidad de saber si un ingesta por mayor
tiempo provocaba cambios a nivel ocular, pues los ratones podian desarrollar
mayor grado de esteatosis y asi modificar el cuadro clinico en ratones obesos

comparados con el control.

El panel 19A, 19B, 19C muestran los cambios anatdmicos de los grupos de
ratones alimentados durante 15 semanas con dos tipos de dietas, fue evidente
que los ratones alimentados con la dieta HFD mostraron una correcta recreacion
de las caracteristicas de obesidad como: acortamiento de colon, el cambio de
tamafio del ciego pues el grupo de ratones HFD evidenciaron un aumento de

tamanfo vs SC.

Por ultimo, el aumento del tejido adiposo fue evidente como era esperado, sin
embargo, el tiempo de la ingesta de dieta no fue lo suficiente para generar

esteatosis hepatica exacerbada. El grupo control no mostro diferencias.
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Schirmer, 15 semanas de alimentaciéon.

2.751
2.50 - C57BL/6 SC
Il C57BL/6 HFD
2.25 1
2.00 M

1.754

1.50

volumen lagrimal /5min

1.254

1.00 T T
0 5 10

Dias post-escopolamina

Figura 20.- La figura muestra el volumen lagrimal en los grupos de ratones alimentados después
de 15 semanas con una dieta HFD y SC, asi como después de la induccion de ojo seco

experimental, analizado con la prueba “t” student, Graph pad 6, (n=10 en 1 experimento C57BL/6).

La prueba de Schirmer mostré que ambos grupos generaron niveles similares en
volumen lagrimal después de las 15 semanas de alimentacion vy
sorprendentemente posterior a la induccion de ojo seco, con una ligera tendencia

del grupo SC a disminuir volumen en el dia 5.
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Dias post escopolamina

SC

HFD

Panel 4.- El panel muestra imagenes representativas del patron de arborizaciébn mucinas de
ratones C57BL/6 alimentados durante 15 semanas con dos tipos de dietas. (h=10 en 1
experimento C57BL/6).

El patron de arborizacion de mucinas evidencio que después de 15 semanas
ambos grupos presentaron un patron de arborizacién correspondiente a una
lagrima saludable, sin embargo, ambos grupos después de la induccion de ojo
seco tuvieron una disminucién paulatina de la calidad de mucinas siendo
ligeramente mas evidente en el grupo SC.

Los datos mostrados sugieren que, después de 15 semanas de alimentacién los
grupos experimentales no generaron diferencias en los signos clinico dependiente
de la dieta en realidad se comportan de manera similar, sin embargo, es
importante resaltar que aun cuando el grupo de ratones C57BL/6 desarrollo mayor
tejido adiposo y aumento del tamafio del higado esto no genero exacerbacioén en
el cuadro clinico de ojo seco experimental.

Lo que probablemente sugiere, la implicacion de cambios a nivel sistémico
relacionados al grado de esteatosis, pues en este experimento de 15 semanas de

59



alimentacion con la dieta HFD la esteatosis fue mayor comparado con el

experimento de 10 semanas de alimentacion.

Citologia de impresién C57BL/6 15 semanas
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Figura 21.- La gréafica muestra el nimero de células caliciformes presentes en un mm? en la tira de

Schirmer, por la técnica de citologia de impresion en la cepa C57BL/6, en los 10 dias de induccion

de escopolamina. *p <0.0001 *p <0.05, analizado con la prueba “t” student, Graph pad 6, (n=8 en 5

experimentos C57BL/6).
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8.12- Cuantificacion de citocinas en sobrenadante de bazo

A) B)
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Figura 22.- La figura muestra los niveles de citocinas en sobrenadantes de cultivo en bazo
estimulados con 1ul de concanavalina, en grupos de ratones experimentales de la cepa C57BL/6
alimentados con dos tipos de dietas durante 15 semanas. ***p <0.0001, *p <0.05, analizado con la
prueba “t” student, Graph pad 6, (n=10 en 1 experimento C57BL/6).

La figura 22 A, muestra la concentracion de IFNy de los sobrenadantes de cultivo
celular de bazo después de 15 semanas de alimentacion aumentando sus
concentraciones después de 5 dias post-induccion, sin embargo al dia 10 la
concentracion disminuye en ambos grupos pero parece ser mas evidente en HFD.
No obstante, las concentraciones a lo largo de la induccion, no son altas, por lo

que probablemente IFNy no desarrolle un papel importante.

La figura 22 B, evidencia el comportamiento de IL-22 en sobrenadante de bazo,
las concentraciones en ambos grupos mostraron ser menores a 200 pg/mL a lo
largo del modelo, a excepcion del dia 0 en SC con una concentracion mayor a 400
pg/mL,
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8.13- Analisis de poblaciones celulares de bazo

El andlisis de poblaciones celulares, que se presenta a continuacion demuestra
diferencias claras respecto a las 10 semanas de alimentacion, en la misma dieta.

En la figura 23 se puede observar que, las diferencias de celulas CD4* y CD8",
después de 15 semanas de alimentacién difieren, encontrando mayor porcentaje
de ambas poblaciones en la dieta HFD, sin embargo, una vez que se inici6 la
induccion con escopolamina ambos grupos disminuyeron su porcentaje de celulas
en bazo de manera similar, a excepcion del dia 5 donde se observé un aumento

en el porcentaje de celulas CD8* en HFD con respecto a SC.

o8
o8
€08 - RPEA

CD8

€08 - RPEA

Figura 23.- La figura muestra la estrategia de andlisis para la diferenciacion de células no
granulares, de lado derecho se muestran las imagenes representativas de la caracterizacién de las
poblaciones CD4*, CD8* de los grupos experimentales de C57BL/6 alimentados por 15 semanas a

los dias 0, 5 y 10 post induccién de ojo seco experimental. (n=5 en 1 experimento C57BL/6).
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Por otro lado, el andlisis para identificar la poblacion de neutréfilos con el
marcador Ly6G, muestra de la misma manera, los cambios inducidos por la dieta,
donde el grupo HFD presenta mayor porcentaje de neutréfilos, posterior a la
induccion ambos grupos parecen tener una tendencia a aumentar el porcentaje de
células al dia cinco, sin embargo, al dia 10 ambos grupos disminuyen (Figura 24).

Los resultados hasta ahora mostrados por Citometria de flujo son los esperados
debido a que se comprobd que no existian cambios significativos en los signos

clinicos de la enfermedad.
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Figura 24.- La figura muestra las imagenes representativas de la estrategia de andlisis para la
diferenciacion de células granulares, de lado derecho la caracterizacion de la poblacion celular de
neutrofilos diferenciada por granularidad y respuesta al marcado Ly6G de los grupos
experimentales de la cepa C57BL/6 alimentadas por 15 semanas, a los dias 0, 5 y 10 post

induccion de ojo seco experimental. (n=5 en 1 experimento C57BL/6).

El andlisis, para la diferenciacion de macrofagos (F4/80) demostrd en primer lugar
gue existian diferencias claras en comparaciéon a los grupos alimentados por 10
semanas pues presentaron un menor porcentaje de células F4/80*, el grupo SC
parece ser el grupo que presenta mayor pérdida del porcentaje de celulas (58.4%),

posteriormente al dia 5 parece tener un aumento para finalmente disminuir al dia
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10. ElI grupo HFD presento mayor porcentaje de células después de la
alimentacion por 15 semanas (63.8%) y a la induccién del modelo, la pérdida de

células fue consistente.

El andlisis con los marcadores utilizados, demuestran que estas células tienen la
capacidad de migrar debido a que presentan el marcador CCR5, sin embargo,
otras ceélulas que presentan este marcador son las células B y dendriticas. El
cuadrante superior izquierdo, muestra que al dia 10 el porcentaje de células que
expresan CCR5 aumenta (SC: 15.4%, HFD: 13.8%).

R1: 6.4% v I

§C

CCR5

HFD

Figura 25.- El figura muestra la estrategia de andlisis para la diferenciacién de células granulares,
de lado derecho se muestran las imagenes representativas de la caracterizacion en la poblacién
celular de macréfagos que responden a marcadores CCR5 y MHCII de los grupos experimentales
C57BL/6 alimentado por 15 semanas, a los dias 0, 5 y 10 post induccion de ojo seco experimental.
(n=5 en 1 experimento).
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9- DISCUSION

La respuesta inflamatoria es uno de los principales procesos requeridos en
respuesta a dafio o infeccion en los seres vivos, el mecanismo de inflamacion se
presenta como una cadena de acontecimientos organizados que provocan
cambios a nivel celular y vascular. De no controlarse, esta respuesta inflamatoria
persistente ocasiona dafio irreversible como el que se observa en enfermedades
cronico-degenerativas. COmo se regula dicho proceso en érganos considerados
inmunoprivilegiados como el ojo en el contexto de “metainflamacion” ha sido poco
estudiado, por lo cual la presente investigacion tuvo como objetivo conocer el

efecto de obesidad en un modelo experimental de ojo seco.

Nuestros resultados muestran que durante un régimen de 10 semanas de
alimentacion con una dieta obesogénica (HFD), los ratones obtuvieron un aumento
significativo (50-60%) de peso corporal comparado contra el peso inicial, mientras
que los ratones alimentados con dieta normal (SC) Unicamente aumentaron un 10-
20% comparado con su peso inicial (Figura 5). El aumento de peso en los ratones
HFD de ambas cepas fue similar y no presento diferencias significativas (figura 5A,
5B). El impacto de la dieta obesogénica fue evidente en el tracto gastrointestinal,
como se observa en figuras 1 y 2, en donde se muestra una disminucién en la
longitud del colon de los ratones obesos, pero no en los ratones alimentados con
dieta SC. Interesantemente, cuando se determinaron los niveles de glucosa en
sangre se observé un aumento significativo Unicamente en los ratones C57BL/6
alimentados con HFD (Figura 6B). Esto Ultimo es apoyado por reportes previos en
donde se describe que tras una administracion mas prolongada de una dieta
obesogénica (24 y 32 semanas)®® el aumento de glucosa ocurre de manera mas
pronunciada en los ratones de la cepa C57BL/6 pero no en ratones de la cepa
BALB/c, por lo tanto, confirma la susceptibilidad diferencial entre estas cepas de

ratones ante la administraciéon de la misma dieta.

Es importante puntualizar que los niveles de glucosa en sangre en nuestros
distintos grupos experimentales no sobrepasaron los 160mg/dl, indicando un

estado de hiperglucemia sin alcanzar los niveles reportados en ratones diabéticos.
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Por ejemplo, recientes investigaciones en modelos murinos de diabetes (ratones

ob/ob®®), reportan niveles de glucosa entre 250 mg/dl a 400mg/dl.

Aun cuando ambas cepas HFD aumentaron de peso, fue evidente que la cepa
BALB/c no genero gran cantidad de tejido adiposo visceral, ni disminucién del
tamafo del colon esto es correspondiente a estudios como el de N. Jovicic et al®’,
quienes lo atribuyen a una respuesta predominante Th2 que se desarrolla en la
cepa BALB/c. Por otra parte, este mismo grupo menciona que dicha cepa tiene
mayor susceptibilidad a desarrollar esteatosis hepética®’ dato contrastante con
nuestra investigacion, pues aun cuando ambos grupos HFD mostraron aumento
de tamafio en el higado las diferencias no fueron estadisticamente significativas,
esto sugiere que el tiempo de alimentacién con la dieta HFD que se utilizé en esta
investigacion, no fue suficiente para desarrollar esteatosis, mientras que en otros
reportes claramente se observa el desarrollo de higado graso cuando los animales

son alimentados con dietas obesogénicas por periodos de tiempo mas largos®8 °
70

Posterior a la induccion de obesidad, se indujo 0jo seco en grupos experimentales
de ambas cepas. Encontramos que en el caso de los ratones de la cepa BALB/c
ambos grupos (SC y HFD) presentaron signos clinicos de ojo seco sin ninguna
diferencia significativa como se observa en los pardametros utilizados para
determinar la severidad de ojo seco. De hecho, en el caso de volumen lagrimal los
ratones BALB/c HFD mostraron una ligera tendencia no significativa en esta
disminucién al final del experimento (Figura 8). Por otra parte, la calidad lagrimal y
citologia de impresién (determinacidon de perdida de células caliciformes),
encontramos que tanto la pérdida progresiva del patrén de mucinas, asi como la
disminucion del ndmero de células caliciformes ocurre de manera similar en
ambos grupos de ratones (SC y HFD) BALB/c (Figura 9). Por lo tanto, se observo
gue en la cepa de ratones BALB/c la administracién de la dieta obesogénica que

seleccionamos tiene un efecto minimo en el curso de nuestro modelo de ojo seco.

Por otro lado, y de manera sorpresiva los ratones C57BL/6 HFD presentaron un

curso atenuado de los signos de la enfermedad a lo largo de la induccién.
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Encontramos que tanto el volumen lagrimal como el patron de mucinas se
preservan en los ratones C57BL/6 HFD comparado con lo observado en ratones
C57BL/6 SC, en los cuales ambos pardmetros se afectaron progresivamente
(Figura 12). Interesantemente, Fujita et. al. reportaron un retraso en la pérdida de
audicion en ratones alimentados con una dieta HFD’!, mientras que ratones

obesos son mas resistentes al dafio hepatico inducido por tioacetamida.”

Sin embargo, el efecto benéfico que reportamos parece ser dependiente del
tiempo de la dieta pues cuando se administré la dieta durante el tiempo de
induccion de ojo seco (10 dias), los ratones no mostraron diferencias entre si
como podemos ver en las figuras 18 y panel 3, esto es consistente, pues existen
diferentes investigaciones experimentales que demuestran la efectividad que tiene
la suplementacion alimenticia con omega 3 y 6 sobre la estabilidad de la pelicula
lagrimal 73 74, sin embargo, la dieta administrada en nuestra investigacion contiene
bajas concentraciones de estos lipidos lo cual podria explicar los resultados

obtenidos.

Para confirmar el hecho que el tiempo de administracion de la dieta obesogénica
es determinante en los efectos sobre el desarrollo de ojo seco, decidimos
alimentar a los ratones C57BL/6 por 15 semanas con la dieta obesogénica (HFD).
De manera muy interesante, nuestros resultados muestran que el efecto
observado con 10 semanas de alimentacion con HFD desapareciéo en ratones
alimentados con HFD por 15 semanas. Como se mostr6 en las figuras 19A, 19B Y
19C, sugerimos que puede tener relacion a los cambios encontrados en higado
después de 15 semanas de alimentacion, los cuales pudieron ser capaces de
generar repercusion sistémica, pues Hubler MJ, menciona que un proceso como
esteatosis hepatica promueve una respuesta Thl y Thl7 que es capaz de
extenderse a 6rganos distantes’®, dado lo anterior proponemos investigar los

efectos de esteatosis hepatica exacerbada a nivel ocular.

Un punto importante en nuestra investigacion fue conocer la relacién que existe
entre citologia de impresion (nUmero de células) y Ferning (patrén de arborizacion)

la cual ya ha sido reportada previamente’® y es congruente con los datos
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obtenidos, pues a mayor cantidad de células caliciformes mejor patrén de
arborizacion, sin embargo, enfatizamos la importancia de futuras investigaciones
similares a esta, ya que es necesario analizar el tipo de mucinas producidas por
las células caliciformes de la superficie ocular, a fin de identificar mucinas capaces
de promover una respuesta negativa, esto debido a que en otros tejidos linfoides
asociados a mucosa se ha asociado la expresibon MUC5AC a asma y MUC2 a
enfermedades inflamatorias del intestino y que estas mucinas juegan un papel
patogénico a través de produccién exacerbada de moco’’ y la disrupcién de la

barrera epitelial respectivamente’®,

Los cambios asociados a niveles de citocinas en suero en enfermedades oculares
ha sido pobremente descrito, por lo que nosotros proponemos que la migracion
puede llevarse a cabo por las siguientes caracteristicas; la conjuntiva cuenta
venas Yy arterias conjuntivales, las cuales son ramificaciones de la vena yugular

interna y arteria caroétida lo que permitiria una recirculacion sistémica.

Dado lo anterior, nuestros datos sugieren que existen variaciones en niveles
totales de IL-1B y TNFa en suero del grupo C57BL/6 HFD posteriores a la
induccion de enfermedad, estas variaciones parecen tener una retroalimentacion
con la poblacién total de neutréfilos encontrados en el bazo, lo que puede sugerir
gue dichos neutroéfilos pueden ser la fuente principal de las citocinas mencionadas,
mediando el proceso inflamatorio en los primero cinco dias, estos resultados
corresponderian a reportes ya publicados’ &, los cuales enmarcan la importancia
de la rapida respuesta de neutrdfilos frente a un reto sin embargo, en condiciones
del grupo control el proceso inflamatorio probablemente sea llevado a cabo de
una forma mas rapida al no encontrar en variaciones en IL-1B8,TNFa y neutréfilos
al dia 5 y 10 post induccién, pero si en poblaciones CD4* y CD8*, lo que podria
sugerir que son los linfocitos T median la inflamacion en condiciones no asociadas

a obesidad.

Las similitudes de la severidad en los signos clinicos de OS en los ratones
alimentados durante 15 semanas son reflejadas en la presencia de porcentajes

similares de CD4*, CD8*y neutrofilos a lo largo del modelo.
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Sorpresivamente, la cuantificacion de citocinas estimuladas en cultivo celular de
bazo sugiere que las citocinas con mayor implicacion son IL-13 e IL-15.
Particularmente, encontramos que los niveles de IL-13 eran menores en ratones
obesos de 10 semanas comparado ratones SC, sugiriendo que IL-13 pudiera tener

un papel patogénico en este modelo de ojo seco.

Estos datos son sorprendentes debido a que normalmente la presencia de IL-13
es asociada a un perfil Th2 (anti-inflamatorio) sin embargo, reportes de
investigadores como Vela AT, exponen a IL-13 como factor principal en el
desarrollo de fibrosis en infeccién por Schistosoma mansoni! 82 aunado a los
recientes datos publicados donde participa directamente en la hiperplasia de
células caliciformes de la mucosa respiratoria, provocando metaplasia
escamosa®3. Dado lo anterior sugerimos, que aun cuando IL-13 es importante en
la diferenciacion de células caliciformes®®, nuestros datos sugieren que niveles
exacerbados generan un papel patogénico a nivel ocular, lo que probablemente se
deba a la incorrecta sefializacion a través la via no candnica (IL-13Ra2), pues este
receptor recientemente ha sido asociado al crecimiento de tumores en cerebro®4, o
posiblemente a una respuesta Th2 patogénica como en casos reportados de
asma?® 8, Debido a esta informacién hacemos énfasis en la necesidad de analizar

en futuras investigaciones la participacion de STAT®6.

Por otra parte, nuestros resultados muestran que los niveles de IL-15 aumentan
tras la induccién de ojo seco en la cepa BALB/c, estos datos son consistentes con
investigaciones que exponen la relacion que existe entre altos niveles de IL-15 con
la presencia de inflamaciéon exacerbada®’. Interesantemente, a pesar de la alta
secrecion de IL-15 en los ratones BALB/c, no se observd un curso exagerado en el

modelo de obesidad.

Dado lo anterior, nuestros resultados no permiten dilucidar el verdadero rol de
IL-15 sin embargo, en combinacion con los niveles encontrados de IL-13 y TNFa
proponemos su participacion en la expresion de otro tipo de poblaciones celulares

como células NK y/o linfocitos B.
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Finalmente, la citometria de flujo revelo que los macrofagos en ratones
alimentados durante 10 y 15 semanas de bazo son diferentes en términos de los
niveles de MHCII en los primeros 5 dias, comparados con los del dia 10 post
induccion de ojo seco. Aun cuando no sabemos el destino de estas células,
proponemos que el proceso de migracion puede ser un posible mecanismo de
reparacion en respuesta al proceso inflamatorio que sugerimos se lleva a cabo
presumiblemente por Th2, pues ahora se conoce que la conexion de circulacion
sistémica entre humor acuoso y bazo permite llevar a cabo el proceso de
inmunoregulacion en camara anterior a través de la desviacion inmunolégica
asociada a la camara anterior (ACAID) 88 89 toda esta informacién es importante
para entender que las arterias y venas de conjuntiva nacen y drenan de la misma
rama que utiliza la camara anterior para dicho proceso, lo que puede hacer posible
la migracién de macréfagos de bazo a conjuntiva. Ademas que en la figura 17 y 25
podemos observar que al dia 10 existen otras poblaciones celulares que tiene el
marcador MHCII que no son macrofagos lo que podria indicar que linfocitos B y
células dendriticas podrian estar implicadas en los dias posteriores a la induccion

de la enfermedad.
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10- CONCLUSIONES

- La ingesta de una dieta alta en grasa por 10 semanas ocasiona una ganancia similar de

peso corporal en ambas cepas BALB/c y C57BL/6.

- La induccién de obesidad causo hiperglicemia en ratones C57BL/6 pero no en ratones
BALBI/c.

- La administracion de una dieta obesogénica no es factor desencadenante de la

enfermedad de ojo seco en ratones BALB/c y C57BL/6 de nuestra facultad.

- El impacto benéfico de la ingesta de una dieta alta en grasas observado en la cepa
C57BL/6 es dependiente al tiempo de administracion de dicha dieta.

- El curso atenuado de ojo seco en los ratones C57BL/6 HFD se asocia con la supresion
de la produccion de IL-13 en bazo.

-La respuesta Th2 parece desempefiar un rol patogénico en la enfermedad de ojo seco,

donde presumiblemente IL-13 parece tener un papel dominante.
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11- PERSPECTIVAS

-Cambiar el tipo de ingesta de dieta de un alta en grasas por un alta en
carbohidratos.

-Aumentar el tiempo de ingesta de dieta alta en grasa hasta generar cambios
extremos en higado.

-Aumentar el tiempo de induccién de ojo seco.

-Medir niveles de IL-17 en suero y sobrenadante de cultivo celular en bazo.

-Neutralizar IL-13 e IL-15 en el modelo de ojo seco experimental.

-Analizar marcadores B202 y CD56.

-Analizar la participacion de IL-4, STAT6 e IL-13Ra2

-Analizar cambios celulares en timo, pues también participa en la
inmunoregulacion de la camara anterior.

-Analisis en la expresion de genes de mucinas y citocinas inflamatorias, en
conjuntiva y cornea en ratones alimentados con una dieta alta en grasas durante
la induccion de ojo seco.
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12- APENDICE 1

Buffer de solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS) para 10lts y pH
7.4.

80 gr NaCl

11.6 gr NazHPOa4
2 gr KH2PO4

2 grKC

Buffer de lisis (Laird, P. W., Zijderveld, A., Linders, K., Rudnicki, M. A.,
Jaenisch, R., & Berns, A. (1991). Simplified mammalian DNA isolation
procedure. Nucleic acids research, 19(15), 4293.)

200 mM NacCl

5mM de acido Etilnediaminatetraacetico (EDTA)
0.2% Dodecil sulfato de sodio (SDS)

100 mM Tris HCI, pH 8.5

Se afora con agua destilada hasta 1Lt.

Solucion hemolizante
Tris base 0.17 M
NH4CI 0.16 M
Se prepara para 300ml.

Buffer de pegado (ELISA)

0.1 de NA2HPOa4

Para 1 It con agua destilada.
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Solucion de lavado (ELISA)

1000ML de PBS mas 0.5% de Tween 20

Solucion de blogueo (ELISA)

Adicionar 150mg de ABTS (ICN Biomedicals) en 500 ml de 0.1 M de acido
citrico (tecsiquim) en agua destilada y con NaOH (Monterrey) llevar a un Ph DE
4.35 posteriormente se hicieron alicuotas de 11ml en tubos y se congelaron
hasta su uso a -80°C.

Buffer de FACS

0.1% de azida de sodio NaN3, 1% de suero fetal bovino SFB en 1It de PBS.
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