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RESUMEN

Diversas alteraciones del SNC que involucran procesos inflamatorios y mecanismos
autodestructivos se asocian a la activacion glial. Dicha activacion induce en algunas de éstas
células caracteristicas inmunes propias de un macrofago que pueden exacerbar procesos

destructivos, como la liberacién de altas concentraciones de oxido nitrico (NOe). Las altas

concentraciones de NOe permiten e incrementan la acciéon de diversos fenémenos como:
estrés oxidativo y lipoperoxidacién entre otros, que promueven dafio al tejido neural. Por ello
existen estrategias dirigidas para neutralizar dichos fenémenos. Entre éstas podemos
mencionar a la inmunizaciéon con el copolimero-1 que ha demostrado reducir el dafio neural, y
se ha sugerido que su efecto es por medio de la modulacién de una respuesta autorreactiva,
denominada “autorreactividad protectora”. Actualmente no se conocen los mecanismos

mediadores del efecto protector de dicha respuesta. De acuerdo a reportes recientes uno de

los probables mecanismos es la disminucion de la produccion de NOwe por la glia.

En este estudio se analiz6 la producciéon de NOe® a las 48 horas por medio del método
de Griess’s en cocultivos de dos diferentes proporciones celulares 1:10 y 1:100 de células T de
nodulos linfaticos y bazo procedentes de animales sensibilizados por Cop-1 y ovoalbumina
(OVA) con células de la glia respectivamente, que fueron activados iz witro, con sus
correspondientes antigenos. Los resultados obtenidos con estos experimentos demostraron
que los linfocitos T contra Cop-1 son capaces de disminuir en forma significativa las
concentraciones del NOe. Los linfocitos T contra OVA disminuyeron en forma similar las
concentraciones de esta especie reactiva. Deberan disefiarse nuevos experimentos para

dilucidar el efecto real de la OVA sobre la produccion de NOe® por parte de las células gliales.

Palabras Claves: NOe, glia, Cop-1, neuroproteccion, autorreactividad protectora



ABSTRACT

Diverse alterations of the central nervous system (CNS) that involve inflammatory
processes and self-destructing mechanisms are associated to glial activation. Once activated,
some of these cells acquire immunological features that can exacerbate neural damage. One of
these harmful events is the abundant release of nitric oxide (NO®). This free radical is essential
for the function of diverse processes, however; when the amount of this compound goes
beyond of its physiological concentrations, NO® contributes to promote oxidative stress and,
thus; lipid peroxidation. That is why, several strategies are directed to inhibit or diminish the
release of NOe in different pathologies. Immunization with Cop-1 has demonstrated to reduce
neural damage after CNS injury, and it has been suggested that its effect is through the
modulation of an autoreactive response against neural constituents, the now called “protective
autoimmunity” (PA). At the moment, there is not substantial evidence as to explain the way as
PA is exerting its beneficial actions. According to recent reports, one of the probable

protective mechanisms could be the inhibition of NOe release by glial cells.

In the present study, the production of NOw® in the supernatant of cultured glial cells,
was evaluated 48 h after lipopolisacharide-induced activation. The final nitrite products of
NOe were determined by means of the Griess’s method. After activation, glial cells were co-
cultured with a pull of lymphatic node and spleen cells (LNSC) obtained either from Cop-
1(LNSC-C) or ovalbumine (LNSC-O)-immunized animals. The activation of LNSC-C with

Cop-1 induced a significant decrease in the release of NOe by glial cells. Nevertheless,
LNSC-O apparently also induced a decrease in NOe® production. This study suggests that,
inhibition of NOw® releasing could be one of the mechanisms exerted by PA to promote
neuroprotection. Aside from this, the present work encourage to the design of new

experiments in order to elucidate the real effect of LNSC-O on the production of NOe.

Key words: NO-, ¢lia, Cop-1, neuroprotection, auto reactivity protector



INDICE.

L INTRODUGCCION. ..ottt e 9
2. MARCO TEORICO........ouiiiiiiiiiiii et e 10
A BN TS 10 s VI s o 10 E o LT 10
2.1.1. Inmunidad inespecifica 0 INNAtA. ... . ..ottt 11
2.1.2. Inmunidad especifica 0 adquitida. ... .. ..o 16
2.1.2.1. Inmunidad celular. ... oo o, 17
2.0 3. Inmunidad. ... e 18
2.1.3.1. Inmunidad Pasiva........o.oiuiiiii 18
2.1.3.2. Inmunidad aCtVA. ... .viit ittt e e 18
2.2. Sistema Netrvioso Central. .. ....oooiii i et 19
2210 Células glales. .. ..o 19
2211  EpEndimo. ..o 20
2.2.1.2. OlOdendroCitos. ..o vt it 20
2.2.1.3. Astrocitos y MICIOgla. ... ....ooiiiiiiiii 20
N TG T TR L X3 e Yt 1o - P 21
22132, MICIOGHA. ..ot 22
2.3. Fisiopatologia de Lesion en Sistema Nervioso Central..........ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 27
2.4. Autorreactividad y Autorreactividad Protectora. ... 31
2.5. Mecanismos Inmunoreguladores Originados Por Cop-1.............ooii 34
3. JUSTIFICACION. ...ttt et 38
4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. ...t 38
B HIPOTESIS. ..ottt 38
6. OBJETIVO GENERAL. ...ttt e 38
7. OBJETIVOS PARTICULARES. ...ttt e 38
8. MATERIAL Y METODOS. ... ..ottt e 39
8.1. Diseflo eXPeriMEntal. .. ...o.uiuii e 39
TR B R T ¥ e L 41
8.1.1.1. Obtenciéon de células gliales...........oooiiiiiiiiiii 41
8.1.2. Métodos de EvaluaciOn. .. ...ttt ettt et e ettt e 41
8.1.2.1. Proliferacion CElUIAr. .. ...uu ettt ettt 41
8.1.2.2. Determinacion de INO®. .. ... ... i 42
T BRCTLY] (<] VoY Lo oty Ve | ] (1 T U 43
8.1.4. CoNSIAEraACIONES EHICAS. .\ \vttttttt ettt ettt ittt e e e e e et e ettt i a e e e e e e eaeaaeanaaaess 43
0. RE S UL T AD O . . o i e e e 43
0.1, Proliferacion CEIULAL. ... ..ottt ettt et ettt 43
Proliferacion celular de animales inmunizados con OV A .. ... i il 43
Proliferacién celular de animales inmunizados con Cop-1........ooiiiiiiiiiiiiii 45
9.2. Evaluacién de la produccion de NO® en cocultivos........ooiuiiiiiiiiiiiiiiic 47
Cocultuivos de animales inmunizados con OV A . ... .., 47
Cocultuivos de animales inmunizados con Cop-T..........ooiiiiiiiiiiiiiii 50
10. DISCUSION . ...ttt 53
11 CON CLUSIONES . ... et 58
12, P E R S P E CT IV AS .t e e e et ettt 59
13, AN E X O . e 59
ANEXO 1. Obtencion de células gliales.................o.ooiiiiiiiiiiiiiiiii 59
ANEXO 2. Obtencion de células anti-OVA y anti-Cop-1............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiini i, 60
ANEXO 3. Proliferacion celular. ........ ...t e e 61



ANEXO 4. Determinacion de Oxido Nitrico (INO®)..........ooiiiiiiiiiiiiiiii i 62
14. REFERENCIAS. .. 62

LISTA DE CUADROS

Tabla 1. Proporciones celulares utilizadas en los cocultivos............oooviiiiii 39
Tabla 2. Dosis utilizadas para la sensibilizacion y activacién de células anti-OVA y anti-Cop-1.........40
Tabla 4. Condiciones para los cocultivos para Cop-1.........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiii 41
LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Propuesta de inmunomodulacién inducida por Cop-1...........coooiii 37
Figura 2. Proliferacién celular de animales inmunizados con OVA............oo. 44
Figura 3. Proliferacién celular de animales inmunizados con Cop-1...........ooooiiiiiiiiiiii 45
Figura 4. Cocultuivos de animales inmunizados con OVA 1:10...........oo 48
Figura 5. Cocultuivos de animales inmunizados con OVA 1:100.............cooi, 49
Figura 6. Cocultuivos de animales inmunizados con Cop-1 1:10.............co 51
Figura 7. Cocultuivos de animales inmunizados con Cop-1 1:100..............oo, 52



1. INTRODUCCION.

Los padecimientos neurodegenerativos son un problema de salud que aqueja a un gran
numero de individuos (Forman et al., 2004; Fridkis-Hareli et al., 1999). Por su forma de presentacion y
desarrollo se pueden clasificar en agudos y cronicos; los agudos incluyen todo aquel
padecimiento neurolégico de presentacion subita como la isquemia cerebral, trauma
craneoencefalico, trauma medular (Liu and Martin, 2004; Nel and Slaughter, 2002). De tipo crénico
estan representados por patologias en las que el deterioro neurolégico se presenta en forma
progresiva y terminal como es el caso de la enfermedad de Huntington, enfermedad de
Parkinson, Esclerosis Mdltiple, Esclerosis Lateral Amiotrofica, enfermedad de Alzheimer, o
demencia por VIH, entre otras (Braak and Del, 2004; Fu et al., 2004; Gaitatzis et al., 2004; Johansen, 2004;
Margolis et al, 2004; Pezzoli et al, 2004 ; Waring et al, 2004). En estos tipos de padecimientos se
inducen procesos inflamatorios que incrementan la permeabilidad vascular o el rompimiento
de la barrera hematoencefalica (BHE), permitiendo la salida de antigenos (Ag) neurales,
moléculas y mediadores solubles, asi como la activacion inmunolédgica de células gliales y
activacion, migracion e infiltracioén de linfocitos al sitio del dafio. Esto permite la interaccion de
las células del sistema nervioso central (SNC) con las sistema inmune (SI); que puede resultar
en la exacerbacion del dafio o en la proteccion y regeneracion del tejido nervioso (Liao and Chen,
2001; Milner et al.,, 2005). La determinacién de estas decisiones opuestas, no se conoce bien aun,
pero se ha visto que puede estar dada por las diferentes formas de activacion glial y ello
determina la expresién, produccion y liberacion de citocinas, factores neurotroficos,
quimiocinas, especies reactivas de oxigeno y de nitrégeno como el NO@®), asi como el efecto de
Ag y linfocitos autoreactivos; entre otros factores (Aschner, 1998; Enomoto et al., 2004). Por ello, se
han realizado esfuerzos para encontrar tratamientos que disminuyan o eviten el dafio y que
ademds provean de elementos necesarios para la restauracion del tejido, sin embargo las
estrategias terapéuticas que existen hasta hoy para este tipo de padecimientos neurolégicos no

son lo suficientemente satisfactorias y sus resultados son muy limitados (Blesch and Tuszynski,
2004; Bloch et al., 2004; Brinton, 2004; Forman et al., 2004; Hoane, 2004; Maiese and Chong, 2004; Norflus et al.,

2004; Poulter et al, 2004). Este tipo de tratamientos desde el punto de vista médico tiene un

elevado costo por la implicaciéon de recursos tecnolégicos y posteriormente, por las



limitaciones para poder reintegrar a los pacientes a sus actividades productivas previas
(Bedbrook, 1987; Stover and Fine, 1987). Actualmente, diversos grupos de investigadores han
reportado que la modulacién del escenario inflamatorio por medio de péptidos neurales
modificados (PNM) puede promover neuroproteccion, pero aun no se conocen los

mecanismos exactos por los cuales se favorece la proteccion al tejido neural.
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2. MARCO TEORICO.

2.1. Sistema Inmune

Los seres vivos estan defendiendo constantemente su integridad biolgica por medio de
un sistema de mantenimiento de la homeostasis, a través de la identificacién de sustancias
propias y deteccion de extrafas es decir antigenos (Ag) que tienen la capacidad de estimular al
sistema inmune, este ha evolucionado mecanismos flexibles y dindmicos capaces de enfrentar y
eliminar Ags especificos; para que esta defensa se lleve a cabo, dispone de un arsenal de
elementos especiales, y para su estudio se ha clasificado en inmunidad inespecifica y
especifica, se sabe que hay una regulacion integrada, coordinada y complementaria entre estas
respuestas, generalmente suelen depender una de la otra para generar efectos maximos,
formando redes de mutuo control, por medio de contacto fisico o a través de factores solubles

que ejercen funciones en células con receptores especificos (Abbas et al., 2000; Roitt et al., 1996).

Las células que constituyen el sistema inmune se organizan en tejidos y 6rganos, reciben
el nombre genérico de sistema linfoide. El tejido linfoide es la base histologica del SI y esta
distribuido por todo el organismo con excepcion del SNC. Los ndédulos linfaticos y el bazo
corresponden al tejido linfoide encapsulado que se interpone en el trayecto de la circulacion

linfatica y sanguinea, respectivamente (Roitt et al., 1996).

Para que la respuesta inmune inicie, el organismo pone en marcha mecanismos que se
activan y operan desde la primera vez, esto se conoce como inmunidad inespecifica y no
requieren sensibilizacién previa con el Ag, ni se modifica significativamente con exposiciones

repetidas durante la vida del individuo. (Abbas et al., 2000; Roitt et al., 1996).
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2.1.1. Inmunidad inespecifica o innata

El sistema inmune estd compuesto por una gran diversidad de células morfoldgica y
funcionalmente diferentes, se diferencian a partir de células primordiales pluripotenciales, que
bajo condiciones apropiadas pueden dar origen a todo tipo de células en la médula 6sea
mediante un proceso llamado hematopoyesis, de la cual derivan dos lineas de diferenciaciéon.
Las células que descienden de un progenitor del linaje linfoide y linaje mieloide, del dltimo se
origina gran parte de las células que intervienen en la inmunidad innata como mastocitos,
cosinofilos, basofilos, neutréfilos, células dendriticas, monocitos y solamente las células
asesinas naturales (NK) del inglés Natural Killer, que también forma parte de la inmunidad

innata, derivan de la estirpe linfoide (Goldsby and Kindt, 2002).

Los monocitos tienen la capacidad de responder rapido, migrar, fagocitar y presentar el
antigeno en vastas cantidades ante un estimulo. Para que las células puedan reclutarse a un sitio
de lesion, deben extravasarse primero de los vasos sanguineos a los tejidos en donde se
favorece la permeabilidad de las monocapas endoteliales de arterias, capilares y vénulas. Para
ello se desencadenan mecanismos de atraccién celular, en donde intervienen tres fenémenos:
motilidad (capacidad de moverse), locomocién (desplazamiento) y quimiotaxis (movimiento
unidireccional siguiendo un gradiente de atraccion creciente); se ha descrito, que productos del
complemento (C3a y Cba) funcionan como sustancias quimiotacticas, asi como factores
producidos por linfocitos (factor activador de macréfagos, MAF) y leucotrienos (C4, D4 y E4)

(Goldsby and Kindt, 2002; Roitt et al., 19906).

Los monocitos son células mononucleares grandes, miden de 12 a 20 um de diametro y
casi todos los tejidos albergan una poblacién de estos, en condiciones normales poseen rasgos
morfolégicamente distintos y se les conoce con nombres especificos dependiendo de su
residencia, como: macréfagos (tejido conectivo), macréfagos alveolares (alrededor de
membranas basales de vasos y pulmones), células de Langerhans (piel), células de Kuffer
(higado), osteoclastos (hueso), células mesengiales (glomérulos) y microglia (encéfalo), entre
otros. Sin importar la localizaciéon o aspecto estas células son activadas por diversos estimulos;
para ello, cuentan con un arsenal de receptores que incluyen a receptores para manosa (MR);

receptores para manosas e integrinas (DEC-205), receptores para lipopolisacaridos (TLR) del

11



inglés Toll-like receptor), receptores para la proteina fijadora de manosa (MBPR) del inglés
Mannose-Binding protein Receptor. También es reconocida por el receptor para Clq,
receptores para inmunoglobulinas IgG (FcyR), receptores para complemento C3b (CR1) y
C3bi (CR3); y tienen una familia de receptores llamados “basurero”, que por lo general
reconocen ligandos de carga negativa como la fosfatidilserina localizada en células apototicas,
lectinas, que se unen a carbohidratos y los marcan para su reconocimiento y posterior accion
de la cascada del complemento; esto promueve el reclutamiento de macréfagos, NK y

neutréfilos (Parslow et al., 2001).

Cuando estas células son activadas por medio de lipopolisacaridos (LPS), este se enlaza a
TLR4 en una reacciéon facilitada por el CD14 y con ello se promueven el reclutamiento de
proteinas adaptadoras MyD88 con su receptor. Este complejo recluta a su vez a algunas
cinasas asociadas al receptor de IL-1 (IRAK1/IRAK4), durante la formacion de este complejo
IRAK4 se activa ocasionando la hiperfosforilacion IRAK1, lo cual promueve la asociacién de
TRAFG del inglés TNF-receptor associaded factor 6 con el complejo, y ello causa cambios
conformacionales en uno o mas de estos factores, ocasionando su separacion del complejo
IRAK1/TRAFG del receptor y su traslocacion a la membrana donde interacciona con otro
complejo preformado, compuesto por TAK1 (Tan et al, 1999), TAB1 (TAK1-binding protein-1)
y TAB2. Esta interaccion induce la fosforilacion de TAB2 y TAKI, los cuales se traslocan al
citosol, junto con TRAF6 y TAB1. El TAK1 es subsecuentemente activado en el citoplasma
para activar a su vez al inhibidor de KB (IKB). El IKB inactivo secuestra al NF-KB en el
citoplasma y su activacién induce su fosforilacion y degradacion con la consecuente liberacion
de NF-KB. El NF-KB liberado se trasloca al nicleo donde se asocia a promotores de genes

codificantes de citocinas como I1.-1, IL-6, I1.-12 (Abbas et al., 2004).

Poco después de la internalizacion de algun Ag, los macréfagos elevan rapidamente su
indice metabdlico, motilidad, actividad fagocitica y capacidad de presentar al Ag, para que esto
se lleve a cabo, primero se desencadena la activaciéon de la membrana y a medida que los
receptores adyacentes se van adhiriendo al ligando del Ag, se activa el sistema contractil de
actina-miosina, generando la emisiéon de pseudépodos alrededor del Ag en donde se requiere la

participaciéon de microfilamentos, para el posterior englobamiento del Ag y la formacién del
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fagosoma, con ello se activa el ciclo de las hexosas monofosfato, generando nicotinamida-
adenina-dinucleétido fosfato reducido (NADPH); los electrones pasan del NADPH a una
flavoproteina de membrana que contiene flavina-adenina-dinucleétido (FAD) y de alli a un
citocromo de membrana plasmatica (cyt by mV), lo que le permite reducir el oxigeno
molecular directamente a anién superéxido (Abbas et al, 2002; Roitt et al., 2000). El anion
superoxido se convierte en perdxido de hidrégeno (H,O,) por la accién de la superéxido
dismutasa y luego en radicales hidroxilo (Woetly et al., 1999) todos ellos productos altamente
reactivos. Ademds la combinacién de perdxido, mieloperoxidasa e iones haluro constituye un
poderoso sistema halogenador con capacidad de despolarizar colagena, oxidar lipidos y
lesionar DNA. Aunque el H,0, y los compuestos halogenados no son tan activos como los
radicales libres, se difunden lejos y se pueden combinar, provocando efectos toxicos lejanos

(Roitt et al., 2000).

Simultaneamente, otro mecanismo que se genera es la liberacién de un gas llamado oxido
nitrico (NOw®) del inglés Nitric Oxide, que tiene una vida media relativamente corta (5-10 s) y la
maxima concentracion esta en rango micromolar. Es un intermediario del metabolismo de L-
arginina a L-citrulina en donde las sintasas del oxido nitrico (NOS) catalizan la oxidaciéon de
uno de los dos nitrégenos guanidinicos equivalentes a L-arginina aminoacido semi esencial,
para producir NOe y L-citrulina (Schmidt et al., 1988). Otros sustratos requeridos son el oxigeno
molecular (Dickey et al, 2004) y el NADPH. La formacién de NOe® resulta en dos pasos, y
consiste en la oxidacién de cinco electrones de L-arginina, dos electrones son provistos por el
NADPH para producir N-hidroxi-L-arginina, seguida de una oxidacion de tres electrones del

nitrégeno hidroxilado para formar NOe (Brown, 1997).

Hasta el momento, han sido identificadas tres isoformas de NOS, constituidas por
subunidades homodiméricas con pesos moleculares entre 125 y 155 Kda (Knowles and Moncada,
1994). La NOS I en neuronas (Kim et al., 2000), la NOS II- inducible (iNOS), presente en células
que participan en la respuesta inflamatoria como monocitos y NOS III (eNOS), descubiertas
principalmente en células endoteliales. Las isoformas neuronal y endotelial son activadas por

calcio, pero la isoforma inducible es regulada a nivel transcriptional y es independente a los
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niveles de calcio intracelular. El NO sintetizado por la eNOS es responsable del
mantenimiento del tono vascular y prevencion de la adhesion de leucocitos y plaquetas a la
pared vascular. El NO actia como un modulador o neuromediador en algunas neuronas
centrales y en terminaciones nerviosas periféricas no-adrenérgicas o no-acetilcolinérgicas

(Guzik et al., 2003).

LLa magnitud y la duracion de la sintesis de NOe por las células inmunes determinan que
su accién sea fisioldgica o patoldgica. Las acciones fisiologicas son mediadas por pulsos de
pequenas cantidades de NOe, que aumentan los niveles de cGMP a través de la nitrosilacion
del hemo de la guanilato ciclasa, produciendo la dilatacion de vasos sanguineos, la
desagregacion plaquetaria y la apertura o cierre de algunos canales i6nicos (West et al., 2001). Las
actividades patologicas son el resultado de la produccién sostenida de altos niveles de NOe
que pueden inactivar enzimas dependientes de hierro, involucradas en la respiracion

mitocondrial, produccién de energfa y replicacion celular (Ignarro, 2002).

El NOe, debido a su bajo peso molecular (30 Da) y naturaleza lipofilica es altamente
difundible a través de membranas lipidicas y al tener un electrén desapareado, se comporta
como un radical libre y en consecuencia es muy reactivo; debido a esto, tiene una vida media
de segundos, y es capaz de combinarse rapidamente con otros radicales libres como el
superoxido para producir inicialmente el peroxinitrito, este anion es altamente oxidativo, capaz
de oxidar tioles y bases de DNA, ademas de iniciar la peroxidacion de lipidos independiente de
la presencia de metales, también el NOe liberado, se puede descomponer para producir dos
metabolitos estables, los radicales nitrito y nitrato, en una reacciéon que puede ser catalizada por

metales de transicién, incluyendo al hierro (Nicotera et al., 1999).

No solo los eventos oxidativos participan en la degradacion del Ag, ya que cuando se
lleva a cabo la fusiéon de lisosomas con el fagosoma, el cual posee un pH 4.5, se activan
enzimas que entran al fagosoma. La caida del pH se debe a la participacién de un sistema
enzimatico de origen endosomal que funciona como una bomba de protones llamado sistema

de proton-ATPasa. Los lisosomas son ricos en granulos preformados, enzimas hidroliticas,
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proteasas, amilasas, ribonucleasas, desoxiribonucleasas, proteinas catiénicas y defensinas que
son ricas en arginina, se insertan en el Ag para formar canales i6nicos desestabilizantes,
regulados por voltaje (Goldsby and Kindt, 2002). Asi mismo, las membranas son lesionadas por
accion de una proteinasa neutra, catepsina G y BP1 que aumenta la permeabilidad (Roitt et al,
1996). Finalmente los residuos del Ag digerido son arrojados al exterior de la célula y otros

presentados a la célula T (Roitt et al., 2000).

Al mismo tiempo, la célula fagocitica produce cadenas proteicas y polimorficas
necesarias para formar el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC clase-1I), ademas de
sus moléculas nodrizas, las calnexinas, que asisten a las enzimas y a la cadena invariable que
funciona como un protector para el sitio de unién al Ag mientras es transportado por el
reticulo endoplasmico, el aparato de Golgi y la vesicula en donde el fagosoma se une a la
vesicula que alberga al MHC II. La catepsina afecta también a la cadena invariable,
degradandola y dejando sélo un residuo de 10 a 34 aminoacidos de longitud aproximadamente
en el sitio de unién del Ag llamado péptido invariable ligado a MHC (CLIP) del inglés class 1I-
associated invariant chain peptide (Goldsby, 2000). Este péptido sera desplazado gracias a la ayuda
del HLA-DM permitiendo finalmente la integracion del péptido antigénico al sitio de union.
Una vez unido el complejo Ag--MHC clase-I1, se desplaza la vesicula hacia la superficie de la
membrana, con la cual se fusiona, dando as{ lugar a la presentacion del Ag, el cual podra ser
reconocido por el linfocito CD4+ a través de su TCR. Subsecuentemente, se incorpora la
expresion de moléculas coestimulatorias y de adherencia como CD22, CD72, CD86, CD80,
CD40, ICAM-1, ICAM-2, LFA-3 en la célula presentadora del Ag (CPA) (Roitt et al,, 1996) y
CD45, CD5, CD3, CD28, CTLA-4, CD4, CD40L, LFA-1 LFA-2 del T CD4+ especificas. Ello
permite una mejor interaccion con los linfocitos T y activaciéon de vias de sefializaciéon que
inducen la expresion de una gran variedad de genes que intervienen en la produccién de
interleucinas y de algunos receptores para estas, que incluyen IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL.-12, IL.-
2, TNF-a, ademis de interferones (INF-o, INF-B), quimiocinas, metabolitos del acido
araquidonico (prostaglandinas, leucotrienos), factores estimulantes de colonias (GM-CSF) del
inglés granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; (M-CSF) del inglés mononuclear
phagocyte colony-stimulating factor; (G-CSF) del inglés granulocyte colony-stimulating factor,

factor de crecimiento derivado de plaquetas, factor activador de plaquetas (PAF) del inglés
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platelet-activating factor, factor 3 transformador de crecimiento (Yamagiwa et al, 2001), factores
de angiogenesis, C1 a C9, properdina, factor B, D, I y H, asi como sintesis de diversas enzimas
como las NOS (Abbas et al., 2002; Goldsby and Kindt, 2002). Evidentemente, en el caso de activacion,
proliferacion y diferenciacion, se genera paralelamente una subpoblacion de linfocitos de

memoria (Abbas et al., 2002; Roitt et al., 1996)

Todas estos factores tienen un impacto en la respuesta inflamatoria, ya sea en la
iniciacién, en su mantenimiento o en la exacerbacidn, (Allen et al,, 1999) Pero si tales sefiales no
interaccionan al tiempo en que se esta produciendo la interaccién especifica TCR-péptido-
MHC, se induce un estado de incapacidad de respuesta inmune que se denomina anergia, y se

manifiesta en tolerancia inmunoldégica hacia el estimulo antigénico (Abbas et al., 2002).

2.1.2. Inmunidad especifica o adquirida
En la respuesta especifica participan linfocitos, anticuerpos y citocinas. Especialmente,
de linaje linfoide derivan los linfocitos B y T (tanto cooperadores Th, como citotoxicos Tc),
excepto los linfocitos NK, que son de linaje linfoide, pero tienen actividades mayoritariamente
inespecificas.
La inmunidad especifica se divide en dos subtipos: la inmunidad humoral y la inmunidad
celular, trabajan en conjunto, permitiendo asi una respuesta coordinada.
Inmunidad Humoral: Mediada por anticuerpos y células B, es orientada al control de
Ags extracelulares y toxinas.
Inmunidad Celular: Mediada por células T, al sensibilizarse producen citotoxicidad,
por un lado y citocinas por otro, induciendo un sistema macrofagico encaminado al control de

Ags intracelulares (Rojas et al., 2007).

Los linfocitos T y B virgenes miden unas 6 pm de didmetro, en ausencia del Ag
especifico, tienen vida corta (de unos dfas a pocas semanas) y son programados para apoptosis;
en cambio, si entran en contacto con el Ag, salen de la fase G y entran al ciclo celular (G,-G;-
S-G,-M). En la fase G, corresponden a linfoblastos (Teitelbaum et al, 1974), proliferan y

finalmente se diferencian en dos subpoblaciones: células efectoras: de vida corta y células de
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memoria: que se mantienen en G, con una vida larga y algunas duran toda la vida del

individuo (Abbas et al., 2002; Roitt et al., 1996; Rojas et al., 2007).

2.1.2.1. Inmunidad celular

Las células T son las orquestadoras del sistema inmune, la restriccion de estas por el
haplotipo propio del MHC hace que sélo puedan reconocer al Ag cuando se presenta como
péptidos, de manera lineal por MHC propio de una célula (de clase II para los linfocitos CD4",
y de clase I para los linfocitos CD8"). Los Ag exdgenos se procesan por la ruta endocitica y los
Ag endogenos se procesan por la ruta citosélica, que se uniran a moléculas MHC de clase IT y a

moléculas de MHC de clase I respectivamente (Roitt et al., 2000).

La activacion de las células T CD4+ inducen la transducciéon de sefales por medio de
una serie de protein-quinasas y proteinas fosfatasas, que culminan con la activacién y expresion
de diversos genes, entre los que se encuentran el gen I1.-2 y su receptor. La secrecién autocrina
de IL-2 por los linfocitos Th hace que salgan de la fase G, y entren progresivamente al ciclo
celular, provocando con ello, la proliferacion y diferenciaciéon de los linfocitos T en dos

subpoblaciones: una de células efectoras (Th) y Th de memoria (Goldsby and Kindt, 2002).

Se ha acumulado evidencia, que las células T CD4" presentan dos subpoblaciones, una
llamada Th1, clasicamente denominada "inflamatoria" y Th2 "antinflamatorias", ademas las
citocinas producidas por el subtipo Thl inhiben a el subtipo Th2 y viceversa. Dichas
subpoblaciones se desarrollan a través de una ruta que se bifurca y adquieren las siguientes

caracteristicas:

Las células Thl producen IFN-y, TNF-B y IL-2 que activan a los macréfagos, la
produccién de IgG2 que es opsonizante, anticuerpos de fijacion de complemento y
anticuerpos involucrados en la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpo (Mosmann et al,

1986). La diferenciacién de este fenotipo es inducido por IL-12, INF-y, IL-18 e INF-o (Abbas et
al., 2002).
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Las células Th2 tienden a incrementar la produccién de mastocitos y eosinofilos, ademas
mejoran la produccién de inmunoglobulinas incluyendo la IgE. Las células Th2 responden
bien al Ag presentado por los infocitos B y producen 1L-4, IL-5, I.-6, IL-10 y IL-13 y con

ello la inhiben varias funciones del macréfago (Abbas et al., 2002; Goldsby, 2000).

Las células Thl y Th2 no solo producen distintos juegos de citocinas, que son
discrepantes y resultan en distintas propiedades funcionales, sino que también expresan
preferencia por algunos marcadores de activacion, por ejemplo, el CD30 (Del et al,, 1995) que se
expresa mayormente en las células Th2 7z vitro e in vive. Mientras el gen de activacion de
linfocitos (LAG-3), miembro de la super familia de las inmunoglobulinas, se asocia

preferentemente a las células de clase Th1 (Romagnani, 1997).

2.1.3. Inmunidad
El termino inmunidad comprende a todas aquellas propiedades del animal que le

confieren resistencia a un Ag, la inmunidad puede ser pasiva o activa.

2.1.3.1. Inmunidad pasiva

La inmunidad pasiva es una forma de inmunidad adquirida a través de anticuerpos
transferidos de forma natural a través de la placenta (transmision congénita) o calostro y
artificialmente es por medio de la transferencia de anticuerpos preformados, por medio de una
inmunizacién que no activa el sistema inmunitario, no genera memoria y la protecciéon que
ofrece es transitoria.
2.1.3.2. Inmunidad activa

Consiste en conferir inmunidad protectora prolongada con memoria de manera natural
como consecuencia de episodios infecciosos previos y se adquiere a lo largo de la vida o
artificial mediante la inmunizacién, que desencadena una reacciéon inmunitaria intensificada,

donde se genera la proliferacion de células T'y B reactivas contra el Ag (Abbas et al., 2002).
Existen multiples evidencias de la importante comunicaciéon y regulacion que comparte

el SI con otros sistemas como el SNC. Aunque el SNC esta protegido por fuertes barreras

anatomicas, existe una fuerte interaccion entre el SNC y el SI (Roitt et al., 2000).
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2.2. Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso es el rector y coordinador de todas las funciones, conscientes e
inconscientes del organismo. El SNC comprende la porcién cerebroespinal, integrada por una
region central formada por dos segmentos principales: uno superior, el encéfalo, contenido en
la cavidad craneana y otro inferior la médula espinal, albergada en el conducto vertebral
(Gayton, 1994). Es un 6rgano relativamente impermeable, y esta caracteristica esta dada por la
barrera hematohencefalica (BHE), la cual regula y limita la entrada de células del SI periférico,
ademas preserva la homeostasis del microambiente protegiendo al sistema de fluctuaciones de
la composicion del plasma, como iones, hormonas, entre otras. Sin embago, esta caracteristica
no solo esta dada por la BHE sino también por células gliales, como los astrocitos quienes
suprimen y anergizan las células T que irrumpen al SNC, limitando de esta manera la
interaccion entre el SI-SNC. Para compensar esta limitaciéon hay células del SNC, cumplen
funciones inmunolégicas como la glia entre las cuales destaca la microglia y los astrocitos. No
obstante las célula T activadas son capaces de penetrar la BHE (Wekerle et al,, 1987; Hickey, 1991).
Una evidencia de esto es que los Ags del SNC pueden ir en direcciéon opuesta (Cserr and Knopf,
1992), se ha comprobado en condiciones no patologicas la presencia de células T activadas pero
solo permanecen las células capaces de reaccionar con Ags del SNC, de no ser as regresan a la

circulacion (Hickey et al.,, 1991).

Células gliales

Las primeras descripciones de estas células comenzaron a finales del siglo pasado, se
estructuraron a principios del siglo XX y se atribuyeron al Espanol Pio Del Rio Hortega quien
en 1919 desarroll6 una técnica histologica a base de carbonato de plata, que permitié
diferenciar la microglia de las neuronas en el cerebro de mamifero (Colton, 1995; Streit et al., 2004).
Su numero es variado, se encuentran entre 10 a 50 veces mas células gliales que neuronas las
cuales tienen interacciones entre si. Actualmente, el tejido glial se agrupa en:
Epéndimo: Incluye todas las células ependimarias: tanicitos, ependimocitos y células de los
plexos coroideos.
Macroglia: Comprende los oligodendrocitos y astrocitos.

Microglia : Las células microgliales propiamente dichas.
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2.2.1.1. Epéndimo. Tapiza las cavidades del encéfalo y conducto central de médula
espinal. Sus células poseen microvellosidades y cilios méviles que contribuyen al flujo de

liquido cefalorraquideo (LCR). Las células del epéndimo se pueden dividir en tres grupos:

Ependimocitos: Constituyen la mayoria de las células ependimarias, revisten a los
ventriculos encefalicos y el conducto central de la médula espinal. En el sistema ventricular se
hallan en contacto con el LCR y pueden intercambiar de forma libre moléculas de diversos
tamafios entre el LCR y el tejido nervioso adyacente.

Tanicitos: Se encuentran en el tercer ventriculo por encima de la eminencia media del
hipotalamo. Tienen largas prolongaciones basales que pasan entre las células de la eminencia
media y sitdan sus pies terminales en los capilares sanguineos. Transportan moléculas desde el
LCR hacia el sistema porta hipofisiario.

Células epiteliales coroideas: Cubren las superficies de los plexos coroideos,
intervienen en la produccion y secreciéon de LCR por estos e impiden su filtracién hacia tejidos

subyacentes

2.2.1.2. Oligodendrocitos: Se localizan generalmente a lo largo de fibras nerviosas y
alrededor de los cuerpos neuronales, se clasifican en dos tipos:

Los oligodendrocitos interfasciculares: Son responsables de la produccion y
mantenimiento de las vainas mielinicas en los axones, cada uno puede formar varios segmentos
internodales de mielina en el mismo axén o en axones diferentes, la vaina se alarga por la
adicion de lipoproteina que difunde en direccién lateral dentro del plasmalema y con rapidez se
incorpora al resto de la superficie de la célula (Hiernan, 1998; Snell, 1994).

Los oligodendrocitos satélites: Circundan a las neuronas y proporcionan un soporte

metabolico (Snell, 1994).
2.2.1.3. Los astrocitos y microglia se activan por mediadores de la inflamacién en un

gran rango de patologias del SNC ya que son muy sensibles a los cambios de microambiente

que incluyen inflamacién cerebral, trauma, isquemia, lesiones infecciones como meningitis,
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infeccion por VIH (Minagar et al,, 2002), malaria, asi como de enfermedades neurodegenerativas
como Alzheimer, Parkinson (Mena et al,, 2002), Huntington, Esclerosis Multiple (Dekeyser et al,
1999) y cancer (Eddleston et al., 1993; Kreutzberg, 1996; Mucke and Eddleston, 1993). Esta activacion glial
tiene capacidad protectora, ya que puede destruir patdégenos, remover detritus y promover
reparacion del tejido, sin embargo, el exceso en la activacion puede ser deletérea (Banati et al,
1996; Bolanos et al., 1997; Bolanos and Almeida, 1999) ya que puede promover la muerte de neuronas
en cocultivo (Hu et al., 1997; Asakura et al.,, 1999; Parker and Kingham, 1997; Sheng et al., 1998). Se ha
sugerido que uno de los mecanismos incluye la liberacién de NOe; (Bolanos and Almeida, 1999;
DeNicola et al., 2000; Hu et al., 1997; Hu et al,, 1998), otras especies reactivas de oxigeno (Beckman et al,

1994; Xu et al,, 2001; Chao y cols., 1995; Lei y cols., 1997; Wei y cols., 2000), liberacion de glutarnato (Barger

and Basile, 2001), TNF-a., IL-1pB (Chao et al., 1998; Viani et al., 1998), entre otras.

2.2.1.3.1. Los astrocitos son células con multiples procesos finos, la cantidad de estos
con respecto a las neuronas es de 10:1 y ocupan del 25 al 50% del volumen (Kimelberg et al., 1989;
O'Kusky and Colonnier, 1982). Los astrocitos se clasifican en dos tipos, dependiendo de su

localizacion:

Astrocitos protoplasmaticos o tipo I: Se encuentran principalmente en la
sustancia gris, tienen muchas prolongaciones ramificadas que suelen extenderse hasta las
paredes de los vasos sanguineos en forma de pedicelos. De esta manera, participan en la
regulaciéon de uniones estrechas de células endoteliales de los capilares y vénulas que
conforman la BHE, siendo potentes reguladoras en la microcirculaciéon por medio del
vasodilatador NOe.

Astrocitos fibrosos o tipo II: Predominan en la sustancia blanca y emiten
prolongaciones que toman contacto con la superficie axonal en los nodos de Ranvier de

axones mielinicos y suelen encapsular sinapsis quimicas (Goldstein and Betz, 1986).
Los astrocitos interaccionan de manera cooperativa con las neuronas y con otra glia,

brindando soporte estructural; aportando nutrientes, ya que toman glucosa desde la circulacion

y la internalizan al parénquima cerebral ademas participan en el mantenimiento de ambiente
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i6nico, pues toman el exceso extracelular de K+ excretado por las neuronas activadas en
condiciones normales y patolégicas (Reichenbach, 1989), debido a que su potencial de membrana
es mas negativo que el de las neuronas. Expresan canales de K+ sensibles al voltaje, que se
abren con potenciales de membrana mas negativos (-80mV); también tienen participacion en la
regulacién del pH; cuentan con numerosos receptores que se encuentran en el borde de la
membrana que permiten la comunicaciéon con diversas células y canales i6nicos que han sido
detectados tanto en astrocitos como en neuronas, asimismo recaptan neurotransmisores como
glutamato y aspartato, de esta manera, evitan la excitotoxicosis (Bisceglia et al., 1998; Bonecchi et al.,
1998). Tienen una funcién primordial en la preservacion de la BHE (Tsacopoulos et al,, 1997). Por
otro lado, juegan un importante papel en infecciones y enfermedades autoinmues ya que son
parte de la BHE y contribuyen al paso limitado de células y moléculas, asi como su
participacion durante la regeneracion axonal y la formacion de nuevas sinapsis. Por otro lado,
se ha reportado que los astrocitos tienen una funcién dual ya que se puede ver involucrada en
la recuperacion o el desarrollo de complicaciones. Los astrocitos son células que tienen la
habilidad de iniciar y arnp]iﬁcar Ia respuesta inmune (Dong and Benveniste, 2001; Pekny and Nilsson,
2005), es decir pueden participar en la respuesta innata y adaptativa estan involucrados en la
reacciones inflamatorias que se encuentran en el parénquima del SNC, asi como en el
reclutamiento y la activacién de células inmunes periféricas (Belmadani et al., 2006; Benveniste et al.,
2001; Dong and Benveniste, 2001; Felsner et al., 1992; Nguyen and Benveniste, 2000; Ogata et al., 1993;
Ringheim and Conant, 2004). Se ha reportado que en condiciones patoldgicas secretan citocinas,
NOe, ademas de tener la capacidad de presentar el Ag por medio de MHC clase 11 y expresar
receptores tipo Toll-like como TLR2, TLR3 y TLR4 TLR5 y TLRY que son esenciales en la

inmunidad innata (Farina et al., 2007; Poltorak et al., 1998).

2.2.1.3.2. La microglia es parte del sistema inmune innato del SNC y fue definida como
un macréfago residente, constituye el 12% de las células totales de este sistema (Del Rio-Hortega,
1932). Recientemente se ha establecido que la microglia se origina tanto del neuroepitelio, como
de la médula 6sea. Algunas células de la médula 6sea adulta pueden ingresar al cerebro y aunque
la mayor parte de ellas se diferencian a microglia, un pequefio porcentaje puede transformarse en

astrocitos, evento desconocido en humanos (Bjorklund et al., 1987; Bjorklund and Stenevi, 1984). Se han
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identificado tres estadios en la microglia : 1) wicroglia en reposo, esta se encuentra en condiciones
normales y se encuentra en estado de reposo inmunolégico en donde adquiere una morfologia
caracterizada por estar ramificada con dos o mds procesos (Banati et al, 1996), expresa
marcadores CD11b, CD45low y exhibe un bajo nivel de expresiéon de moléculas MHC clase 11
y moléculas coestimuladoras como CD86 y CD40. En este estadio, esta célula cumple
funciones que contribuyen a la homeostasis del microambiente (Aloisi et al., 2000; Ruuls et al., 2001;
Sedgwick et al., 1991). Por otro lado, la microglia neonatal 7z vitro es funcionalmente diferente a la
adulta, ya que la neonatal no exhibe la morfologfa ramificada, pero si la ameboide (Dijkstra et al,
1992). La microglia frente a una respuesta inflamatoria, degradacion neuronal, lesion o presencia
de un Ag, adquiere propiedades fenotipicas y funcionales tipicas de una macréfago tisular
(Dylke et al., 2007; Streit, 2002) ; 2) microglia activadas no fagociticas, expresan bajo nivel de MHC
clase II y moléculas coestimuladoras CDD86 y CD40 y estas se han encontrado en areas de
inflamacion (Kreutzberg, 1996) y 3) microglia reactiva, microglia fagocitica con morfologfa ameboide
y se han encontrado en areas de traumas e infecciones, adquiere la capacidad de procesar y
presentar el Ag a células T CD4+ (Olson et al., 2001). Se ha visto que la microglia puede estimular
la diferenciaciéon de células efectoras Thl (Byram et al, 2004) y la proliferaciéon de T CD8+
(Havenith et al,, 1998) asf como expresar altos niveles de moléculas MHC-1 y MHC-II, receptores
Fc (I-III), receptores del complemento (CR1, CR2, CR4), B-2 integrinas, ICAM-1 del inglés
intercellular adhesion molecular-1, LFA-1del inglés leukocyte function antigen-1 y moléculas
coestimuladoras como CD40, CD54, CD80/CD86. Expresa diferentes TLR como: TLR1,
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR6, TLR7, TLR8 y TLRY (Farina et al, 2007), liberan citocinas
como IL-1-a, IL-6 y TNF-a que promueve la apoptosis en los oligodendrocitos (Alessandri et al,
2002; Ford et al., 1996; Ford et al, 1996). Liberan eucosanoides; componentes de la cascada del
complemento, que incrementan la permeabilidad de la membrana, son quimiotacticas y
provocan lisis de antigeno por medio del ataque a la membrana, liberan aminodcidos

excitatorios como glutamato y aspartato, ademas de radicales libres de oxigeno y nitrégeno
(Almeida et al., 2005; Banati et al., 1996; Benveniste et al., 1995; Kondo et al., 1995; Panek and Benveniste, 1995;

Ranson et al.,, 1963; Rosenman et al., 1995). L.a microglia puede tener una accion dual después de una
lesion, ya que activada en forma clasica (a través de substancias quimicas) produce una gran

cantidad de compuestos toxicos y contribuye al dafio tisular y activa la respuesta adaptativa. Es
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capaz de amortiguar las concentraciones de glutamato extracelular y producir factores
neurotréficos como NGF y NT 4/5, factor neurotréfico derivado de células gliales (GDNF)
del inglés glial cell-line derived neurotrophic factor, factor neurotréfico derivado de cerebro
(BDNF) del inglés brain derived neurotrophic factor y factor de crecimiento nervioso (NGF)
del inglés nerve growth factor, entre otros (Shaked et al., 2005; Shaked et al., 2004). Popovich (1997 y
2003) reporta que la microglia reactiva, se puede encontrar en ratas hasta dos a cuatro semanas,

después de la lesion (Popovich et al., 1996; Popovich and Jones, 2003).

La microglia es mas efectiva en el procesamiento y presentacion del Ag que los
astrocitos. En cocultivo de microglia con células T especificas contra proteina basica de la
mielina (PBM,) resulta en cambios morfoldgicos asi como una alta expresion de moléculas
MHC clase II (Eugene y cols., 2005). Algunos experimentos comprueban la interaccion, asi como
amplificacion y regulacion entre microglia-Th1 (Aloisi et al, 2000). También, estudios recientes
demuestran la interaccion de la microglia en reposo con células Th1, induciendo la expresion
de MHC clase II, moléculas de coestimulacion y adhesion. Por ello se ha sugerido que la
infiltracion de células Th1 periféricas estimula la maduracién de microglia, la expresion de IL-
12 y PGE2 en condiciones de cultivo; por otro lado, el INF-y que es secretado por células Thl
induce la expresion de MHC clase II, CD86 y CD40 (Fischer and Reichmann, 2001) en microglia
neonatal 7z vitro y ex vivo e induce la expresiéon de moléculas coestimulatorias y adhesion en
microglia de ratéon y humano (Aloisi et al, 1998; De et al., 1998; Shrikant et al., 1995; Shrikant and
Benveniste, 1996). Por otra parte, la microglia aumenta fuertemente su habilidad para reestimular
células Th1 y/o Th2 (Aloisi et al,, 1998) y la activaciéon de células T virgenes (Cash and Rott, 1994).
La activacion de Th2 se da solo si hay previa activacion de la microglia por medio de INF-y
sugiriendo que primero hay una infiltracién de células periféricas Th1 al CNS, que inducen la
maduracion de la microglia y promueven en ellas la capacidad de CPA y asi responder a células

T CD4+ (Friedmann et al., 2001; Kipnis et al., 2002; Schwartz and Kipnis, 2002).
La funcién potencial de la microglia y los astrocitos no esta limitada a la presentacién del

Ag, ya que recientes estudios sugieren que estin involucrados en la regulacién de la

inflamacién, neuroproteccion, remodelacion tisular, y plasticidad, entre otras (Aarum et al., 2003;
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Angelov et al., 2003; Lundin et al., 2003; Shaked et al., 2005). Se han asociado con demencia VIH,
esclerosis multiple, enfermedad de Alzheimer, Parkinson, isquemia y lesién en medula espinal,
entre otras (Aarum et al.,, 2003; Shapiro et al., 2005; Stoll et al., 1998; Wang et al., 2006) un ejemplo de ello
es, que en cultivos de astrocitos y microglia se han identificado diversas moléculas con
funciones tropicas como NGF, GDGF, factor neurotrofico ciliar (CNTF) del inglés ciliary
neurotrophic factor, factor de crecimiento de insulina 1(IGF-1) del inglés insulin-like growth
factor 1 asi como el factor M-CSF que esta implicado en la proliferaciéon y desarrollo de
microgh'a, (Aloisi et al, 1999; Fischer and Reichmann, 2001; Illes et al, 2004; Liao and Chen, 2001;
Santambrogio et al., 2001). También hay diversas evidencias en donde los astrocitos y microglia
tienen la capacidad de expresar cNOS, iNOS y por lo tanto, liberaciéon de NO@® (Stefano et al,

2004). Como ya se habfa mencionado, el NO® juega un papel clave en la respuesta inmune.
Bajas concentraciones el NOe es producido de manera constitutiva y neural; inhibe la
expresion de moléculas de adhesion, sintesis de citocinas y quimiosinas, ademas tiene un papel
en la neurotranmision asi como en la vasodilatacion. Sin embargo, en grades cantidades de
NOe, generado principalmente por iNOS, puede ser proinflamatorio. El tema de la funcién de
NOe es controversial, ya que se ha visto que este aporta beneficio asi como prejuicios en el

SNC (Penkowa et al., 2000; Sziraki et al, 1999). E1 NOwe fisiol6gicamente esta involucrado en la
relajacion de musculo liso, es neurotransmisor, juega un papel en la agregacién y adhesion
plaquetaria, ademas en la inflamacién e inmunidad inespecifica; entre otras funciones. E1 NOe
juega un papel en el SNC en la vasodilatacion; puede contribuir con la transduccion de sefiales;
plasticidad sinaptica ya que éste puede viajar desde la membrana postsinaptica a la presinaptica,
participando en el fendmeno de potenciacién de la actividad neuronal a largo plazo (LTP) por

ejemplo en los casos de plasticidad neuronal asociada con el aprendizaje y la memoria (Dawson

and Dawson, 1998; Knowles and Moncada, 1994; Lowenstein et al., 1993).

En contraste, diversos hallazgos revelan que grandes cantidades de NOe® son liberadas
por la glia y contribuyen a la degradacion de los oligodentrocitos en enfermedades

desmielizantes y en la muerte neuronal en enfermedades nerodegenerativas (Galea et al., 1992;

Jaffrey and Snyder, 1995; Koprowski et al., 1993; Lewitus et al., 2001; Mitrasinovic et al., 2005; Mitrovic et al.,

1994). Hay diversos factores que inducen que la glia libere NOe®; 1 ng/ml de LPS normalmente
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es usado para desencadenar la induccién de la actividad enzimatica de iNOs 7z vitro y algunas
citocinas como IL-13 e INF-y, TNF en células de raton asi como de humanos (Heba et al., 2001).
La expresion es regulada a nivel transcripsional y factores de transcripcion que se unen a la
region promotora del gen iNOs como NF-kB, STAT-1 e IRT-1 (Lowenstein et al., 1993; Xie et al,

1993).

El NOe en grandes concentraciones promueve mecanismos neurotoxicos, y se han
postulado la activacion de poly (ADP ribosa) polimerasa seguido por NAD+ y deplecién de
ATP y como consecuencia la activacion de glicélisis y aumento de los niveles de lactato y por
lo tanto la acidificacién del ambiente celular con ello la induccién de apoptosis (Tamatani et al.,
1998; Uehara et al, 1999). También modulan la liberacién de glutamato por medio de
sinaptosomas, causados por la inhibicién de citocromo (McNaught and Brown, 1998; Schuman et al.,
1994; Trabace and Kendrick, 2000) y exitotoxicidad (Bogdan et al., 2000; Hewett et al., 1994) as{ como la
inhibicioén de la respiracion mitoncondrial que puede gradualmente incrementar la sensibilidad
de las neuronas a la toxicidad del glutamato (por la despolarizaciéon y remodelacion de
receptores NMDA) (Coyle et al, 1991). En este proceso NO® compite reversiblemente con el
oxigeno por citocromo ¢ oxidasa (Brown and Cooper, 1994). Ademas de la inhibicién de
mecanismos energéticos para la sobrevida neuronal (Bolanos et al., 1997; Brorson et al., 1999; Pauwels
etal,, 1985), en cultivos gliales de cerebelo, el NOe inhibe la mitogénesis y la proliferacion celular
mediante inhibicién de la actividad mitocondrial, ademas puede actuar sobre la misma célula
que la produce o cualquier célula proximida, regulando la expresion de algunas citocinas como
el INF-y. (Radi et al, 1991). Estudios en animales knockout para iNOS revelaron un papel
importante de esta molécula en la inhibicién de la produccién de citocinas Thl por los

linfocitos T cooperadores (Taylor-Robinson et al., 1994).

Por otro lado, el NOe puede causar degeneraciéon oxidativa, via la formacion de
peroxinitrito cuando reacciona con iones superéxido (Aloisi et al., 1999; Cartizo et al., 1998; Dickey et
al,, 2004; Iadecola et al, 1997). Este puede ser considerado un marcador de estrés oxidativo e
involucra la oxidacién de lipidos, DNA y proteinas particularmente aminoacidos como

cisterna, metionina, fenilalanina y tirosina asi como, nitratar la tirosinasa previniedo la
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forforilaciéon (Castegna et al., 2003) y con ello la muerte neuronal y puede causar modificacién
oxidativa. El peroxinitrito afecta el estatus de energfa celular por la inactivaciéon de enzimas
mitocondriales, y promueve la liberacion de calcio intracelular de la mitocondria e inhibe la
actividad de la bomba Na+/K+-ATPasa en la membrana y canales de potasio activados por
calcio (Muriel and Sandoval, 2000). El cerebro es particularmente vulnerable a estrés oxidativo por
que tiene una alta tasa metabolica, alto nivel de 4cidos grasos poliinsaturados y un bajo nivel de
antioxidantes. E1 NO y ONOO en grandes concentraciones, pueden actuar directamente sobre
diferentes moléculas que intervienen en los procesos de sefializaciéon de las citocinas tales
como: JAK, STAT, NFkB/IkB, MAPK, algunas proteinas G y otros factores de transcripcion.
Esto lo pueden hacer a través de la nitraciéon de cisteinas en estas proteinas lo cual puede

originar su activacién o inactivacion (Guzik et al., 2003).

2.3. Fisiopatologia de Lesion en Sistema Netviosos Central

En el momento de un traumatismo, se produce una lesiéon mecanica (lesiéon primaria) en
donde se genera una pérdida de neuronas y glia que es ocasionada por el mismo trauma. El
mecanismo de muerte celular prevaleciente es necrosis, es atribuido a una marcada
disminucién de aporte de energfa, en especial de ATP circulante, debido a la hemorragia que se
genera (Martins et al., 1975; Sandler and Tator, 1976). Ello lleva glucdlisis anaerdbica e induce
produccién de lactato y la disminucién del pH celular (Lemke et al., 1987; Young and Koreh, 1986), y
la consecuente alteracion en el intercambio de iones (Wyllie et al., 1980). La pérdida del tejido
neural depende del grado de severidad y tipo de lesion, asi mismo, la glia que sobrevive ante la
lesion, experimenta déficit de glucdlisis y de fosforilacion oxidativa causando necrosis. En las
regiones cercanas pero no impactadas, migran células gliales que limpian los detritus celulares,
ademas se ha identificado que existe dominio de citocinas proinflamatorias liberadas por la

microglia y astrocitos, como el TNF-a, IL-1 y IL-6 (Allan and Rothwell, 2001). Después de 15

minutos de la lesion los niveles de mRNA de TNF-a e IL-6 aumentan (Xu et al,, 2001) y TNF-o

e IL-1 son capaces de coestimular su produccion (Pan et al,, 2002) alcanzando picos maximos

varias horas después y detectables a las 24 horas. Los niveles de TNF-a contindan
incrementandose despues la primera semana posterior a la lesiéon (Tyor et al, 2002) y como

consecuencia ocurre una intensa infiltracién leucocitaria (Popovich and Jones, 2003). E1 TNF-a ¢
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IL-1PB incrementan la respuesta inflamatotia por la via del factor nuclear kB (NFxB) (Allan and
Rothwell, 2001) que se activa en neuronas, microglia, astrocitos y células endoteliales (Bethea et al,,
1998) y NFkB estimula la produccion de citocinas, especies reactivas de oxigeno y NOS (Allan et
al,, 2001; Bethea et al., 1998; Kim et al,, 2000) en la primera hora después de la lesion (Dusart and
Schwab, 1994). Con ello se altera la funcién de la BHE y asi contribuye a la primer via de
desmielinizaciéon no especifica, dafiando las vainas de mielina, axones asi como promoviendo
directamente la muerte de los oligodendrocitos (Parkinson et al., 1997). La via del NFkB resulta en
altas concentraciones de ATP extracelular que, via un mecanismo calcio dependiente, aumenta
la sobre produccion de la proteina microglial AIF-1 (del inglés allograft inflamatory factor 1),
que activa a mas células de la microglia (Schwab et al., 2001; Tanaka and Koike, 2002).Esta activacion
se puede dar en sitios distantes a la lesion primaria (Katayama et al.,, 1995), es decir promueve la

migracion de estas al epicentro de la lesion.

Subsecuentemente, se desencadenan una serie de mecanismos autodestructivos (lesion
secundaria) que pueden expandirse y originar mayor destruccion en el parénquima y pérdida
neuronal con secuelas a largo plazo (Balentine, 1978; Goodkin and Campbell, 1969; Lemke et al., 1987).
El primer mecanismo que aparece después de la lesion primaria, es la pérdida de la regulacion
i6nica, incrementindose la concentracién de los iones de Na' y Ca® intracelulares y
disminuyendo los iones de K' y magnesio (Mg); esto lleva a una despolarizacién en la
membrana neuronal y ademas se produce dano de la bomba Na + K+ ATPasa, lo cual
provoca inestabilidad i6nica extracelular (Astrup y cols, 1981), es decir ingreso de Na' y agua al

citoplasma causando edema y lisis celular (Hewett et al., 1994).

El exceso de Ca®" libre intracelular activa las proteasas neutras que promueven la
degradacion de membranas, produccién de radicales libres, desacople de la fosforilacion
oxidativa (Brott and Bogousslavsky, 2000), ademas estas enzimas destruyen los neurofilamentos,
parte fundamental del citoesqueleto axonal, observandose en las primeras horas o dias
poslesion un colapso y fragmentaciéon axonales (Siegel et al, 2005). Con ello se produce un
aumento de las demandas funcionales que tiene una gran repercusion en la integridad axonal.

Ademas, el Ca”" libre también activa a fosfolipasas que actian sobre la mielina destruyéndola
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(Balentine, 1988). Asi mismo se observa liberacién de glutamato y aspartato en grandes
cantidades, como resultado de la entrada masiva de Ca®*, provocando excitacién intensa en
neuronas viables, efecto téxico que se conoce como excitotoxicidad (Faden and Simon, 1988). En
estas condiciones las células gliales interaccionan de manera cooperativa con las neuronas,
especialmente astrocitos que participan en el ciclo glutamato-glutamina. (Balazs et al., 1970; Wu et
al., 1991), los astrocitos toman el exceso de glutamato extracelular por medio de transportadores
para glutamato (EAAT, GLAST, GLT), y su gradiente quimico es de 3Na+, 1 H+ dentro y
1K+ fuera, por cada glutamato tomado (Anderson and Swanson, 2000; Westergaard et al., 1995)
resultando en un incremento en Na+ (Anderson and Swanson, 2000; Sonnewald et al., 1995). El
glutamato internalizado es convertido a glutamina por medio de la glutamina sintetasa,
dependiente de ATP, enzima localizada exclusivamente en los procesos astrociticos (Kimelberg
and Norenberg, 1989). Posteriormente la glutamina es liberada y tomada por la neurona, en la
terminal presinaptica, la glutamina es convertida a glutamato por medio de la glutaminasa, una
enzima fosfato dependiente preferentemente localizada en el sinaptosoma mitocondrial
(Yudkoff et al, 1989). El nuevo glutamato sintetizado es empaquetado dentro de vesiculas y
posteriorrnente liberado (Schaad et al., 1990; Akaoka et al., 2001; Gras et al., 2003; Kondo et al.,, 1995; Liao y
Chen, 2001; Lopez-Redondo et al., 2000; Pitt et al., 2003; Rodriguez-Kern et al., 2003; Swanson et al., 1997,
Landeghem et al, 2001; Zelenaia et al, 2000), sin embargo los transportadores o el ATP no son
suficientes para disminuir las concentraciones dafiinas de los neurotransmisores, desencadena
entonces la excitotoxicidad neuronal y oligodendroglial. Estos ultimos son muy susceptibles ya
que carecen de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) y los receptores que tiene son muy
permeables Ca™  (Puchalski et al, 1994). Otro mecanismo de la lesién secundaria es la
neurotoxicidad causada por el ataque de los radicales libres (RL) al tejido nervioso atacando a
lipidos causando lipoperoxidacion, oxidacion de proteinas, el DNA y el RNA y provocando
mutaciones o dafos irreversibles que llevan a la muerte celular (de Zwart et al, 1999). Otra
molécula que es producida por diferentes tipos celulares después de una alteracion y que puede
dafiar el parénquima es el NO® (Hamada et al., 1996; Hamada et al., 1996). E1 Ca*" a su vez activa a la
oxido nitrico sintasa constitutiva (¢cNOS, del inglés contitutive nitric oxide sintase), a través de
la activacion de los receptores del tipo receptor NMDA por accién del glutamato y se abren
canales de Ca®* acoplados al receptor, asi como canales sensibles a voltaje, aumentando la

concentraciéon de Ca®" intracelular que incrementa la actividad de la isoforma nNOS
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postsinapticamente, originando un incremento en sintesis de NOe. Existen evidencias
indirectas de que este mecanismo es dependiente de glutamato, el cual tras ser liberado en el

espacio intersinaptico actda sobre sus receptores del subtipo del NMDA (Canh et al., 2006; DeBoy
et al., 2006).

Después de una lesion, el NO® incrementa sus concentraciones por la actividad de la
iINOS; a diferencia de las sintasas constitutivas, la iNOS es regulada principalmente a nivel
transcripcional y Ca*'independiente, ademas produce NO® en mayores cantidades y por
tiempo mas prolongado (Guzik et al,, 2003). Es por ello que el NO® generado por iNOS, ha sido
relacionado de manera mas importante con procesos inflamatorios y neurotdxicos. La fuente
principal de NO® es la microglia, macréfagos y astrocitos. La induccién de iNOS vy la presencia
de L-arginina son suficientes para iniciar la generacion de NOe. Esta induccion de iNOS
puede ser iniciada por citocinas inflamatorias como IFN-y, TNF-a o IL-1-f (Heba et al.,, 2001),
pero cabe mencionar que uno de sus mejores inductores es el LPS e inhibida por

glucocorticoides y algunas citocinas, como TGF-f, IL4 o IL10, (Guzik et al, 2003). Como se
menciono anteriormente, el NO® reacciona con el anién superdxido para formar peroxinitrito
(O27 + NOe AONOO"). A pH fisiolégico el peroxinitrito reacciona con proteinas,
fosfolipidos, o bien se descompone en productos citotéxicos como ion nitronio (NO2+),

biéxido de nitrogeno (NO2) y radical OH. Asi parte de la toxicidad del NO® puede deberse a

su interaccion con O27 (Packer and Murphy, 1994). Adicionalmente, se sabe que el NO® desacopla
la cadena transportadora de electrones en la mitocondria, produciendo aun mas radicales libres

(Siegel et al., 2005). Ademas el NO® tiene un efecto directo sobre aquellas enzimas en cuyos

centros cataliticos existe hierro/sulfuro, como son la ribonucleétido-reductasa, en la sintesis
del ADN vy tres enzimas mitocondriales contenidas en el ciclo de Krebs, ademas de la
NADPH-ubiquinona oxido reductasa, asi como la succinato-ubiquinona oxido reductasa en la
cadena transportadora de electrones y como consecuencia de esto se presenta reduccion de

ATPasa Na+/K+ y alteracién de los transportadores para glutamato dependientes de Na+

(Schweizer and Richter, 1994). Por otro lado, el NO® juega un papel importante en la respuesta
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inflamatoria, por estimulacion de la ciclooxigenasa y aumentando la producciéon de

prostaglandinas (Vladutiu, 1995).

Posteriormente, contindan disturbios en la organizacién de las fibras como la
fragmentaciéon  axonal, desmielinizacién, degeneracion  Waleriana, apoptosis  de
oligodendrocitos y la formacién de una cicatriz glial que limita las funciones de ingreso glial al
epicentro de la lesién (Taoka et al,, 1998). Como podemos darnos cuenta después de un dafio se
desencadenan una serie de mecanismos autodestructores que incrementan el dafio al sitio de
lesion. Es por ello que diferentes estudios han dirigido su atenciéon a desarrollar estrategias

neuroprotectoras que disminuyan en lo posible los efectos deletéreos de dichos mecanismos

(Kaptanoglu et al., 2005; Kaptanoglu et al., 2005; Kipnis et al., 2004; Kiziltepe et al., 2004; Kulkarni et al., 2004;
Leist et al., 2004; Lu et al., 2005; Maier, 2005; Nakashima et al., 2004).

Actualmente, una estrategia que destaca por sus principios innovadores es la que
propone estimular una respuesta autoinmune contra constituyentes neurales para de esta
forma, modular la respuesta inflamatoria y con ello promover protecciéon y restauracion del
tejido neural (Moalem et al, 1999). En esta linea, varios estudios han demostrado que la
estimulacion de la respuesta mediante inmunizacién activa o pasiva con auto-antigenos
neurales como la proteina basica de la mielina (MBP, del inglés myelin basic protein), reduce el
dafo neuronal después de una lesién incompleta de médula espinal (Hauben et al., 2000). De esta
forma la propuesta sugiere la existencia de una respuesta autoinmune con caracteristicas muy

especiales que se encarga de proteger en este caso el tejido neural.

2.4. Autoreactividad y Auto-reactividad Protectora

El SI lleva a cabo la identificacion de sustancias propias y deteccion de extrafias. Para
realizar dicha funcién, durante la ontogenia las células inmunes desarrollan en forma aleatoria
la capacidad para responder a cualquier Ag; esta “generacion de diversidad antigénica” origina
la existencia de clonas capaces de reconocer auto-antigenos (Roitt et al., 1996). A pesar de que
existen mecanismos por medio de los cuales estas células auto-reactivas son eliminadas después
de su generacién o inactivadas en la periferia, para prevenir asi una enfermedad autoinmune,

estos son insuficientes y por ello practicamente en todos los individuos sanos se encuentran
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estas células (Abbas et al., 2002). En cuanto a los autoanticuerpos, en individuos sanos se dirigen
contra Ag comunes con baja afinidad, habitualmente ocultos o intracelulares. Estos auto-
anticuerpos se conocen como “naturales” y se dice que cumplen funciones fisiologicas en el

organismo (Moreno, 1996).

Por otro lado, se ha postulado la presencia de linfocitos T autorreactivos en individuos
sanos por a la falta de exposicion al Ag y/o dosis insuficiente de éste, por la regulacién de
células T reguladoras que suprimen a células auto-reactivas (Barouch and Schwartz, 2002; Kipnis et
al,, 2004; Schwartz and Yoles, 2005; Picca and Caton, 2005) o por falta de interaccién con la CPA que
expresa dichos Ag. Es decir estos linfocitos persisten “ignorantes” de la existencia del Ag y no
son activados 7 vzvo, por lo que su presencia no resulta en enfermedad. Sin embargo, cuando se
rompe la tolerancia antigénica, se observa una abundante produccién de auto-anticuerpos de
alta afinidad y cambio de isétopo a IgG, producto de la presentacion de auto-Ag por CPAs a
linfocitos T, por lo que al reconocer nuevamente estos epitopos, aumenta el riesgo de
desarrollar una enfermedad autoinmune (Moreno, 1996). La autoreactividad es parte de una
respuesta inmune normal que puede ser originada durante algunas enfermedades infecciosas e
inflamatorias, sin embargo cuando es excesiva, ocasiona un estado patologico que resulta en
una enfermedad autoinmune (Carroll and Holers, 2005; Grimaldi et al., 2005; Milner et al., 2005; Subudhi et
al, 2005). De acuerdo con observaciones clinicas y epidemiolégicas son mds comunes en
mujeres que en hombres, mas del 75% de personas que padecen enfermedades autoinmunes
son mujeres y son mas frecuentes en edades reproductivas, por ello se sugiere que las

hormonas son factores clave para determinar estas diferencias (Cooper and Stroehla, 2003).

Existen diversas enfermedades consideradas como autoinmunes como la enfermedad de
Graves, miastenia gravis y esclerosis multiple (EM) entre otras. La EM es una afeccion
inflamatoria desmielinizante del SNC en la que se ha reportado que el principal Ag es la MBP
(Revesz et al,, 1994). La encéfalomielitis autoinmune experimental (EAE) del inglés experimental
autoimmune encephalomyelitis es uno de los modelos experimentales de la EM en ratas y
ratones que puede ser inducida, sensibilizando al SI con proteinas encefalitogénicas como la

MBP, en adyuvante completo de Freund (ACF) (Fuller et al., 2004; Pal and Tabira, 2002; Rao and Segal,
2004).
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Después del rompimiento de la integridad en el SNC, las células T migran hacia el sitio
dafiado y ahi se acumulan en cantidades mayores a las observadas en el SNC no lesionado
(Schwartz et al, 1999). Esto hace pensar que dichas células participan de alguna forma en los
procesos desarrollados después de la lesion. Algunos estudios han demostrado que la
transferencia pasiva de células T especificas para el auto-antigeno MBP reduce el dafio
neuronal después de lesion medular en roedores (Hauben et al., 2000). A este tipo de respuesta se
ha denominado respuesta “auto-reactividad protectora” (Berczi et al., 1998; Rothwell and Hopkins,
1995). Esto representa un riesgo ya que se puede generar una enfermedad autoinmune, por ello
se realizaron ensayos en donde por medio de la inmunizacion activa con diversos péptidos no
encefalitogénicos asociados a la mielina con modificaciones en la secuencia de aminoacidos,
como copolimero-1 [Cop-1; polimero sintético compuesto por: L-alanina, L-lisina, I.-acido
glutémico y I-tirosina (6:2:5:1)] (Kipnis et al., 2003; Kipnis and Schwartz, 2002; Schori et al., 2002). Se ha
planteado que esto puede reducir la degeneraciéon secundaria de neuronas y promover una
mejor recuperacion motora en animales con lesion medular (Hauben et al, 2000; Moalem et al.,
1999), es decir promueve un efecto inmunoprotector (Hauben et al,, 2001). Este hecho es evidente
después de una lesién en el SNC ya que, estudios recientes han demostrado el importante
papel que desempefia la auto-reactivadad protectora en la recuperaciéon (Moalem et al., 1999),
mantenimiento, angiogénesis, cicatrizacion, regeneracion (Schwartz et al, 1999) y reparacion del
tejido neural lesionado (Lazarov-Spiegler et al., 1996; Rapalino et al., 1998). Mas adn, estudios recientes
han demostrado que esta auto-reactividad protectora es un fenémeno fisiolégico (Yoles et al.,
2001) y que esta codificado y controlado genéticamente (Hauben et al., 2000; Kipnis et al., 2001). La
inmunizacién activa con péptidos no-encefalitogénicos ha originado resultados muy
alentadores en animales (Hauben et al., 2001), sin embargo hasta la fecha no se conocen en forma
exacta los mecanismos por medio de los cuales la respuesta inducida por dichos péptidos
promueve proteccion al tejido. De acuerdo a algunos estudios (Shaked et al., 2004), las células de
la glfa pueden estar importantemente implicadas en esta labor de proteccion. Se cree que la
respuesta auto-reactiva protectora ejerce su efecto al capacitar a la microglia para movilizar
mayores cantidades de glutamato del espacio intersinaptico, una tarea que le corresponde a los

astrocitos pero disminuye su poblacién en el epicentro de lesion, lo que genera citotoxicidad

(Shaked et al., 2005).
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2.5. Mecanismos inmunoreguladores originados por Cop-1

La activacion de los linfocitos T CD4+ depende en gran parte del conjunto de sefiales de
transduccién  originadas por diferentes moléculas estimuladoras y co-estimuladoras
encontradas en la membrana celular. Entre ellas podemos mencionar a CD28, CD4, CD3,
CTLA-4 y el mismo TCR entre otros. Todas estas moléculas originan un conjunto de sefales
que pueden o no culminar en la activacién del linfocito T. De todas estas senales, la emitida
por el TCR es una reaccién importante ya que de acuerdo a algunos estudios, los cambios
sutiles en la estructura del ligando del TCR resultan en efectos distintos sobre la activacion del
linfocito T (Nel and Slaughter, 2002). La presencia de aminoacidos diferentes en la region
reconocida por el TCR o bien la presencia de secuencias repetidas formando copolimeros, sin
que se modifique la capacidad de uniéon al MHC, puede resultar en un cambio en el fenotipo,
anergia o ausencia del reconocimiento (Abbas et al, 2002). En el caso de los ligando peptidicos
alterados (APLs, del inglés altered peptidic ligands), una pequefia variacién en la secuencia
primaria peptidica puede ejercer un efecto importante en su capacidad para interactuar ya sea
con el MHC o con el mismo TCR convirtiendo de esta forma a un péptido agonista en uno
parcialmente agonista o incluso antagonista (Moreno, 1996). Los péptidos agonistas llevan a cabo
interacciones de gran afinidad con el TCR y originan una fuerte respuesta de los linfocitos T,
mientras que los parcialmente agonistas o antagonistas llevan al cabo interacciones de baja
afinidad que originan alteraciéon o incluso inhibicién de la respuesta (Hall et al., 2003; Huang and
Anderson, 2003; Jameson and Bevan, 1995; Kersh and Allen, 1996). E1 PNM originado de la modificacion
en la secuencia altamente inmunogénica 82-100 de la PBM (Aharoni et al, 1999), se ha
demostrado que no es encefalitogénico y se ha sugerido que inhibe en forma importante la

EAE en modelos murinos y en humanos y disminuye la severidad de la EM (Teitelbaum et al.,

1997).

Cop-1 es un copolimero que consiste de sales acetato de polipéptidos formados de la
polimerizacion controlada de cuatro aminoacidos: acido L-glutamico, L-alanina, I.-tirosina y L-
lisina (en rangos de fracciéon molar de 0.129-0.153, 0.392-0.462, 0.086-0.100 y 0.300-0.374,
respectivamente), repetidos de manera aleatoria, es decir los mondémeros pueden seguir
cualquier orden. Los mecanismos por los cuales el Cop-1 ejerce su accién no estin

completamente dilucidados, sin embargo por medio de observaciones z vitro se ha sugerido
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que Cop-1 compite por los sitios de uniéon de PBM en las moléculas de MHC o HLA (DR) y el
receptor de las células T (Aharoni et al., 1999; Farina et al., 2001; Farina et al., 2001; Neuhaus et al., 2001) en
donde, Cop-1 tiene una rapida y eficiente unién a varios MHC clase-1I con alta afinidad y de
manera promiscua a células presentadoras de antigeno sin necesidad de ser procesado (Fridkis-
Hareli et al, 1999). Se ha visto que el tamafio del copolimero es crucial para esta unién (Fridkis-
Hareli et al., 1997; Fridkis-Hareli et al., 1999; Fridkis-Hareli et al., 1999) comprobandose esto en modelo
murino y en humano, (Fridkis-Hareli et al., 1994; Fridkis-Hareli et al., 1994; Fridkis-Hareli et al., 1997). Esta
unién resulta en una activacion diferente con el epitopo inmunodomimante 82-100 de la PBM
(Aharoni et al., 1999) y se a sugerido que Cop-1 actia como un antagonista de este epitopo en
lineas celulares de ratén y humano, bloqueado el MHC clase-II (Atnon et al., 1996; Aharoni et al.,
1999) es decir Cop-1 tiene una reaccioén cruzada con el auto-antigeno, PBM (Duda et al., 2000;
Miller et al., 1998; Miller and Karpus, 1994) ya que inhibe la proliferacion de las células T especificas
contra PBM (Gran et al., 2000; Martin et al., 2001; Teitelbaum et al., 1992; Teitelbaum et al., 1999). Por otro
lado, Wiesemannet al., 2001 reporté que Cop-1 puede actuar como un agonista parcial-débil
del TCR en la activacion de células T virgenes. Sin embargo también se ha reportado que Cop-
1 es degradado a nivel periferia y posiblemente no llegue al cerebro y por lo tanto no compita
con los antigenos de mielina 7z situ. (Aharoni et al, 1999), Sin embargo se ha demostrado la
viabilidad de células T Cop-1-especificas inducidas en periferia por medio de una inyeccién o

por tratamiento oral con Cop—l (Aharoni et al., 2000; Arnon and Aharoni, 2004; Wiesemann, 2001,
Wiesemann et al., 2001)

Otro de los mecanismos de accién propuesto para Cop-1 es la inhibicién en la
proliferacion de células Thl reativas a mielina e induccion de Th2 o Th3 reguladoras
CD4+CD25+high, es decir inhibiendo la activaciéon de manera selectiva (Aharoni et al., 2000;
Farina et al., 2000; Gran and Rostami, 2001; Miller et al., 1996) con elevada produccion de 1L-10, 11.-4,
IL.-5, I1.-6, TGF-P (Aharoni et al., 1997; Aharoni et al., 1998; Dabbert et al., 2000; Miller et al., 1998; Miller
and Karpus, 1994; Wiesemann et al, 2001) y BDNE, NT-3, NT-4, que juegan un papel en la
regulacién del desarrollo neuronal, sobrevida neuronal, crecimiento de dendritas y regulacion
de la plasticidad (Douhou et al., 2001; Simon et al., 2001). Se ha visto que se suprime la produccion de
TNF-a e IFN-y (Dogan et al., 2003; Miller and Karpus, 1994; Neuhaus et al., 2001; Neuhaus, 2000) y el

receptor soluble de IL-2 (Putheti et al, 2003). Esto ha sido demostrado en circulacion, bazo y
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nédulos linfaticos pero no en érganos en donde ocurren los procesos patolégicos de la EAE o
EM (Arnon and Aharoni, 2004). Por otra parte, en monocitos de pacientes con EM, tratados con
Cop-1 se ha observados una significativa reduccién de 11.-12 y una elevada produccién de 11-
10, en los astrocitos se ha visto la expresion de BDNF, IL-10 pero no IFN-y tratados con
células T Cop-1 especificas; en células dendriticas promueve la produccion de 1L-10, (Arnon and
Aharoni, 2004) y suprime la expresion de CD1la que participa en la presentacion de Ags

glucolipidos (Hussien et al., 2001) que abundan en SNC.

De esta forma se plantea que Cop-1 tiene un efecto benéfico sobre el desarrollo de la
EAE vy que esta asociado a una regulacion negativa de los linfocitos T anti-MBP (Th1) y que
es mediado por la accion de linfocitos Th2 reguladores (Teitelbaum et al., 1999). Asi, la accién
basica de Cop-1 es modular la liberaciéon de citocinas pro-inflamatorias y con ello el efecto

dafiino de los linfocitos T contra MBP (Aharoni et al., 2000).

Después de una lesion al SNC se ha observado que se desencadena una respuesta contra
la MBP misma que de acuerdo a algunos estudios es predominantemente Th1 (Jones et al.,, 2002)
y es capaz de originar una gran destruccion al tejido nervioso si no es modulada (Jones et al.,
2004; Jones et al., 2002). Otros autores han demostrado que la presencia de dicho fenotipo no es
solo importante sino esencial para que la autoimunidad protectora ejerza su efecto benéfico
(Kipnis et al,, 2002) ya que son estas células las que liberan el IFN-y, que estimula la expresion
del MHC clase II (moléculas indispensables para la comunicacién y modulacion de las células
de la microglia y astrocitos por parte de los Th1). Aunque pareciera paraddjico, la presencia de
las células Thl y de células inflamatorias parecen ser pieza clave para el funcionamiento
optimo de la autoinmunidad protectora después de una lesion al SNC (Schwartz et al., 2003). La
modulacién de dichos elementos a través de la inmunizaciéon con Cop-1 puede ser una valiosa
alternativa terapéutica en lesiones, ya que al permitir solo la accién necesaria y no exagerada de
dichas células (Th1 y células inflamatorias) permitirfa obtener los beneficios que puede proveer
el sistema inmunolégico: factores de crecimiento y neuroprotectores, amortiguacion de

grandes cantidades de iones y excitotoxicas como NO@® y glutamato (Barouch and Schwartz, 2002;

Schwartz et al., 2003).
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La respuesta de linfocitos T inducida por la inmunizacion con Cop-1 es una respuesta
con fenotipo predominante Th2, de tal forma que el perfil de citocinas (practicamente anti-
inflamatorias) podria tener un efecto sobre la expresion de iNOS, que al disminuir la liberacién
de citocinas como TNF-a e IFN-y (proinflamatorias), su expresién se mantendria baja. Asi
mismo, con el predominio de un perfil Th2, la IL-10 e IL-4 se libera disminuyendo la
expresion de iNOS. Esto podria traer consecuencias muy importantes, ya que tanto la
expresion como la actividad de esta enzima se han relacionado importantemente con la
sobreproducciéon de NOe, que tiene un papel muy importante en la  citotoxicidad y
destruccion tisular. Ademas, iNOS se ha vinculado importantemente con la modulacién de la
respuesta inflamatoria (Guzik et al,, 2003) y las respuestas autoimunitarias (Ahn et al., 2001; Ding et al.,
1998; Fenyk-Melody et al., 1998; Isaksson et al., 2004; Kim et al., 2000; Okuda et al., 1995; Shi et al., 2001) de tal
forma que su modulacién podria ser uno de los mecanismos por medio de los se promueve la

proteccion al tejido neural (Figura 1.)
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Figura 1. Propuesta de inmunomodulaciéon inducida por Cop-1. Probable explicacién del efecto

benéfico de la inmunizacion con estos péptidos sobre algunos de los eventos autodestructivos en SNC.

37



3. JUSTIFICACION

Hasta el momento no se han descrito los mecanismos exactos por medio de los cuales la
inmunizacién con este copolimero no encefalitogénico estimule la autoreactividad protectora
promoviendo la proteccién al tejido neural. De acuerdo a los mecanismos inmunoreguladores
inducidos por estos péptidos innovadores y al papel importante que al parecer las células de la

glia desempefian durante este proceso, algunas de las probables vias de proteccién podrian ser
la disminucién en la producciéon de NOe. Actualmente no existen estudios que evalien el

efecto de la autoreactividad protectora sobre la produccion de NOe® en la glfa.

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢Los linfocitos T activados con el péptido Cop-1 induciran una disminuciéon en la

produccion de NOe en las células de la glia i vitro ?

5. HIPOTESIS

Los mecanismos inmunomoduladores inducidos por linfocitos T activados con Cop-1

son capaces de disminuir la producciéon de NOe en la glia 7 vitro.

6. OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de la inmunizacién con el péptido Cop-1 sobre la produccién de NOe

en la glia 7n vitro.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

Identificar la mejor concentracién que desarrolle respuesta inmune contra los antigenos:

ovalbumina (OVA) y Cop-1.

Estudiar el efecto de la activacion de linfocitos T con el péptido COP-1, sobre la

produccion de NOe en la glia 7 vitro.

38



8. MATERIAL Y METODOS

Los experimentos se realizaron en cocultivos con células que se obtuvieron de ratones
de la cepa BALB/c considerados resistentes a la EAE (Kigetl et al., 2006) y se ha reportado
que desarrollan de manera mas eficiente la autoreactividad protectora (Schori et al., 2001). Las
células T antigeno especificas se obtuvieron de érganos linfoides de ratones (de 6-8 semanas de
edad), hembra e inmunocompetentes, inmunizados con los péptidos OVA o Cop-1 y las

células gliales de ratones recién nacidos (1 a 3 dias de edad).

8.1. Disefio experimental

En cada experimento se evalué el efecto de linfocitos T cocultivados con glia, en donde
se probaron dos diferentes proporciones celulares: 1:10 y 1:100 de glia con linfocitos T anti-
Ags respectivamente. Las células anti-Ag fueron obtenidas de nédulos linfaticos y bazo de
animales inmunizados con OVA o Cop-1 y la glia de cerebelos de animales recién nacidos.
Estos cocultivos fueron mantenidos durante 48h para su posterior evaluacion de NOe. En la
Tabla 1 ilustra la cantidad de células para las proporciones celulares que se usaron en los

cocultivos.

Tabla 1. Proporciones celulares utilizadas en los cocultivos

Proporciones Células anti-Ag Glia
1:10 5x10¢ 4.5x105
1:100 5x103 4.9x105

Para la obtencién de células anti-OVA y Cop-1, los ratones fueron inmunizados
subcutaneamente en la porcién cervical con OVA o Cop-1, emulsificados en un volumen igual
al del adyuvante completo de Freund (ACF) conteniendo 1mg/ml de Mycobacterium tubercutosis,
doce dias posteriores a la inmunizacién, fueron colectados los nddulos linfaticos y bazo,

realizando un mezcla de estos, para la posterior activaciéon con el Ag homdlogo o con el Ag
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control en los cocultivos como se menciona mas adelante. En la Tabla 2. se muestra la dosis

vivo e in vitro que se utilizé para cada antigeno.

Tabla 2. Dosis utilizadas para la sensibilizacién y activacién de células anti-OVA (x-OVA) y

anti-Cop-1 (x-Cop-1).

Antigenos In vivo In vitro
OVA 200 pg/ml. 20 pg/ml.
Cop-1 200 pg/ml. 20 pg/ml.

Con lo que respecta a los cultivos de glia, fueron mantenidos trece dias posteriores a su
obtencion, después la glia fue despegada, contada y resembrada, 48 horas después se realizé el
cocultivo con células anti-Ag. Como control positivo de activacion de la glfa, se utilizaron
100ng/ml de lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli. Como control negativo la glia no fue
activada. Adicicionalmente, en cocultivos de Cop-1, se utiliz6 como control de activacion
especifica un péptido irrelevante (PI) llamado SP10-27 de 18 aminoacidos, que corresponde a
la secuencia parcial de una toxina del alacran Centruroides noxius (Calderon-Aranda, 1999), este se
ocup6 en la misma concentracion utilizada para Cop-1. Las condiciones que se cumplieron

para cada cocultivo por antigeno se representan en las siguientes tablas: OVA (Tabla 3) y Cop-

1 (Tabla 4).

Tabla 3. Cocultivo para OVA

Glia Células anti-OVA LPS* OVA
Condicién 1 v
Condicién 2 v v
Condicién 3 ] v v
Condicion 4 | V1 V1 VI

*lipopolisacarido (Boucher B.A. and Phelps S.J., 1997)
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Tabla 4. Cocultivo para Cop-1

Glia Células anti- LPS* Cop-1 PI**
Cop-1
Condicién 1 VI
Condicion 2 Vi v
Condicion 3 v ] 4|
Condicién 4 ] | | ]
Condicién 5 v ] V1
Condicion 6 V1 4] v v

*lipopolisacarido (Boucher B.A. and Phelps S.J., 1997) y **péptido irrelevante (Calderon-Aranda, 1999).

Cada cocultivo se realizé por triplicado de manera independiente.

8.1.1. TECNICAS
8.1.1.1. Obtencion de células gliales

Las células gliales fueron obtenidas de cerebelo de ratones BALB/c recién nacidos (1 a 3
dias de edad) por medio de decapitacion y extraccion de cerebelos. Estos fueron depositados
en una caja de Petri con medio de cultivo Hank’s (HBSS) suplementado con estreptomicina/
penicilina a 4 °C, en donde fueron cortados y tratados quimicamente con tripsina al 2.5% y de
DNAsa para posteriormente homogenizarlos y disociarlos de manera mecanica, todo ello en
condiciones en condciones de esterilidad. Subsecuentemente el tejido ya disociado fue
resuspendendido en medio DMEM de inglés Dulbecco’ s modified Eangle’s médium
suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina (ImM), estreptomicina/penicilina
(100 U/ml) y piruvato de sodio (1 mM), para su postetior determinacién de densidad celular.
Las células fueron sembradas en fascos de cultivo con poly-D-lisina y se incubaron a 37°C, 5%

CO, haciendo cambios diarios de medio de cultivo durante trece dias. (Anexo 1.)

8.1.2. METODOS DE EVALUACION
8.1.2.1. Proliferacion celular

Para comprobar la respuesta inmune contra OVA y Cop-1 se verifico, la respuesta en
concentraciéon y tiempo, asi como control de activaciéon de los antigenos en cada cocultivo.

Para ello se realizaron estudios de proliferacion celular empleando dos animales previamente
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inmunizados con el péptido en cuestién; se obtuvieron los nédulos linfaticos cervicales y bazo,
de estos 6rganos se hizo un mezcla por antigeno (Azoulay et al,, 2005). Una vez extraidos dichos
o6rganos linfoides se colocaron en RPMI para posteriormente ser separados por medio de la
técnica de ficol, obteniendo células mononucleadas, se colocaron 300,000 células/pozo con
RPMI suplementado y el péptido OVA o Cop-1; se utilizé6 concanavalina-A (ConA), como
control positivo, dado que es un activador celular inespecifico. Como control negativo solo se
agreg6 medio de cultivo. Se incubaron las placas durante 72 h a 37° C en 5% de CO,. La
proliferacién celular se evalud a través de la técnica de incorporacion de Timidita tritiada y para
ello los cultivos celulares fueron pulsados por un periodo de 18h con 1 uCi de [6-’H] timidina
por pozo; posteriormente se cosecharon estas células en donde los nucleos celulares fueron
retenidos por filtracion en papel de fibra de vidrio, la timidina radioactiva incorporada al DNA
fue cuantificada por medio un contador de radioactividad beta, (Beckman L5 6000) para
determinar la incorporacion de [6-’H] timidina expresada en cuentas por minuto (CPM). Los
resultados fueron expresados del promedio de quintuplicados. En el anexo 2 y 3 se hace la

descripcion de esta técnica de manera detallada.

Determinacion de NOe

El NOe fue determinado mediante el método de Griess’s (Green et al, 1982), 48h
posteriores al tratamiento, se tomo el sobrenadarte de los cocultivos en alicuotas de 500ul y
fueron congelados a -20 C°. Posteriormente se alicuotaron en 100pl, se les agregé 100ul del
reactivo de Griess’s, después de un periodo de 10 min. de incubacién, fue cuantificada la
cantidad de nitritos en el espectrofotometro a una longitud de onda 550nm. Las lecturas

obtenidas, fueron interpretadas en una curva de calibracion preparada con KNO; de
concentraciones conocidas y las concentraciones de NOe fueron calculadas a partir de esta.
Las concentraciones de NOe® se expresaron en pM de NOe/pg. Todos los resultados estin

expresados como promedio de los quintuplicados en unidades micromolar de NO2 *

desviacion estandar.(Anexo 4.)
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8.1.3. Método estadistico

Se realiz66 un analisis descriptivo de todos los grupos. Todos los datos son expresados
T desviacion estandar y fueron comparados por medio de la prueba estadistica paramétrica de
analisis de varianza ANOVA de una via, con la prueba de comparacién multiple Tukey—
Kramer, (software PRISM, version 4.03 para Windows, GraphPad) ya que los datos tuvieron
una distribuciéon normal. Los valores fueron considerados estadisticamente significativos con p

< 0.05.

Consideraciones éticas.

Para la realizaciéon del presente proyecto, se tomaron en cuenta los lineamientos
establecidos por el reglamento de la ley general de salud en materia de investigaciéon para la
salud (Titulo séptimo: De la investigacién que incluya la utilizaciéon de animales de

experimentacion) (Ley general de Salud, 1990)
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9. RESULTADOS

9.1. Proliferaciéon celular

Con el fin de encontrar la dosis 7z vivo e in vitro requeridas para obtener una respuesta
inmune adecuada para cada antigeno en cuestiéon, se inmunizaron tres diferentes
concentraciones del péptido de interés, y se realizaron estudios de proliferacién, que fueron
evaluados a las 72h. Cada barra representa el promedio * desviacion estandar de las cuentas
por minuto (CPM) de cinco pozos. Cada figura es la representacion grafica de uno de tres

experimentos independientes.

Proliferacion celular de animales inmunizados con OVA

En la Figura 2 se presentan los resultados de la proliferacion celular inducida al inmunizar con
100, 150 y 200pg/ml de OVA y al activar a las células anti-OVA con 5, 10 y 20pg/ml en los
ensayos de proliferaciéon con esta misma proteina. L.a mejor respuesta se obtuvo cuando se

inmunizé a los animales con 200pg/ml y cuando se activaron las células con 20pg/ml (ver
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figura 2¢) p<0.001. La diferencia observada fue estadisticamente significativa comparado con

el control negativo que no recibié estimulacién antigénica (proliferacion basal).
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Figura 2. Evaluacién de la proliferacién de células T sensibilizadas contra OVA. Los animales fueron
inmunizados con: a) 100pg/ml, b) 150pg/ml o ¢) 200pg/ml de OVA vy las células T activadas # vitro
con 5, 10, 6 20pg/ml con la misma proteina. Representacion grifica de uno de tres experimentos
independientes realizado por quintuplicado. Las barras representan el promedio de los quintuplicados *
desviacion estandar. El eje de la Y representa las cuentas por minuto (CPM) y en el ¢je de la X las

diferentes concentraciones que se ocuparon para la activacion celular. *¥*Diferente a los demas grupos,

(p< 0.001) por ANOVA de una via.

Proliferacion celular de animales inmunizados con Cop-1

En lo referente a los estudios de proliferacién con el copolimero-1 (Figura 3), se observo
que al inmunizar también con 200pg/ml y activar con 20pg/ml con Cop-1, las células T
presentaron un incremento significativo (p<0.05, ANOVA de una via) en su respuesta a este

antigeno (Figura 3c) en comparacioén con la proliferacion basal.
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Figura 3. Evaluacién de la proliferacién de células T sensibilizadas contra Cop-1. Los animales fueron
inmunizados con: a) 100pg/ml, b) 150pg/ml o ¢) 200pg/ml de Cop-1 y las células T activadas i vitro

con 5, 10, 6 20pg/ml con la mismo copolimero. Representacién grafica de uno de tres experimentos
independientes realizado por quintuplicado. Las barras representan el promedio de los quintuplicados *
desviacion estandar. El eje de la Y representa las cuentas por minuto (CPM) y en el eje de la X las
diferentes concentraciones que se ocuparon para la activacion celular. * Diferente a los demas grupos,

(p< 0.05) por ANOVA de una via.

Evaluacién de la producciéon de NOe en cocultivos

Con la finalidad de conocer el efecto de las células T activadas 7z vivo con Cop-1 sobre la
produccién de NOe por parte de las células gliales, se realizaron cocultivos de éstas ultimas
con células anti-Ag de nédulos linfaticos y bazo de animales inmunizados con OVA o Cop-1.
En ambos casos se evalué la producciéon de metabolitos de NOe® en los sobrenadantes de los

cocultivos mediante el método de Griess.

Cocultivos de animales inmunizados con OVA

La Figura 4, muestra la producciéon de NOe® cuando las células T anti-OVA obtenidas de
animales inmunizados con OVA y activadas iz vitro con su antigeno homologo, fueron
cocultivadas con glia en una proporcion de 1:10 (células Anti-OVA: glfa). Como se puede
observar, la activacion de la glia con el LPS (Glia+LPS) incrementa en forma significativa los
productos de NO® en comparacién a la glia no activada (p<<0.001). Sin embargo cuando la glia
es activada y cocultivada con las células anti-OVA en presencia de OVA (Glia+LPS+células
anti-OVA +OVA), se presenta una disminucién significativa (p<<0.001) en la produccién de
NOe. En el caso de los cocultivos que no fueron activados con LPS (Glia+células anti-

OVA+OVA) también se observé una disminucion significativa (p<<0.001) de la produccion de

47



NOe con respecto a la produccion basal de NOe en glia (Glia). En el inserto se observa que la

inmunizacién con OVA provocé una adecuada proliferacion celular contra dicho péptido.
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Figura 4. Evaluacion de la produccion de NO® en sobrenadantes de cocultivos de células anti-OVA y
glia a razén de 1:10 respectivamente. Representacion grafica de la evaluaciéon de uno de tres
experimentos independientes. Las barras representan el promedio de los quintuplicados * desviacion
estandar. El eje de la Y representa la concentracion de nitritos expresado en micromolar (UM) y en el
eje de la X las diferentes condiciones a las que se sometié6 la glia expresado como tratamientos. En el

inserto se incluye el control de la proliferacion de las células T activadas con OVA. ¥¥ Diferente a los

demis grupos, (p<0.001) por ANOVA de una via.
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Cuando se evalu6 la producciéon de NOe en cocultivos donde la relacién de células anti-
OVA y glia fue de 1:100 (Figura 5.), se observé nuevamente una disminucion significativa de la
produccion de NOe en relacion con la glia que sélo fue activada con LPS (Glia+LPS). Por
otro lado, la glia que no fue activada con LPS (Gliat+células anti-OVA+OVA) (p<0.001)
también presentd reduccion significativa en la produccion de NOe en relacién con la glia no

activada con LPS. En los insertos se comprueba la proliferacion de células T contra OVA.
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Figura 5. Evaluacién de la produccién de NO* en sobrenadantes de cocultivos de células anti-OVA y
glia a razén de 1:100 respectivamente. Representacion grafica de la evaluacién de uno de tres

experimentos independientes. Las barras representan el promedio de los quintuplicados * desviacién
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estandar. El eje de 1a Y representa la concentraciéon de nitritos expresado en micromolas (UM) y en el
eje de la X las diferentes condiciones a las que se sometio la glia expresado como tratamientos. En el
inserto se incluye el control de la proliferacion de las células T activadas con OVA. ** Diferente a los

demas grupos, (p<<0.001) por ANOVA de una via.

Cocultivos de animales inmunizados con Cop-1

Como se puede ver en la Figura 6 las células T activadas con Cop-1 disminuyeron en

forma significativa la producciéon de NO® de las células gliales. En este estudio, la glia activada

con LPS también incrementd significativamente su producciéon de NO® en comparacién con
la glia no activada (p<<0.001). Cuando las células gliales activadas se cocultivaron con células
anti-Cop-1 en presencia de Cop-1 (razén de 1:10; células anti-Cop-1 y glia respectivamente), se
disminuy¢ significativamente (p<0.001) la producciéon de NO®. Cuando la glia fue sometida a
las condiciones anteriores pero fue activada zz witro con un péptido irrelevante (PI)
(Glia+LPS+células anti-Cop-1+PI), se observé un aumento en los productos del NOe con

respecto a la glia activada con LPS. Por otro lado, la glia que no fue activada con LPS, pero si

expuesta a células anti-Cop-1 y su antigeno homologo (Glia+células anti-Cop-1+Cop-1)
(P<0.05), present6 una reduccién significativa en la produccion de NOe con respecto a la glia
no activada. En los cocultivos a los que solo se les agregaron células anti-Cop-1 y el péptido
irrelevante aumentd significativamente (P<0.001) la producciéon de NOecon respecto a la glia

no activada. En los insertos se comprueba la proliferacion celular contra Cop-1.
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Figura 6. Evaluacién de producciéon de NO® en sobrenadantes de cocultivos de células anti-Cop-1 y
glia a razén de 1:10 respectivamente. Representacion grafica de la evaluaciéon de uno de tres
experimentos independientes. Las barras representan el promedio de los quintuplicados * desviacién
estandar. El eje de la Y representa micromolas (UM) de nitritos y en el eje de la X las diferentes
condiciones a las que se someti6 la glia expresado como tratamientos. En el inserto se incluye el control
de proliferacién de células T activadas con Cop-1. ** Diferente a los demas grupos, (p<0.001) y *

diferente a los demads grupos, (p< 0.05) ANOVA de una via.
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La Figura 7, representa los resultados de la evaluacion de la produccion de NO® en los
cocultivos de células anti-Cop-1 con glia a una razén de 1:100. Se reitera el aumento
significativo de la producciéon de NO® en glia activada con LPS comparada con la glia sin
activar (p<0.001). Cuando la glia se activo con LPS y se cocultivé con células anti-Cop-1 en
presencia de Cop-1 (Glia+LPS+ células anti-Cop-1 +Cop-1) (p<0.001) disminuy6 la
produccion de NOB® significativamente con respecto a la glia activada con LPS. Cuando la glia
fue sometida a las mismas condiciones pero activada con un péptido irrelevante, (Glia+LPS+
células anti-Cop-1+PI) no se observé efecto en la produccién NOS. Por otra parte, la glia que
no fue activada con LPS, pero si expuesta a células anti-Cop-1 en presencia de Cop-1 o bien de
un péptido irrelevante tampoco se observé algin efecto sobre la produccion de NO® en

relacion a la glia sin activar. En los insertos se comprueba la proliferacion celular contra Cop-1.
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Figura 7. Evaluacién de producciéon de NO® en sobrenadantes de cocultivos de células anti-Cop-1 y
glia a razén de 1:100 respectivamente. Representacion grafica de la evaluacién de uno de tres
experimentos independientes. Las barras representan el promedio de los quintuplicados * desviacién
estandar. El eje de la Y representa micromolas (UM) de nitritos y en el eje de la X las diferentes
condiciones a las que se someti6 la glia expresado como tratamientos. En el inserto se incluye el control

de proliferaciéon de células T contra Cop-1. ** Diferente a los demas grupos, (p<<0.001) por ANOVA

de una via.
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10. DISCUSION

En el presente trabajo se evalué una estrategia innovadora, que consiste en la
estimulaciéon del sistema inmune mediante un copolimero, llamado Cop-1, para generar una
respuesta conocida como “autorreactividad protectora”, pues los linfocitos T responden de
una manera especial ofreciendo neuroproteccion al tejido. Al momento no existe informacion
exacta en relacién a los mecanismos por medio de los cuales dicha respuesta protege al tejido
neural después de una lesion. Una posibilidad importante podria estar representada por la
accion de la respuesta autorreactiva sobre las células gliales, especificamente sobre la
produccién de NOe de estas células. Es bien conocido el efecto dafiino del NOe cuando éste
se encuentra en muy elevadas concentraciones como ocurre en gran parte de las enfermedades
neurodegenerativas producidas por un mecanismo de lesiéon agudo. Dada la complejidad que
supone estudiar los mecanismos moleculares implicados en la activacion glial 7z vivo, se han

desarrollado distintos modelos experimentales de activacion glial 7z vitro, como es la

estimulaciéon por medio de LPS que induce la actividad de iNOS y con ello de NOe.

Este estudio fue propuesto para evaluar el efecto de Cop-1 en la produccién de NOe de
células gliales, y los resultados encontrados indican que Cop-1 diminuye significativamente la
produccion de NOe. Dicho efecto fue observado en las dos diferentes proporciones celulares

estudiadas (1:10 y 1:100, células anti-Cop-1 y glia respectivamente), cuando la glia fue activada
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con 100ng/ml de LPS y cocultivada con células anti-Cop-1 de 6rganos linfoides, previamente

sensibilizadas con Cop-1 y activadas con el mismo.

La inmunizacién con Cop-1, a diferencia de la llevada a cabo con la proteina basica de la
mielina y otras proteinas asociadas a la mielina, no induce EAE. De hecho, de acuerdo a
estudios recientes, este copolimero actia como un agonista parcial débil de la PBM y la

respuesta originada de esta interaccion, puede evitar o incluso inhibir el desarrollo de dicha
patologia ( Teitelbaum, 2003). Ademas se ha demostrado que puede afectar la secrecion de NOe
por medio del bloqueo de NF-kB o por la induccién de citocinas antiinflamatorias que

disminuyen la liberacién de NO® (Hua et al., 2002).

Cop—l es inductor del fenotipo Th2, (Arnon et al, 1996; Arnon and Sela, 2003; Sela and
Teitelbaum, 2001) células consideradas como reguladoras o antiinflamatorias (Yamagiwa et al., 2001).
Los linfocitos T anti-Cop1 se caracterizan por liberar 11.-10, IL-4 y TGF-3 (Aharoni et al., 2002),
citocinas que juegan un papel importante en la supresion de la respuesta inmune
proinflamatoria (Aharoni et al., 1998; Sugawara et al, 1999) y pueden representar un importante

mecanismo para prevenir enfermedades autoinmunes por medio de la modulacion de células T
efectoras debido a la produccion de IL-4 e IL-10 que inhiben los efectos de I11.-12 e IFN-y.
Adicionalmente, la expresion del gen que codifica para iNOS (enzima involucrada en el dafio al
tejido neural) depende de la actividad del factor de transcripcion NF-kB (Hua et al,, 2002). La
expresion de este factor se ve importantemente inhibida por la accién de citocinas como 1L-4 e
IL-10. El incremento de IL-10 inhibe la via p38 MAPK bloqueando NF-kB, ademas interfiere
con la estabilidad del mRNA a nivel postranscripcional (Narayan et al.,, 1998), e inhibe genes para
la expresion de INF-y e IL-1PB, suprimiendo la fosforilacion de la tirosina de STAT-1 (Alzeer et
al., 1999;Ito et al., 1999; Villinger et al., 1999). La IL-10 es capaz de modular directamente la respuesta
glial ya que inhibe la expresiéon de moléculas del MHC clase-1I, NOe®, quimiocinas, citocinas
como: IL-1P, la IL-6, la IL-8, y el TNF-a citocinas que tiene una participacién elemental en la

produccion de NOe.
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En cuanto a la IL-4, aumenta la expresion de moléculas del MHC de clase 11, CD23 y CD4
pero bloquea la produccion de 1L-1, IL-6, IL-8 y TNF-a en células fagociticas (Banchereau et al,
1994). En lo referente a los linfocitos T, inhibe la produccién de IFN-y cuando éstos se
encuentran activados (Banchereau et al, 1994) La IL-4 puede inhibir también la producciéon de
NOe, promoviendo la expresion de la arginasa (Munder et al,, 1999) que cataliza la hidroélisis de
arginina a ornitina y por ello compite con NOS por sus sustrato, la L-arginina (Vercelli, 2003).
Otra citocina que forma parte también del perfil de citocinas liberadas por el fenotipo Th2 y
que tiene efecto sobre la supresion de NOe es la I1.-13. Esta molécula regula la induccion de
arginasa en macréfagos, incrementindose los niveles de ésta e involucraindose asi con la
inhibicién del NOe® (Gordon, 2003; Narayan et al., 1998). Como se puede observar, son muy
diversos los mecanismos por medio de los cuales la respuesta anti-Copl (autorreactividad
protectora) puede disminuir las concentraciones de NOe. Actualmente existe importante
evidencia en relacién al efecto benéfico proporcionado por las células inmunes sobre el tejido
nervioso lesionado. Con base en esto, se han desarrollado diferentes estrategias cuyo objetivo
principal es modular la activacién de las células gliales a través de su interaccion con las células
T. Esta interaccion de alguna manera favorece la opsonizacion, fagocitosis y presentacion
antigénica en células como la microglia (Kipnis and Schwartz, 2002). Ademas, en dichas células,
promueve la actividad removedora de detritus (Shaked et al., 2005; Shaked et al., 2004), la expresion
de neurotrofinas, transportadores para glutamato (Nakajima et al., 2001; Rimaniol et al., 2000) y de
moléculas que le permiten una mejor interaccion con las células T (moléculas del MHC clase-
II, CD40, B7.1, B7.2). La influencia de estas dltimas provoca también en las células gliales la
liberacion de citocinas que disminuyen la produccién de NOe, como: IL-13, TGF-f3, I1.-4, I1.-
10 Doyle et al,, 1994; Munoz-Fernandez et al., 1994), sugiriendo esto que el fenotipo que adquiere la
glia expuesta a la activacion local con células T es protector y puede tener importante

participacion en la restauracion de tejido neural.

Diferentes estudios han demostrado que el efecto benéfico originado por la
autoreactividad protectora (representada en este trabajo por la respuesta anti-Cop-1) en
modelos de lesion al SNC (Aharoni et al., 1998, Aharoni, et al., 2002); es el resultado de una

respuesta dirigida especificamente contra antigenos neurales. Para comprobar si la inhibicion
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en la producciéon de NOe era promovida especifiamente por los linfocitos activados contra
Cop-1, en el presente trabajo se utilizaron como controles, células anti-Cop-1 obtenidas de
animales inmunizados con Cop-1 pero en presencia de un péptido irrelevante en el cocultivo; o
bien, células anti-Cop-1 activadas con ovalbumina en presencia de ésta misma proteina.
Cuando se uso el péptido irrelevante, la produccion de NOe no se disminuyé; mas bien en
algunos casos, ésta se increment6. Cuando la relacion de células anti-Cop-1--glia en los
cucultivos fue de 1:10, con y sin activacion de la glia con el LPS, se observé un incremento
significativo del NOe. Esto pudo deberse a que el reconocimiento del péptido provoco la
activacion de células fagociticas y con ello la liberacion de especies reactivas de nitrogeno y
citocinas proinflamatorias como INF-y TNF-a, IL-1-B, que pudieron incrementar aun mas la

produccio'n de NOe (Schwentker et al., 2002; Schwentker and Billiar, 2002).

Cuando se realizaron los cocultivos con células anti-OVA obtenidas de animales
inmunizados con OVA, en las mismas proporciones y condiciones que se usaron para Cop-1,

se observo una disminucién significativa en la producciéon de NOe, con y sin activacién de

LPS. Este fue un hallazgo inesperado ya que de acuerdo a reportes anteriores, la proteccion al
tejido neural es brindada por una respuesta inmune especifica contra antigenos neurales (Avidan
etal, 2004). La OVA no es un antigeno propio, esto origina el primer conflicto en relacién a lo
establecido en el concepto de autorreactividad protectora. Ademads la OVA genera una
respuesta de células Thl (Wolf et al, 2001) y un microambiente clasicamente denominado
proinflamatorio, debido a las liberaciéon de citocinas como INF-y, TNF-a, IL-1-B, IL-2 y
TNF-B. Varios estudios han demostrado que la existencia de una respuesta Th1 predominante
después de una lesion al SNC incrementa el dafio al tejido (Jones et al,, 2004). Por lo tanto, resulta
muy dificil explicar en la presente tesis, como la respuesta que genera OVA, puede provocar la
disminuciéon de de NOe, ya que entre otras cosas, INF-y estimula la expresion del gen para
iINOs (Narayan et al,, 1998) lo que resultaria en una mayor produccién de NOe y no en una
reduccion. Una posible explicacion de la disminucion de NOe® en los cocultivos de OVA, es
que al predominar las células Thl y con ello una alta produccién de IL-2 e INF-y (Wolf et al,

2001), este dltimo promueva la apoptosis de las células gliales, especificamente de la microglia y
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con esto como consecuencia un menor nimero de células, reflejandose esto en un descenso de
la producciéon de NOe. El INF-y incrementa de manera importante la expresiéon de Fas
(Narayan et al., 1998) y FasL. en la microglia, promoviendo con ello la apoptosis de éstas células
(Badie et al., 2000; Frigerio et al, 2000). Por otra parte, también IL-1 y TNF-a incrementan la
expresion y transcripcion de Fas (Spanaus et al,, 1998), mecanismo regulatorio que puede estar
activado por la expresion y activacion de NF-kB (Osborn et al,, 1989; Spanaus et al., 1998) mismo que
se une al sitio de reconocimiento en el gen Fasl. (Takahashi et al, 1994) aumentando con esto, la
posibilidad de muerte en la microglia y otras células vecinas. Adicionalmente se ha reportado
que el TNF-a e INF-y potencian la muerte de microglia por medio de la disminuciéon de
moléculas antiapoptoticas como Bcl-2 y Bel-xL (Spanaus et al,, 1998). Por otro lado, los astrocitos
expresan también altos niveles de Fas en forma constitutiva (Sun et al.,, 1998; Thilenius et al., 1999),
sin embargo dicha expresion se incrementa por la accién de varias citocinas como IL-1f, IL-6,
IFN-y, and TNF-a (Choi et al,, 1999) aunque algunos autores reportan que su muerte no esta
dada por este ligando normalmente (Becher et al., 1998). Otros han reportado que los astrocitos

son sensibles a la apoptosis por esta via en presencia de altas concentraciones de IFN-y (Saas et

al., 1999).

Todo lo anterior sustenta la posibilidad de que las células gliales estén siendo eliminadas
como consecuencia de su interaccion con el microambiente Thl predominante. Mas aun,
estudios realizados en modelos animales han demostrado que la inmunizacién con OVA

incrementa el dafio a las células neurales (Ankeny and Popovich, 2007).

Existe también la posibilidad de que la respuesta inmune contra OVA pudiera ser
protectora; sin embrago, la evidencia de diferentes trabajos relacionados con el tépico no
sustentan esta posibﬂidad (Ankeny and Popovich, 2007; Hauben et al., 2000; Hauben et al., 2001; Shaked et
al., 2004). En dichos estudios, se ha utilizado también la inmunizacién con OVA como un
testigo negativo para evaluar otros parametros y en ninguno de los casos se observo un efecto
protector. Con los resultados de la presente tesis no podemos llegar a una conclusion sélida al

respecto. Es necesario disefiar nuevos experimentos dirigidos especialmente a dilucidar la causa

real de la disminucién del NOw® en los cocultivos con células anti-OVA.
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Los resultados de esta tesis indican que la respuesta autorreactiva contra Cop-1
disminuye en forma significativa las concentraciones de NO® lo cual sugiere que éste podria

ser uno de los mecanismos a través del cual la autorreactividad protectora lleva a cabo su

efecto benéfico sobre el tejido neural después de una lesion.

Deberan planearse experimentos en el futuro para explorar en otros péptidos neurales
modificados el efecto obtenido con Cop-1. Ademas debera investigarse el efecto de la
inmunizacién con Cop-1 sobre las concentraciones de otras especies reactivas y sobre el
mismo fenémeno de lipoperoxidacion, factor importante en la destruccion del tejido neural

después de una lesion.

11. CONCLUSIONES

Las células T anti-Cop-1 con su antigeno homoélogo promueven una disminucién significativa
en la produccién de NOe en cocultivos con células gliales pero no con un antigeno heterélogo

en las proporciones 1:10 y 1:100 .

Las células T anti-OVA con su antigeno homoélogo promueven una disminucién significativa

en la produccion de NOe en cocultivos con células gliales en las proporciones 1:10 y 1:100

El efecto de células T anti-Cop-1 depende de su activacion 7z vitro con su antigeno homdlogo.
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12. PERSPECTIVAS

Determinar el perfil de citocinas predominantes en la activacion de linfocitos T' contra

Cop-1 cocultivados con la glia.

Analizar el efecto de la activacion de linfocitos T con Cop-1, sobre la expresion de

iINOS en la glia 7 vitro.

Explorar el efecto de los linfocitos T contra ovalbimina, sobre las células gliales y su

produccién de 6xido nitrico.

Determinar la expresion de Fas y FasL en la glia y células anti-OVA 7n vitro después de

la estimulacion con su antigeno homologo.
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13. ANEXOS

DESCRIPCION DE TECNICAS
ANEXO 1. Obtencion de células gliales
La extraccion de las células gliales fueron obtenidas de animales recién nacidos (1 a 3 dias de
edad) en condiciones de asepsia.
+ Decapitar y extraer los cerebros de las ratones recién nacidos y depositatlos en una caja Petti
con 7 ml medio de cultivo Hank’s (HBSS) suplementado con estreptomicina y penicilina (100

U/ml) manteniendo la caja a 4°C.

+ Agregar 7 ml de HBSS, 3 ml de tripsina al 2.5 % y 3 pl de DNAsa, este debe estar a
temperatura ambiente

+ Dejar incubar 15 minutos dando movimientos gentiles

+ Transferir a un tubo de 50 ml.

+ Dejar reposar 5 min.

+ Remover el sobrenadante.

4 Anadir 10ml de HBSS con 5 pl de DNAsa

+ Homogenizacion del tejido con una pipeta de 10 y 5 ml.

+ Centrifugar a 300 g por 5 minutos a 4°C.
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Decantar el sobrenadante

Resuspender la pastilla con 10 ml de HBSS y 3ul de DNAsa
Dejar reposar de 30 a 45 segundos

Tomar la suspension celular y transferirla a otro tubo
Centrifugar a 700g, 5 minutos a 4°C.

Decantar el sobrenadante

P I T I

Resuspender en 5ml de medio DMEM del inglés Dulbecco’ s modified eangle’s medium
suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-glutamina (ImM), estreptomicina/penicilina
(100 U/ml) y piruvato de sodio (1 mM), posteriormente homogenizar

+ Determinar la densidad celular y ajustar para cada fasco con poly-D- lisina, (PDL, 10ug/ml)
deacuerdo con el area de siembra.

4 Incubar 37°C, 5% CO; haciendo cambios diarios de medio de cultivo durante 6 dfas.

ANEXO 2. Obtencién de células anti-OVA y anti-Cop-1

Una vez extrafdos 6rganos linfoides (nédulos linfaticos cervicales y bazo), se colocaron en RPMI
para posteriormente ser macerados por separado con el émbolo de una jeringa estéril. Mediante la
técnica de ficol se obtuvieron las células mononucleadas.

La extraccion de células se hace de ratones hembra de 4-6 semanas de edad,
inmunocompetentes ¢ inmunizadas via subcutanea con el péptido correspondiente 9 a 12 dias después
de la inmunizacion.

+Los ratones fueron anestesiados y en condiciones de asepsia fueron procesados
+ Colocar al animal en posicion decubito sobre la tabla de diseccion

+Localizar y extraer los nédulos linfaticos cervicales y el bazo, como se ilustra en la siguiente

figura:
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+Macerar gentilmente dichos 6rganos linfoides en una taza de disociacion que contiene RPMI
suplementado con L-glutamina (1mM), estreptomicina /penicilina (100 U/ml)

< Transferir a un tubo y dejar reposar por 3 minutos

“+Recuperar el sobrenadatte.

+ Centrifugar a 300 g por 5 minutos a 4°C.

+Resuspender la pastilla en 5 ml de DMEM

<+ Transferir a un tubo con 3 ml de con ficol a temperatura ambiente

<+ Centrifugar a 700 g por 25 minutos a temperatura ambiente

+Lavar 3 veces con PBS y medio de cultivo suplementado con suero fetal bovino al 10%, I-
glutamina (1mM), animodcidos no esenciales (1mM), estreptomicina/penicilina (100 U/ml) y
piruvato de sodio (1 mM)

<+ Cuantificar en una cimara de neubauer para iniciar el proceso de siembra y estimulacion.

ANEXO 3. Proliferacion celular

Después de la obtenciéon de células anti-OVA Y anti-Cop-1, se contaron y se prepararon para la
proliferacion celular que se evalud a través de la técnica de incorporacion de LI [6-*H] Timidina, ya que
en proceso de replicacién la timidina (en este caso, marcada con un isétopo radiativo: tritio) es tomada
del ambiente extracelular e incorporada a solo una de las cromatidas de cada cromosoma pues la
replicacién del DNA es semiconcervativa. Para ello se colocaron 300,000 células/pozo, en placas de 96
pozos con RPMI suplementado, es decit con suero fetal bovino (SFB) al 10%,
estreptomicina/penicilina (100 U/ml), L-glutamina, aminodcidos no esenciales, pituvato de sodio y el
péptido Cop-1 o OVA y Concanavalina-A en una concentracion de 2.5ug/ml (ConA, como control
positivo, el cual es una activador celular inespecifico). Se incubaron durante 72 horas a 37° C en
presencia de 5% de CO,, 18 horas antes de la hora 72 se agrego a cada pozo 1 uCi de [6-°H] timidina
(actividad especifica 999 GBq/mmol, 27 Ci/mmol, Amersham), portetiormente por medio de un
cosechador se lisaron la células para la obtencién de DNA, agrandoles liquido de centelleo para ser
leidas en una contador de radioactividad beta, Beckman L5 6000 a TA. Los valores obtenidos fueron

expresados en cuentas por minuto (cpm).
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ANEXO 4. Determinacion de Oxido Nitrico (NO*®)

Para la determinacién de NO, fue por medio de un método colorimétrico basado en la reaccién

de Griess que identifica la presencia de metabolitos de NO como el nitrito.

4 Tomar 100 ml del sobrenadante de los cocultivos y homogenizarlo con 100 ml del reactivo
de Griess (1:1 (v/v) de 0.1% naptiletil-nediamina (NED) in H20 con 1% sulfanilamida en
5% H3PO4)

4+ Incubar 10 minutos

4 Leer a una longitud de onda de 550 nm en un espectrofotémetro.
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