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RESUMEN
Propdsito: El trasplante de membrana amnidtica es util en el tratamiento de la
queratitis estromal herpética, disminuye la inflamacién y fomenta la pronta
resolucion de la infeccion viral. Algunos receptores de reconocimiento de patrones
como TLR3, RIG-1 y MDAS5 han sido implicados en el reconocimiento de patrones
moleculares asociados a patdgenos del herpesvirus, activando la respuesta
inflamatoria mediada por la activacién de NFxB, por otra parte también son capaces
de activar la via de los interferones atraves de IRF. El principal objetivo de este trabajo
fue determinar el efecto de la membrana amnidtica en la translocacion nuclear de
NFkB, IRF3 e IRF7 en miofibroblastos humanos aislados del limbo esclerocorneal
cuando se estimulan con analogo de RNA de doble cadena (poli I:C).
Métodos: Los miofibroblastos humanos del limbo esclerocorneal fueron aislados de
rodetes residuales de cirugias de transplante de cornea y caracterizados mediante
citometria de flujo, se estimularon con poli I:C en presencia o ausencia de membrana
amniotica, la translocacion nuclear de NFkB, IRF3 e IRF7 se determiné mediante
microscopia de inmunofluorescencia.
Resultados: Poli I:C incrementa la translocaciéon de NFkB en MFBLEC, cuando estos se
exponen a membrana amniotica se observd una disminucion de la translocacion
comparado con el control no estimulado. IRF3 se encontré constitutivamente
expresado en el nucleo de los MFBLEC y su translocacion no parece ser afectada por
poli I:C y MA. IRF7 se encontr6 constitutivamente expresado en los MFBLEC. Poli I:C
estimula la translocacion de IRF7 hacia el nucleo de los MFBLEC, la translocacion de
este factor parece incrementarse cuando los MFBLEC se exponen a MA.
Conclusiones: Parte del efecto anti inflamatorio que ejerce la MA cuando se aplica
sobre corneas con QEH puede ser explicado por la inhibicién que ejerce la MA sobre la
translocacion de NFxB, por otra parte la MA parece no interferir con la translocacion
de IRF3 e incluso favorecer parcialmente la translocacidon de IRF7 y por lo tanto la via

de los interferones en los MFBLEC estimulados con poli I:C.



I.- INTRODUCCION

1) ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA SUPERFICIE OCULAR
La superficie ocular es una estructura del ojo y de los parpados que
anatoOmicamente comprende la conjuntiva, el limbo y la cérnea; sus funciones son
proveer una superficie externa que permita la transparencia para la visiéon y
proporcione una barrera mecanica eficiente que evite la entrada de microorganismos

dentro del ojo asi como funciones nutricionales y metabolicas.

1.1 PELICULA LAGRIMAL

Proporciona confort a la superficie ocular a través de una lubricacién
constante. Las lagrimas son redistribuidas por el parpadeo a partir del menisco
lagrimal®. Protege la superficie ocular de patégenos, alérgenos, desecacion, cambios
de temperatura y contaminantes. Ademas contiene elementos antimicrobianos como
peroxidasa, lactoferrina, inmunoglobulina A y lisozima entre otros. La pelicula
lagrimal provee de un gran numero de factores de crecimiento, neuropéptidos e
inhibidores de proteasa importantes para mantener la integridad corneal y estimular

la reparacién de las heridas?.

1.2 CONJUNTIVA

La conjuntiva es la superficie mucosa que se extiende desde el limbo
esclerocorneal a los margenes palpebrales y la carincula lagrimal. Sus funciones
principales son de proteccidn, proveer una pelicula lagrimal acuosa y mucosa; es una
fuente de tejido inmune y facilita el movimiento ocular.
Conjuntiva Bulbar.- Estd constituida por un epitelio secretor estratificado no
queratinizado anclado a una membrana basal y la sustancia propia subyacente.
Presenta células epiteliales cuboidales y células de Goblet (5 a 10%), ademas de
células de Langerhans, linfocitos y melanocitos. En el limbo, el epitelio ctubico se
transforma a aplanado. Los pliegues radiales en el limbo son conocidos como la

empalizada de Vogt 3.



Fornix.- La conjuntiva del férnix estd compuesta por un epitelio escamoso
estratificado no queratinizado, células de Goblet, melanocitos y células dendriticas.
La sustancia propia se compone de una capa superficial linfoide compuesta por tejido
conectivo entremezclado con linfocitos, mastocitos y células plasmaticas. La lamina
fibrosa profunda contiene los vasos, nervios y las glandulas de Krause.

Conjuntiva palpebral.- La unién mucocutanea marginal marca la transicion del
epitelio escamoso estratificado queratinizado de los parpados al no queratinizado de

la conjuntiva palpebral“.

1.3 LIMBO ESCLERO-CORNEAL
El epitelio limbico es estratificado no queratinizado, no presenta células de
Goblet, contiene un gran numero de células dendriticas maduras e inmaduras,

linfocitos T, melanocitos altamente pigmentados y vasos sanguineos subyacentes®.

Células madre del epitelio limbico.- Las células madre del epitelio limbico (LESC)
residen en los nichos limbicos o empalizadas de Vogt, donde permanecen en un estado
indiferenciado. Estas células pueden ser diferenciadas del epitelio corneal por varios
marcadores, incluyendo p63, vimentina, integrina a9f31, citoqueratina (CK)19, CK5,
CK14, cadherina 342 y miembros de la proteina transportadora de ATP como ABCGZ2,
con ausencia de marcadores para CK3 y de CK12. Algunas caracteristicas que poseen
son: un ciclo celular prolongado, alta capacidad de autorenovacién, activacion de la
proliferacién cuando se ponen en medio de cultivo o al presentarse un dafio a la

superficie ocular>®.

Células madre estromales.- Los nichos limbicos también presentan células madre
estromales, que se encuentran bajo las células madre epiteliales limbicas; son
semejantes a fibroblastos con potencial de diferenciacién adipogénica, condrogénica y
osteogénica, ademas tienen una alta capacidad de formacion de colonias de unidades

de fibroblastos, asi como propiedades inmunosupresoras 7.



CORNEA

La cornea es una estructura avascular y transparente cuyo aporte de glucosa y
de oxigeno para sus funciones metabodlicas proviene de la circulaciéon limbica, el
humor acuoso y la pelicula lagrimal. Es una estructura altamente inervada que
contribuye con 2/3 partes del potencial refractivo del ojo°. De anterior a posterior la

cornea esta compuesta por 5 capas (Figura 1).

Epitelio corneal.- El epitelio corneal es un epitelio estratificado compuesto por 5 o0 6
capas de células en su region central que aumentan a 8-10 capas celulares en su zona
periférica donde también residen células de Langerhans y melanocitos, en conjunto
presentan un espesor uniforme de aproximadamente 50 pum. Las células mas
superficiales son escamosas planas sin queratina que estan conectadas por cuerpos de
insercion (desmosomas). Las capas intermedias constan de células con forma alada.
La capa mas interna (células basales) esta formada por células columnares que estan
conectadas por hemidesmosomas. Entre las células epiteliales columnares y la

membrana de Bowman hay una membrana basal de 60 a 65 nm de espesor.

Membrana de Bowman.- Es una capa acelular cuyo espesor oscila entre 8 y 14 pm
compuesta de fibras de colageno transparente, adherida a la membrana basal epitelial

por medio de fibras de colageno tipo VII y fibronectina.

Estroma.- Constituye el 90% del espesor corneal tiene un grosor aproximado de 500
um y esta formado por fibras de colageno (tipo I principalmente), queratocitos o
fibroblastos corneales y matriz extracelular. Los queratocitos son capaces de
diferenciarse en miofibroblastos durante la reparacion del estroma, después de una
lesion o infeccién por virus o bacterias??.

El colageno estromal estd altamente organizado formando lamelas en red que se
conforman paralelas unas a otras extendiéndose de limbo a limbo, son de un calibre
similar y uniformemente espaciadas. La matriz extracelular estd compuesta por
proteoglicanos que son secretados por fibroblastos o queratocitos que se ubican
paralelos a la superficie y cuyas extensiones se entrelazan entre si mediante uniones

tipo gap. Existen alrededor de 2,4 millones de queratocitos y su densidad se estima



que es un 30% superior en el estroma anterior que en el posterior. Se conoce que
participan en la estabilidad de las lamelas y desempefan un papel primordial en la

cicatrizaciéon!l.

Membrana de Descemet.- Es la membrana basal del endotelio, gradualmente

incrementa en grosor desde el nacimiento (3 pum) hasta la vida adulta (8 a 10 pm)?2.

Endotelio.- Es una capa de células escamosas, hexagonales de aproximadamente 5 um
de diametro, su funcion es regular el fluido que entra a la cérnea desde la camara
anterior. No se reproducen, por lo que cuando una célula endotelial muere, las células
vecinas rellenan el espacio modificando su tamafio (polimegatismo) y forma

(pleomorfismo)?12.

Epitelio  (50-100 um)

Membrana basal

= Membrana de Bowman (~12 um)

I —— Estroma (~500 um)
R— Fibroblastos
— S

=== Membrana de Descement (4-10 um)

Endotelio (5 um)

Figura 1.- Capas de la cérnea. Extraido y modificado de: Clout NJ et al. A model of FAS1 domain 4 of the

corneal protein Big-h3 gives a clearer view on corneal dystrophies. Mol Vis, 2003; 9:440-448 (Ref. 13)



La superficie ocular es un conjunto de estructuras complejas que sirven como
proteccion contra patégenos, mantienen la transparencia corneal y brindar confort al
0jo, su patologia constituye una de las principales causas de morbilidad ocular y de
alteracion de la vision. Dentro de las enfermedades que pueden afectarla destacan las
queratitis que son una inflamacidn que afecta a la cornea, pueden estar originadas por
multiples causas; infecciones viricas, bacterianas, fungicas o bien secundarias a
procesos autoinmunes como la artritis reumatoide, cinicamente se caracterizan por
producir dolor ocular intenso, enrojecimiento, lagrimeo y fotofobia. En ocasiones se
forman ulceras en la cornea que pueden llegar a ser graves u ocasionar disminucion

de la agudeza visual por alteracién de la transparencia.l#

2) QUERATITIS ESTROMAL HERPETICA

La queratitis causada por el virus del herpes simple es una de las mayores
causas de ceguera secundaria a opacidad corneal ocupando el segundo lugar en paises
desarrollados después de la catarata 1>16, La tasa de infecciéon por virus del herpes
simple es aproximadamente de 4.7 a 20.1 por cada 100,000 habitantes en los Estados
Unidos?’. El virus del herpes simple tipo 1 (VHS-1) es el causante del 95% de los casos
de queratitis, pertenece a la familia Herpesviridae, presenta una capside y en su
interior ADN de doble cadena, es capaz de establecer latencia en los ganglios
nerviosos y de causar reactivaciones de la enfermedad. Hasta 90% de la poblacion por
arriba de los 60 afios presenta anticuerpos contra el VHS18.

Aunque el sitio blanco principal de infecciéon del virus es el epitelio corneal un
25% de los casos presenta afectacidn estromal causando queratitis estromal herpética
(QEH), ésta se divide en queratitis estromal necrotizante y en queratitis estromal
inmune o queratitis disciformel®.

La queratitis estromal inmune es la mas comun, resulta de la recurrencia e
infeccion crénica en el estroma corneal, clinicamente se caracteriza por presentar un
infiltrado blanco estromal denso no ulcerativo que en algunos casos puede presentar

un anillo inmune acompafante. En este caso la destruccion del estroma corneal esta



mediado inmunolégicamente sin que exista necesariamente una replicacién viral
actival®.

La queratitis estromal necrotizante se caracteriza por ser una inflamacién
severa que produce en corto tiempo ulceracion, necrosis e infiltracion densa del
estroma y defecto epitelial, también presenta neovascularizacién 1920, La replicacion
viral activa asi como el dafio tisular mediado inmunolégicamente contribuyen a la

lesion corneal 19.20.21,

2.1 Patofisiologia

La patofisiologia de la enfermedad corneal por herpes es compleja e involucra
componentes de 3 procesos: la infeccidn activa por si misma, la inflamacion causada
por la infeccién activa-inactiva y la respuesta inmune mediada por células y

complemento 2217,

Infeccion por virus del herpes simple: El VHS-1 causa diversas lesiones a la célula
que infecta, tanto estructurales como bioquimicas. Algunas alteraciones que resultan
de la infeccién viral son: las modificaciones en el nucleo, dafio a sitios especificos de
los cromosomas y del citoesqueleto y alteraciones en la membrana plasmatica. Si el
virus entra a una fase litica, la replicacion tendra lugar en la célula hospedadora,

causando lisis celular y diseminacion viral a las células vecinas 23.

Inflamacion causada por la infeccién activa e inactiva: Las células presentadoras
de antigeno como las células dendriticas (CD) y los macroéfagos localizados en la
membrana basal del epitelio corneal y en el espesor del estroma son fundamentales
para montar una respuesta inmune a partir de los antigenos virales de las células
infectadas en la cdrnea, para directamente presentar estos antigenos a las células T en

los nédulos linfaticos 2425, En los modelos murinos de infeccién corneal por VHS1, se



ha demostrado que las CD residentes en la cdrnea y aquellas derivadas del torrente
sanguineo reaccionan rapidamente a la infeccion por virus del herpes y se requieren
para atraer linfocitos asesinos naturales (NK) y monocitos al sitio de la infeccion
corneal 2627, El queratocito es un fibroblasto que actiia como célula presentadora de
antigeno durante la infeccion ocular por VHS-1 en modelos murinos de queratitis
herpética, incrementando la expresion de IFN, CD80, CD40 y CD137 2829 ademas
producen una gran cantidad de citocinas que incluyen célula T normal expresada y
secretada regulada en activacion o CCL5 (RANTES), proteina quimioatactica de
monocitos (MCP-1), ligando 1 del motivo C-C de quimiocina (CCL1), proteina
inflamatoria de macrofagos 2 alfa o CXCL2 (MIP2) y eotaxina. Existe evidencia de que
MCP1 es responsable de atraer linfocitos TCD4+ al interior del estroma corneal 1°.
Durante la infeccidn activa el sistema inmune innato, incluyendo neutrofilos, células
NK y los linfocitos Tyd son activados y reclutados al sitio de la infeccion en el tejido
corneal donde liberan citocinas que pueden inhibir la replicacion viral, pero también
pueden causar dafio tisular y atraer posteriormente células inmunes al mismo sitio 22.
Células inflamatorias, principalmente neutroéfilos infiltran el espesor de la lesion. Sin
embargo, aun después de la eliminacién del virus (infeccidn inactiva) se observa una
actividad inflamatoria mas robusta en el estroma donde la replicacion y la expresion
genética viral es casi indetectable30. Esta reaccion inmunoinflamatoria esta
orquestada principalmente por células TCD4+, que reconocen epitopos peptidicos
UL21 y UL49 correspondientes a proteinas tegumentarias del VHS-1 mas otros
antigenos derivados del virus y de las células hospedadoras. La formacion de

neovasos es otro factor que contribuye a la patogénesis de la QEH31.

Reaccion inmune mediada por células y complemento:

Cuando el virus penetra el estroma, infecta a los queratocitos, se replica y causa
citolisis de la célula, lo que produce una inflamacidn aguda pero también los antigenos
virales solubles permean desde la superficie corneal y se anclan a las membranas de
los queratocitos, alterando su antigenicidad e iniciando una respuesta inmune
mediada por células NK cuando no hay una sensibilizacién previa por células T junto

con estas ultimas actua la IgG con la consecuente activacion del complemento 3233,



3) INMUNIDAD INNATA VS VIRUS DEL HERPES SIMPLE TIPO 1

El control inmunolégico de las infecciones por herpesvirus se lleva a cabo tanto
por la respuesta inmune innata, como por el adaptativa34. Sin embargo gran parte del
dafio ocasionado al tejido corneal es secundario a esta actividad inmunolégica. En la
respuesta inmune innata los interferones tipo I (INF-I) y las células asesinas naturales
(NK) tienen una funcién fundamental para contener la infeccién viral3>36. El sistema
inmune innato se inicia con la activacién de receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) los cuales detectan patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) que a
su vez son estructuras altamente conservadas evolutivamente caracteristicas de
patdégenos 3°.

Los receptores tipo Toll (TLR) son los PRR mejor caracterizados debido a que
fueron los primeros en ser descritos, son receptores acoplados a membrana que se
localizan en la membrana plasmatica y en los compartimientos endosomales, su
activacion alerta al sistema inmune de infecciones por medio de la liberacién de
citocinas inflamatorias activando la respuesta inmune innata. Los TLR de Ila
membrana plasmatica generalmente reconocen moléculas hidrofébicas como los
lipidos y algunas proteinas mientras que los TLR endosomales reconocen acidos
nucleicos3738. Dentro de ellos TLR2, TLR3, TLR7 y TLR9 se conoce que estan
involucrados en el reconocimiento de PAMP del VHS-1 (Figura 2)3°49, TLR2 reconoce
las particulas de la superficie viral, TLR9 reconoce los motivos CpG contenidos en el
DNA del herpesvirus, TLR7 reconoce el herpesvirus a partir del RNA de cadena
simple. Durante la replicacion viral el ARN de doble cadena (ARNds) es producido
como un intermediario del ciclo de replicacién o como parte del ARN del genoma viral.
El ARNds originado de la replicacion viral asi como el ARNds endogeno que se libera
de las células en proceso de degeneracion activa al TLR3.La cascada de sefializacion
de estos TLR inducen la activacién del factor nuclear kappa B (NFkB) y de factores de
respuesta a interferones (IRF) promoviendo la expresion de citocinas

proinflamatorias y de IFN tipo [ 4041424344,
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Figura 2.- PRR de herpesvirus reconocidos por TLR y RLR. El virién del herpesvirus es reconocido por
TLR2 en la membrana celular, mientras que el genoma viral es reconocido por TLR9Y, diferentes
especies de ARN producto de la replicacidn del herpesvirus son reconocidas por RIG-1 y MDAS en el
citosol. Modificado de: Innate Recognition of Viruses. Immunity. 2007; 27: 370-383 (Ref. 50).

3.1 Expresion, localizacion, ligandos y via de sefializacion de TLR3.-

El TLR3 se encuentra constitutivamente expresado por distintos tipos celulares
incluidos miofibroblastos aislados del limbo esclerocorneal (MFBLEC) ademas es
fuertemente inducido por IFN tipo I durante infecciones virales en la mayoria de las
células 4546 _Se encuentra localizado principalmente en los endosomas maduros, sin
embargo también se ha descrito en las membranas de algunos tipos celulares. Su
ligando principal es ARNds y reconoce analogos sintéticos de ARNds como el acido
poliriboinosinico:poliribocitidilico (poli I:C) 4748. Cuando el TLR3 reconoce a sus
ligandos es fosforilado por la cinasa de 3 fosfatidilinositol (PI3K) y la cinasa de
tirosina c-Scr lo que conlleva a su dimerizacion, posteriormente utiliza la molécula
adaptadora del receptor Toll 1 (TICAM-1) o adaptador que contiene el dominio TIR
inductor de interferéon beta (TRIF) para estimular la fosforilaciéon del factor de
respuesta a interferdn tipo 3 (IRF3) que se transloca al nucleo e induce el gene de
interferén [ principalmente. Por otra parte, también induce la degradacion de los
inhibidores de NFkB, condicionando su activacion y translocacién al nucleo celular
promoviendo la produccién de citocinas pro inflamatorias dentro de otros

mediadores (Figura 3) 21.
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Figura 3.- Vias de sefalizaciéon de TLR3. La activacién de TLR3 promueve la translocacién de IRF3 y
NFkB al nucleo celular para promover la transcripciéon de interferones tipo I y de citocinas pro
inflamatorias. Modificado de TLR3: interferon induction by double stranded RNA including poly (I:C).
Advanced Drug Delivery Reviews 2008: 60; 807 (Ref. 47).

Por otra parte el RNA intracelular de los herpesvirus también puede ser
reconocido por receptores tipo gen inducible por acido retinoico 1 (RLR) que son
expresados por la mayoria de las células y también son fuertemente inducidos por
[FN’s4°. La replicacidn viral induce estructuras de RNA de alto orden que se acoplan a
RLR. El gen inducible por acido retinoico 1 (RIG-1) y la proteina asociada a la
diferenciacion de melanoma 5 (MDAS) pertenecen a los RLR que identifican ARNds
proveniente de la replicacion viral de los herpesvirus y también se une a analogos

sintéticos de ARN como poli I:C (Figura 2).
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3.2 Expresion, localizacion, ligandos y via de sefializacion de RIG-1 y MDAS.-

En MFBLEC se han caracterizado la expresion de estos receptores, ademas son
inducidos por poli I:C. Se expresan en el citosol de manera constitutiva en casi todas
las células, estan implicados en el reconocimiento de VHS-1 al menos en macrofagos y
fibroblastos murinos 515253, En macr6fagos humanos se ha identificado a MDA5 como
el principal mediador de IFN’s en presencia de VHS-1>1. La activaciéon de RIG1 y de
MDAS conlleva el reclutamiento de proteinas mitocondriales activadas por sefales
virales (MAVS) que a través de los dominios de reclutamiento de caspasas (CARD)
promueve su polimerizacion con lo que se activa la cascada de sefializacion de RLR’s.
MAVS activa la cinasa de IxB (IKK) y la cinasa que se une a TANK (TBK1) mismos que
activan los factores de transduccion NFkB e IRF3 translocandose al nucleo celular
promoviendo al igual que los TLR’s la produccion de proteinas pro inflamatorias e

Interferones tipo I (INFa y ) (Figura 4) >4.
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Figura 4.- Via de sefializacién de RIG 1 y MDAS. RIG 1 y MDAS5 promueve la translocaciéon nuclear de
IRF3 y NFkB promoviendo la transcripciéon de interferones tipo I y de citocinas pro inflamatorias a
través de la activacion de MAVS. Tomado de Pattern Recognition and Signaling Mechanisms of RIG-I
and MDAS. Front Immunol. 2014: Jul 23;5:342 (Ref. 55).
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3.3 Factores de repuesta a interferon 3y 7 (IRF3 y 7).-

Los factores de respuesta a interferén (IRF) son una familia de factores de
transcripcion que comprende 9 miembros que se expresan en las células de los
mamiferos. En general, estructuralmente contienen un dominio de unién a ADN en su
region N terminal y un dominio de asociacion a otros IRF’s (IAD), su region C terminal
media su homo-hetero oligomerizacion con otros miembros de la familia IRF’s.

IRF3 se encuentra constitutivamente expresado en la mayoria de las células
incluyendo fibroblastos; en ausencia de infeccion se encuentran en una conformacion
latente en el citoplasma. Es activado por TLR3, TLR4, RIG-1 y MDAS5 por dos cinasas
IkB no candnicas: TBK1 e [KKe. En células infectadas IRF3 se fosforila lo que conlleva
su dimerizacidén, translocaciéon al nucleo y su asociacion con NFkB y la proteina
activada 1 (AP1) donde estimula la transcripcion de IFN. A su vez el IFN3 promueve
la transcripcion de IRF7 que homodimerizado o heterodimerizado con IRF5 o IRF3 se

translocan al nucleo donde estimula la transcripcion de I[FN « principalmente (Figura
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Figura 5.- Expresion de interferones por IRF. La translocacién nuclear de IRF3 y su asociacién con
NFkB promueve la expresion de IFN § que a su vez promueve la expresion de otros IRF’s a través del
receptor de interferones (IFNR) como IRF7 e IRF5. IRF7 heterodimerizado con otros interferones
como IRF3 e IRF5 regula la expresion de interferones a. Tomado de: Type I Interferon: The Ever
Unfolding Story. CTMI 2007;316:41-70 (Ref. 58).
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3.4 Interferones.- Los IFN-1 inducen la expresion de proteinas que tienen por objeto
restringir la diseminacién viral de célula a célula®t. IFN-B modula la activacion de
diversos genes incluyendo 2°-5 OAS (2’-5’oligoadenilatosintetasa), proteina cinasa R
(PKR), GTP asas de resistencia a mixovirus (Mx GTP asa), proteina motivo tripartito
(TRIM) y p56 que contribuyen al efecto antiviral via la inhibicion de la sintesis de
proteinas y la replicacion viral 50.56:58,

2°-5'0AS es una enzima que induce la activacion de RNasa L que se encuentran
latente en el nucleo y que media la degradacién de ARN viral. PKR previene el
reciclamiento de difosfato de guanosina que bloquea el transporte del RNA viral. Mx
GTP asa y TRIM interfieren con la liberacion de particulas virales. La enzima editora
de la apolipoproteina B mediante ARNm semejante al polipéptido catalitico 3
(APOBEC-3) es una proteina que induce mutaciones en el ADN viral y también es
inducida por IFN. Para confinar y aislar el foco de infeccion los IFN-1 pueden inducir
la activacion de la apoptosis para eliminar las células infectadas por virus.

Los IFN pueden limitar la infeccion viral al modular la inmunidad innata y adaptativa.
Los IFN tipo I activan directamente las células asesinas naturales confinando la
infeccion. Promueven la maduracién de CD incrementando la expresion de citocinas
que reclutan y activan células asesinas naturales potenciando la citotoxicidad y
eliminando las células infectadas. También se reclutan linfocitos T y B al sitio de la
infeccidn, potencian la diferenciacion de linfocitos TCD4+ en sus variantes Th1 y Th2.
Existe evidencia de que la activacion de IFN tipo I fomentan la expansion clonal y

proliferaciéon de linfocitos TCD8+ 52.59.60,

3.5 NFkB.- Las propiedades unicas de la via de NFkB la convierten en un regulador
central de la respuesta celular fisiologica y durante la enfermedad. NFxB es
rapidamente activada en respuesta a una gran variedad de estimulos inductores de
estrés, con lo que la célula es capaz de detectar rapida y sensiblemente potenciales
dafios en el microambiente. NFkB también determina la respuesta celular al convertir
la sefial activadora en una reprogramacion rapida de la expresion genética. Promueve

la expresion de genes pro inflamatorios que son importantes para la activacién de la

14



respuesta inmune, incluyendo genes que codifican citocinas, quimiocinas, moléculas
de adhesion por las células endoteliales vasculares y las células residentes de los
tejidos lo que permite el reclutamiento y activacion de células efectoras inicialmente
neutrofilos, posteriormente macréfagos y otros leucocitos y también enzimas y
moléculas con actividad microbicida. Los programas transcripcionales pro
inflamatorios que son modulados por NFkB organizan y ejecutan la respuesta
inflamatoria. Estos programas transcripcionales difieren dependiendo del estimulo
inducido y el tipo celular que se encuentra mediando el proceso. Por otro lado NF«B
protege a la célula de la apoptosis al inducir la expresion de proteinas anti apoptdticas
que incluyen BCL-X, proteina inhibidora semejante a FLICE y miembros de la familia
de inhibidores de la apoptosis (IAP). Ademas NFkB también protege a la célula de la
necrosis al inhibir la acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) a través de
la sobre regulacion transcripcional de proteinas con funciones anti oxidantes como la
manganeso super 0xido dismutasa (MnSOD) y la cadena pesada de ferritina. De esta
manera NFkB tiene funciones duales por un lado promueve la sobrevivencia de la
célula y al mismo tiempo monta una respuesta para proteger al organismo de
infecciones y lesiones (Figura 7) 6162, NFkB es producido por el epitelio corneal
posterior a la infeccion por VHS-1 acompafiado de un incremento en la expresion de

IL6, IL8, factor de necrosis tumoral a (TNF o) e INF 3 3.
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and SOD2)

Figura 6.- Proteinas que son promovidas por NFkB. Tomado de NF-kappa B: linking inflammation and
immunity to cancer development and progression. Nat Rev Immunol. 2005 Oct;5(10):749-59 (Ref.64).

La QEH es una enfermedad inmunopatolégica en la que participan complejos
mecanismos que incluyen el efecto citopatico celular por la replicacion viral y el dafio
causado por la activacion de la inmunidad innata y adquirida, con la consecuente

infiltracién de células infamatorias y la liberacion de mediadores como citocinas,

15



quimiocinas y moléculas proinflamatorias, las estrategias terapéuticas para contener
la infeccién y disminuir la inflamacién comprenden clasicamente la aplicacion de
medicacion tdépica antiviral como aciclovir y trifluridina combinado con
corticoesteroides tdpicos como prednisolona. Sin embargo existen casos que son
resistentes a este tratamiento, por lo que el uso asociado de membrana amniotica

(MA) ha resultado de gran utilidad principalmente en QEH necrotizante’47>.

4) MEMBRANA AMNIOTICA Y QUERATITIS ESTROMAL HERPETICA

La membrana amniética (MA) o amnios es una membrana delgada, avascular,
casi transparente que durante el desarrollo fetal comprende la parte interna de la

placenta, delimita la cavidad amnio6tica y rodea completamente al embrion o feto.

4.1 Estructura de la membrana amniética.
Histologicamente comprende 3 capas diferentes: el epitelio, membrana basal y

estroma que en conjunto representan un grosor de 0.02-0.05 mm de ancho .

Epitelio
Es una monocapa de células cuboidales activas con microvellosidades
presentes en su superficie apical. Destaca su funcion secretora de mediadores del

parto como prostaglandinas dentro de muchas otras proteinas.

Membrana basal

Esta compuesta de colageno tipo IV, Vy VII (que también se encuentran en las
membranas basales de la cornea y la conjuntiva), contiene una gran cantidad de
proteoglicanos como heparan sulfato, ademas también es rica en fibronectina,

citoqueratinas (CK’s), actina, vimentina, desmoplaquinas, espectrina y laminina.
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Estroma

Se encuentra dividido en tres laminas contiguas pero distintas: la capa interna
que se encuentra en contacto con la membrana basal y contribuye a la fuerza tensil de
la membrana debido a su contenido de elastina y colageno tipo I y II, la lamina
fibroblastica media que es gruesa y esta compuesta de una red suelta de fibroblastos
y la capa mas externa es la lamina esponjosa que es llamada asi porque su contenido
alto de proteoglicanos y glicoproteinas le dan apariencia esponjosa ademas presenta
un entramado no fibrilar de colageno tipo IIl. El estroma permite que la MA sea

facilmente resecable del corion por diseccién roma 6566,

4.2 Trasplante de membrana amnioética.

La ausencia de la expresion de antigenos de histocompatibilidad HLA-A, B y
DR®7, asociado a su transparencia y su habilidad de ser preservada por largos
periodos de tiempo hacen de la MA un substrato ideal para el alotrasplante. Ha sido
ampliamente utilizada en diversas areas de la medicina y en especial en patologia de
superficie ocular®®. La MA fue utilizada por primera vez en el area oftalmoldgica por
De Roth en 1940 para tratar defectos conjuntivales con un éxito bajo debido a que la
inclusion de corion causaba una alta inmunogenicidad®®. Sorsby en 1947 la utilizé en
quemaduras oculares agudas obteniendo adecuados resultados’?. Desde entonces por
motivos desconocidos no se utiliz6 hasta que en 1995 Kim y Tseng desarrollaron una
técnica para procesar y conservar la MA y la utilizaron en modelos murinos con
deficiencia de células madre limbales probando su utilidad en la reconstruccién de la
superficie ocular’l. Desde entonces esta técnica ha sido ampliamente utilizada como
adyuvante en diversas enfermedades como son: a nivel corneal (defecto epitelial
persistente, ulcera corneal trofica, queratopatia en banda, queratopatia bullosa
dolorosa o con erosiones corneales recidivantes), en patologia corneo conjuntival
(insuficiencia limbica parcial o total, asociada a trasplante de células limbicas) y en
patologia conjuntival (defectos conjuntivales extensos, simbléfaron, pterigion)72.
También ha sido utilizada como substrato para la expansidn exvivo de células madre
conjuntivales y limbales’3. Existen varios estudios clinicos donde se demuestra su

utilidad en QEH necrotizante 7475
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Memade y cols. en su articulo de revision del 201265, divide el trasplante de MA en 3

grandes grupos como: injerto, parche o relleno.

Tabla 1. Aplicaciones de trasplante de MA en desérdenes de la superficie ocular

Tipo de Aplicacion
trasplante de MA

Trasplante de MA sobre el estroma de cornea o esclera
Injerto induciendo la proliferacion y diferenciacion del epitelio de la
superficie ocular.

La MA puede ser usada para cubrir la superficie ocular
Parche inflamada, especialmente cuando se asocia con defectos
epiteliales. También es ttil en la fase aguda de quemaduras
quimicas-térmicas o en el sindrome de Stevens Johnson.

Ulceraciones profundas corneales o esclerales o pequeiias
perforaciones refractarias a la terapia médica convencional
Relleno pueden ser tratadas rellenando los defectos estromales con
pequefias piezas de MA, seguido de un injerto o parche de MA
sobre el area.

Tomado de A.C. Mamede et al. Amniotic membrane: from structure and functions to clinical
applications. Cell Tissue Res. 2012: 349;447-458 (Ref. 65).
4.3 Propiedades bioldgicas de la membrana amnidtica como substrato en

patologia de superficie ocular.

Promocion de la epitelizacion.- la membrana basal de la membrana amniotica
semeja fuertemente a aquella localizada en la conjuntiva y en la cérnea especialmente
en la composicidon de colageno. Por lo tanto sirve como un substrato en el cual las
células epiteliales pueden crecer facilmente. Se han descrito 4 efectos regenerativos
del epitelio corneal promovidos por la membrana amniotica: 1) facilitacion de la
migracion de células epiteliales 2) reforzamiento de la adhesién de las células
epiteliales basales 3) permite la diferenciacion de células epiteliales 4) prevencion de
la apoptosis de células epiteliales. La laminina contenida en la membrana basal de MA

podria promover del andamiaje para la epitelizacion’®.
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Propiedades anti fibréticas.- El 4cido hialurénico fetal es un importante
constituyente de la matriz estromal de la membrana amniética. Este suprime la via de
sefializacidn de factor de crecimiento transformante beta (TGF (), por lo que se inhibe
la proliferacion corneal de los fibroblastos corneales, conjuntivales y limbales. La
diferenciacion de los fibroblastos en miofibroblastos también es inhibida, por lo tanto
es posible una reduccion en el proceso de cicatrizacion después de cirugia de

pterigion y de las reconstrucciones de la superficie ocular”’.

Propiedades anti inflamatorias.- Algunos mecanismos inmunoreguladores
promovidos por MA son: inhibiendo a los linfocitos aloreactivos, inhibiendo la
expresion de citocinas pro inflamatorias como IL1a, IL 1f3, IL2, IL8, interferon vy, factor
de necrosis tumoral 3 (TNF ), factor de crecimiento basico de fibroblastos (FGF) y
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), induciendo la apoptosis de

linfocitos y de células inflamatorias infiltrantes”8-82,

Propiedades anti angiogénicas.- Produccion de diversas sustancias anti
angiogénicas potentes que incluyen tromboespondina 1 (TSP1), endostatina y los
cuatro tipos de inhibidores de metaloproteasas (TIMP 1, 2, 3 y 4). Ademas contiene
proteinas de matriz extracelular involucradas en la supresién de la neovascularizacion

corneal8o-81,

4.4 Trasplante de membrana amnidtica en humanos por queratitis estromal
herpética.

Algunas de las propiedades bioldgicas de la MA antagonizan el dafio observado
durante la QEH, donde la formacion de defectos epiteliales-estromales, el infiltrado
inflamatorio, la neovascularizacién, la formacién de cicatrices corneales son
fenOmenos que caracterizan a esta enfermedad, en contraparte la MA promueve la
epitelizacion, la disminucion de la inflamacién, la formacién de vasos y de cicatrices.
Por lo tanto la MA es una opcidn terapéutica para esta enfermedad, existen reportados
principalmente dos estudios clinicos que han investigado su uso para tratar QEH

necrotizante en pequefias series de pacientes. El primer estudio incluyé 5 pacientes
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con enfermedad ocular recurrente quienes se presentaron con una QEH necrotizante
activa que no respondié al tratamiento con antivirales y lubricantes por una semana
previa al trasplante de membrana amniética (TMA). La medicaciéon posoperatoria
incluyd dexametasona topica al 0.1% y Aciclovir oral. Todas las tlceras sanaron en 7 a
28 dias (media de 16.8 dias) después del TMA. Ademas 4 de los 5 pacientes
experimentaron una mejoria en la agudeza visual de 2 o mas lineas de Snellen
posteriores al TMA comparados con los valores pre operatorios. Se observd en
algunos ojos la recurrencia de la queratitis después de la disolucién de la membrana
amniotica. No se observaron complicaciones como sobreinfecciones relacionados con
el uso de TMA74 Un estudio mas reciente evalu6 el uso de TMA combinado con el uso
de antivirales y corticoesteroides en 15 ojos con ulceraciéon corneal necrotizante,
infiltracién estromal densa y edema estromal que persistiéo por mas de dos semanas a
pesar de la terapia antiviral topica y sistémica. Al final del seguimiento que fue de 7 a
13 meses, la agudeza visual mejor6 de 2 a 3 lineas de Snellen en 14 ojos (93%) con
curacion de las ulceras centrales y paracentrales en tan solo 2 semanas. No se observo

recurrencia de la enfermedad en ningin ojo7>.
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I1.- ANTECEDENTES

La membrana amniética es utilizada en cirugia oftalmoldgica en multiples
enfermedades principalmente de la superficie ocular, ademas existe evidencia clinica
de su utilidad en el tratamiento de QEH necrotizante, donde se destaca su efecto
antiinflamatorio, antiviral y epitelizante. Con objeto de estudiar el efecto
antiinflamatorio que ejerce la MA varios estudios se han realizado en modelos
murinos de queratitis estromal herpética, demostrandose una disminucién en la
produccion y actividad de metaloproteasas de matriz corneal e interleucinas (TNFa,
IL1-q, IL2 e IL12); disminucién de la infiltracion y proliferacion de linfocitos T y de sus
marcadores de activacion celular (CD25, CD69 y MHC II). Ademas la MA induce
apoptosis sobre las células inflamatorias que infiltran el estroma corneal (neutrofilos,
monocitos, linfocitos T CD4+ y CD8+). También se ha determinado su efecto sobre
fibroblastos del estroma corneal concluyendo que existe una disminuciéon de la
expresion de quimiocinas como el ligando 1 del motivo C-X-C (CXCL1) y otras

proteinas quimiotacticas como IL8 y eotaxina83-85,

Recientemente en nuestro laboratorio se ha planteado que los PRR pueden
estar involucrados en el mecanismo inmunoregulatorio desencadenado por la MA. Por
lo que varios ensayos fueron realizados en miofibroblastos aislados del limbo
esclerocorneal (MFBLEC) estimulados con poli I:C simulando una infeccién viral como
la que sucede en la QEH. Se concluy6 mediante arreglos proteicos que la MA inhibe la
secrecion de quimiocinas proinflamatorias (CCL1, CCL2, CCL5, CXCL-1, CXCL8 y
CXCL10) y citocinas proinflamatorias (G-CSF e IL-6), ademas de promover un
incremento del receptor antagonista de IL-1 (IL1ra) que es antiinflamatoria. Mediante
RT-PCR se demostro que los transcritos de CCL1, CCL2, CXCL10 e IL-6 se encontraban
disminuidos, generando un micro ambiente anti inflamatorio. Por otra parte también
se determindé mediante citometria de flujo que la expresion de TLR3, RIG-1 y MDAS en

miofibroblastos disminuye tras su exposicion con membrana amniotica por lo que es
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posible que estas vias también pudieran estar implicadas en la inmunoregulacién que
ejerce MA cuando se coloca sobre la superficie ocularss. Ademas en otro estudio Bauer
y cols. demostraron que la MA disminuye la expresion de NFkB y de la cinasa alfa y

beta de IkB (IKKa e IKK[3), asi como la fraccién fosforilada de IKK( (P-IKKf), e IkB8¢.
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I11.- JUSTIFICACION

Una de las principales causas de ceguera a nivel mundial corresponden a casos
de queratitis estromal herpética, en las que el virus del herpes tipo 1 y 2 infecta
células constitutivas de la cornea como los queratocitos los cuales son capaces de
activar la respuesta inmune innata a través de PRR desencadenando una intensa
actividad inflamatoria; misma que forma parte de la patofisiologia de la enfermedad
provocando opacidad corneal, Ulceras corneales y alteracion de la estructura corneal
con la consecuente disminucién de la vision. Estd demostrado que la MA mejora
clinicamente el curso de la enfermedad ocular en humanos disminuyendo la
inflamacion y contribuyendo a la regeneracion de la superficie ulcerada. En nuestro
laboratorio se ha investigado el efecto de la membrana amnidtica sobre los
miofibroblastos aislados del limbo esclerocorneal bajo el estimulo de un analogo del
ARNds (Poli I:C) simulando una infeccion viral. En dicho modelo se determiné que los
miofibroblastos estando en contacto con MA disminuyen la expresion de RIG1, MDA5S
y TLR3 y la secrecion de citocinas pro inflamatorias en comparacién con
miofibroblastos igualmente estimulados sin MA. Por lo tanto es posible que la MA
modifique las vias de sefializacion de TLR3, RIG1 y MDAS; las cuales convergen en la
translocacion de los factores transcripcion NFkB, IRF3 e IRF7, que son fundamentales
para la produccion de citocinas pro inflamatorias (principalmente a través de la
translocacion de NFkB) y de preparar a las células para responder a la infeccion viral
por medio de los interferones (promovido por la translocaciéon de IRF3 e IRF7). Es

posible que MA suprima o modifique la translocacién de estos factores.
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IV.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se tiene evidencia de que la MA inhibe la expresion de los PRR; TLR3, RIG1 y
MDAS y la produccion de citocinas proinflamatorias en MFBLEC estimulados con poli
[:C, sin embargo se desconoce el efecto que pudiera tener en la translocacion nuclear

de NFB, IRF3 e IRF7.
V.- PREGUNTA DE INVESTIGACION

(Es capaz la MA de modificar la translocacion nuclear de NFxB, IRF3 e IRF7 en
MFBLEC estimulados con poli [:C inhibiendo algin factor de transcripciéon en
particular o bien favoreciendo la supresion o activacion de la translocaciéon de los 3

factores?
VI.- HIPOTESIS

La MA modifica la respuesta inflamatoria de MFBLEC estimulados con poli I:C

modificando la translocaciéon de NFkB, IRF3 e IRF7.

VII.- OBJETIVO GENERAL

Analizar la translocacion de NFxB, IRF3 e IRF7 en MFBLEC estimulados con

poli I:C en contacto con MA.

VIIIL.- OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificar los patrones de translocacion de NFkB, IRF3 e IRF7 en MFBLEC
estimulados con poli i:C.
2.- Comparar los niveles de translocacion nuclear en MFBLEC estimulados con poli I:C

en presencia o no de MA.

IX.- DISENO Y TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio de investigacion experimental in vitro.
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XI.- METODOLOGIA

1.0 Procesamiento de la membrana amniética.

La MA es procesada bajo estrictas condiciones asépticas, obtenida de
donadoras en las que se realizO cesarea electiva con el correspondiente
consentimiento informado de la paciente y con una evaluacion seroldgica para
enfermedades potencialmente transmisibles como virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), virus de la hepatitis B (VHB), virus de la hepatitis C (VHC) y sfifilis. La
placenta obtenida a partir de parto vaginal no es util para nuestros propdsitos por la
potencial contaminacion de la flora vaginal normal y la posible activacion de las

metaloproteasas.

Se eliminaron restos de sangre y remanentes del tejido mediante lavado con
solucion salina estéril, empleando penicilina (50pug/ml), estreptomicina (50 pg/ml),
anfotericina B (100 pg/ml) (Sigma ®) y gentamicina (100 pg/ml) (Gibco®) para
reducir riesgos de contaminacion. Por medio de diseccién roma se separ6 el amnios
del corion, se colocé sobre papel de nitrocelulosa de diferentes tamafios, teniendo
cuidado de colocar el lado estromal en contacto con la porciéon de nitrocelulosa del
papel. Se coloc6 en frascos con medio de conservacion (medio Eagle-Dulbecco y
glicerol 50% v/v) a -80 °C. Este procedimiento denominado criopreservacion de MA
permite la conservacion de la MA hasta por un periodo de 1 a 2 afos, ademas el
glicerol del medio de conservacidon es antiviral y antibacterial. Para los ensayos
realizados se descongelé la membrana durante 30 minutos y se lavo con solucion

salina estéril.

1.2 Aislamiento de las poblaciones celulares.

De los rodetes empleados para trasplantes de cérnea realizados en el Instituto
de Oftalmologia “Fundaciéon de Asistencia Privada Conde de Valenciana L.A.P”,
previamente donados y bajo los estatutos del CENATRA (Centro Nacional de
Trasplantes) se obtuvieron los rodetes sobrantes donados por el Banco de Ojos del

mismo Instituto para la unidad de Investigacion. Cada rodete esclerocorneal se
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proces6 bajo medidas asépticas y de esterilidad en una campana de seguridad
bioldgica Clase IIA/B3 (Forma Scientific®). Fueron incubados con dispasa 1.7 Ul/ml
durante 1 hora a 37°C. Se retiré con bisturi los restos uveales y el exceso de esclera del
rodete y se lavd con solucion salina de fosfatos (PBS). Posteriormente los rodetes
fueron desepitelizados mediante raspado y nuevamente se lavaron con PBS. Se
colocaron en colagenasa 0.75 mg/ml durante 24 horas a 37°C. Los restos sdlidos
después del proceso enzimatico fueron retirados mecanicamente, el resto se
centrifug6 a 800 rpm durante 5 minutos a 4°C. Eliminado el sobrenadante se
suspendi6 el sedimento de células en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM
F12) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y penicilina-estreptomicina
se sembraron en botellas de cultivo celular de 25 cm3y se incubaron a 37°C con una
atmosfera de COz al 5% hasta alcanzar una confluencia celular del 80 al 90% de

células.

1.3 Caracterizacion de MFBLEC por citometria de flujo y microscopia de
inmunofluorescencia.

Se caracterizaron las poblaciones celulares obtenidas mediante
inmunomarcaje para proteinas especificas de miofibroblastos y células epiteliales.
Para preparar las suspensiones celulares se agregé PBS-EDTA (acido etileno-diamino-
tetra acético) tripsina 0.25% a monocapas de MFBLEC con una confluencia del 90%
durante 10 minutos y se detuvo la reacciéon enzimatica agregando DMEM/F12
suplementado con SFB al 10%. Posteriormente las células fueron recolectadas y
contadas en hemocitometro determinando viabilidad celular con azul de tripano al
0.1%. Se agregaron 300 pl de paraformaldehido (PFA) al 4% durante 10 minutos y se
realizé un lavado con PBS. Se agregaron 200 pl de amortiguador (PBS-BSA, 0.1%-
saponina 1%) durante 15 minutos y se realiz6 un lavado con PBS.

Para la identificacion de citoqueratina, las células fueron incubadas con un anticuerpo
anti citoqueratina humana (DakoCytomation®) durante 20 minutos a 4°C, usando
como anticuerpo secundario un anti IgG de ratén biotinado (Jackson ImmunoReserch
®) 20 minutos a 4°C y finalmente incubadas con estreptavidina-ficoeritrina/Cy5

(SavPE-Cy5) durante 15 minutos a 4°C. Para la identificacién de vimentina, las células
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se incubaron con un anticuerpo monoclonal anti vimentina humana conjugado a
isotiocinato de fluoresceina (FITC) (Santa Cruz, California ®) durante 20 minutos a
4°C. Todas las muestras se analizaron en un citdmetro de flujo FACSCalibur (Becton

Dickinson Bioscience ®). Se adquirieron10 000 eventos por cada muestra.

En el ensayo de microscopia de Inmunofluorescencia se colocaron 5,000
MFBLEC sobre cubreobjetos de vidrio para microscopio (Fisher Scientific®) cargados
con poli L-lisina, se dejaron incubando a 37°C con una atmoésfera de COz al 5% con
DMEM F12 y SFB al 10%, posteriormente se cambié el medio con DMEM F12 no
suplementado, se fijaron con PFH al 4% y se realiz6 un inmunomarcaje para a actina
de musculo liso (a« SMA) utilizando un anticuerpo anti « SMA (a« SMA rabbit polyclonal
abcam® ab5694). Después de multiples lavados con solucién PBS, se agreg6 el
anticuerpo secundario Alexa Fluor® 488 (Goat Anti-Rabbit IgG). Las imagenes fueron

analizadas con el microscopio Apotome.2 Imager.Z2 (Zeizz®).

1.4 Cinética de translocacion de NFkB, IRF3 E IRF7.

Se realizaron ensayos en MFBLEC para determinar el tiempo en que se
presenta la translocacion de NFkB, IRF3 e IRF7 mediante microscopia de
inmunofluorescencia al ser estimulados con poli I:C. Se colocaron 5,000 MFBLEC en
placas de cultivo de 24 pozos (Costar®) sobre cubreobjetos de vidrio para
microscopio (Fisher Scientific®) cargados con poli L-lisina, se dejaron incubando a
37°C con una atmosfera de COzal 5% con DMEM F12 y SFB al 10%, posteriormente se
cambié el medio con DMEM F12 no suplementado. Trascurridas 12 h fueron
estimulados con poli I:C 10pg/ml (InvivoGen ®) también se mantuvieron células no
estimuladas como control. Se mantuvieron en incubacién durante 10, 20, 40, 60, 90,
120, 180, 240 y 300 min. Posteriormente fueron sometidos a fijacién con PFH al 4%
durante 10 minutos a 4°C, lavados y sometidos a agitacion por 5 minutos 3 veces con
PBS, finalmente se dejaron en solucién de bloqueo con los respectivos anticuerpos
contra NFkB (NFkB goat polyclonal sc-1191 Santa Cruz Biotechnology ®), IRF3
(mouse monoclonal IgG1 sc-33641 Santa Cruz Biotechnology®) e IRF7 (IRF7 rabbit
polyclonal abcam® ab62505) durante toda la noche (TablaZ), fueron lavados
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nuevamente con PBS y se les agregd los correspondientes anticuerpos secundarios
(Tabla 3) dejandolos en agitacion durante 2 horas y en obscuridad. Después de ser
lavados con PBS por tltima vez cada portaobjetos fue colocado en laminillas con 10 pl
con solucion 4 ',6-diamino-2-fenilindol (DAPI; Vectashield ® Vector Laboratories,
Inc.). Las laminitas fueron observadas y analizadas con el microscopio Apotome.2

Imager .Z2 (Zeizz).

Tabla 2. Anticuerpos primarios utilizados para la cinética de NFxB, IRF3 e IRF7.

Anticuerpo Tipo Isotipo Reactividad Especie

NFkB Policlonal IgG NFkB p50 y Cabra
p105 Humano

IRF3 Monoclonal IgG IRF3 Humano  Ratén

IRF7 Policlonal IgG IRF7 Raton, Conejo

Rata, Humano

Tabla 3. Anticuerpos secundarios utilizados para la cinética de NFxB, IRF3 e IRF7.

Anticuerpo [sotipo blanco Reactividad Especie
Vector IgG Cabra Raton
Laboratories Inc. ®

Alexa Fluor ® 594  IgG Ratén Cabra
Alexa Fluor ® 488  IgG Conejo Asno
Alexa Fluor ® 488  IgG Cabra Asno

1.5 Efecto de la membrana amniotica sobre la translocacion de NFkB, IRF3 E
IRF7.

Para realizar este ensayo se tomaron en cuenta los tiempos en los que se
observé mayor translocacidn de los factores de traduccion determinados por medio
de la cinética de inmunofluorescencia.

Se depositaron 5,000 MFBLEC en placas de cultivo de 24 pozos (Costar®) sobre
cubreobjetos de vidrio para microscopio (Fisher Scientific®) cargados con poli L-
lisina, se dejaron incubando a 37°C con una atmosfera de COz al 5% con medio DMEM

F12 con SFB al 10%, cuando los MFBLEC se adhirieron a los cubreobjetos se cambio el
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medio a DMEM F12 no suplementado. Trascurridas 12 horas fueron estimulados con
poli I:C 10pg/ml (InvivoGen®) teniendo su correspondiente control no estimulado.
Se mantuvieron en incubacién durante 60, 90, 120 y 180 minutos, y se colocaron en
conjunto con membrana amniotica en un modelo Transwell durante 60 minutos.
Posteriormente fueron sometidos a fijacién con PFH 4%, multiples lavados con PBS,
finalmente se dejaron en soluciéon de bloqueo con los respectivos anticuerpos
primarios contra NFkB (NFkB goat polyclonal ab-16502 Abcam ®), IRF3 (rabbit
polyclonal ab 25950 abcam ®) e IRF7 (IRF7 rabbit polyclonal abcam ® ab62505)
durante 24 horas, fueron lavados nuevamente con PBS y se les agrego el anticuerpo
secundario correspondiente, manteniéndose en agitacion durante 2 horas y en
obscuridad. Después de ser lavados con PBS por ultima vez cada portaobjetos fue
colocado en laminillas con 10 pl de solucion de DAPI (Vectashield ® Vector
Laboratories, Inc.). Las laminitas fueron observadas y analizadas con el microscopio

Apotome.2 Imager.Z2 (Zeizz®).

Miofibroblastos del limbo esclerocorneal

Membrana amniética

Figura 7.- Modelo Transwell. En las placas de cultivo se coloc6 la membrana
amniotica en el fondo de los 6 pozos, sobre ésta se depositaron laminillas con

miofibroblastos adheridos en medio DMEM.
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Tabla 4. Anticuerpos primarios utilizados para ensayo de MFBLEC con y sin
exposicion a MA.

Anticuerpo Tipo Isotipo Reactividad Especie

NFkB Policlonal IgG NFkB p65 Conejo
Raton, gallina,
humano.

IRF3 Policlonal IgG IRF3 Raton y Conejo
humano.

IRF7 Policlonal IgG IRF7 Raton, Conejo

Rata y humano.

Tabla 5. Anticuerpo secundario utilizado para ensayo de MFBLEC con y sin
exposicion a MA.

Anticuerpo Isotipo blanco Reactividad Especie
Alexa Fluor ® 488 IgG Conejo Asno
Vector IgG Cabra Raton
Laboratories Inc.

®

1.6 Analisis de Imagenes

El analisis de las imagenes se realizo utilizando el software Image] ® de uso
libre, la metodologia empleada se bas6 en la publicada por Burges et al 87 Por cada
campo de 40x se seleccion6 con la herramienta predeterminada por el software el
area correspondiente al nucleo celular de todas las células del campo, el area
seleccionada fue analizada tomando en cuenta los siguientes parametros del
analizador de imagenes: area, densidad integrada y valor medio de grises. Los
resultados obtenidos organizados en una tabla fueron copiados a una hoja de Excel®.
Se realizé la misma operacién tomando como controles 7 areas adyacentes a las
células seleccionadas para identificar los mismos valores del fondo. Se empled la
formula para identificar el valor de la fluorescencia celular total corregida (CTCF)

siguiente:

CTCF = Densidad integrada - (Area de la célula seleccionada X Fluorescencia media

del fondo obtenida).
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De los resultados obtenidos se obtuvo el promedio de la fluorescencia de los
nucleos celulares por campo expresada en CTCF por cada ensayo realizado. Se
promediaron los resultados obtenidos por el total de los ensayos.

Para determinar el tiempo de translocacion de cada uno de los factores se graficaron
los promedios obtenidos de todos los ensayos realizados y se seleccionaron los
tiempos en los que se identifico mayor fluorescencia.

Los datos fueron analizados con el programa estadistico SPSS® se realiz6 ANOVA de

un solo factor.
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XII.- RESULTADOS

1.1Las poblaciones celulares aisladas del limbo esclerocorneal expresan

vimentina y a-SMA.

Los miofibroblastos limbocorneales se caracterizaron midiendo la expresion de
vimentina y citoqueratina. En la figura 6 se observan graficas de puntos que
representan en el eje de las abscisas la expresion de citoqueratina y en el de las
ordenadas la expresion de vimentina, resultando el 95% de las células positivas para
vimentina mientras que solo el 1% fueron citoqueratina positivas. Por lo que las
células utilizadas en los ensayos corresponden a miofibroblastos limbocorneales con

un alto porcentaje de pureza del cultivo (Figura 8).

HLM-Isotype HLM
L 085 054 | 4¢3 9550 1.10
3 97.50  1.10 ] 320 0.10
103-5 103—:
10«_: 10% -

Vimentin-FITC

v

Cytokeratin-PECYS

Figura 8.- Caracterizaciéon de miofibroblastos aislados del limbo esclerocorneal. Grafica de puntos que
representa a la izquierda los MFBLEC con el control de isotipo y a la derecha los MFBLEC vimentina
positivos.
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Para demostrar la expresion de a-SMA en los MFBLEC se realizé un ensayo de
microscopia de inmunofluorescencia. Los MFBEC fueron fijados y se les agregé un
anticuerpo contra a-SMA, posteriormente se agregd un anticuerpo secundario (Alexa
Fluor 488®). Las imagenes analizadas con el microscopio Apotome.2 Imager.Z2

(Zeizz®) revelaron la presencia de este marcador en las células analizadas (Figura 9).

Figura 9.- Imagenes de Inmunofluorescencia de la expresiéon de a-SMA en MFBLEC. Se observé
mediante microscopia de Inmunofluorescencia que los MFBLEC expresan el marcador a-SMA de
manera constitutiva (la escala de la barra representa 20pm).

Estos hallazgos confirmaron que las células empleadas en nuestros ensayos

son miofibroblastos.
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1.2 Determinacion del tiempo en el que ocurre la translocacion nuclear de
NFxB, IRF3 E IRF7 en MFBLEC cuando se estimulan con poli I:C.

Con el objeto de determinar cual es el tiempo ideal en el que se observa la
translocacion nuclear de NFkB, IRF3 e IRF7 en los MFBLEC cuando se estimulan con
poli [:C se realiz6 este ensayo. Los MFBLEC fueron colocados sobre cubreobjetos de
vidrio poli-L lisinados en medio DMEM F12 no suplementado posteriormente fueron
estimulados con poli [:C (10pg/ml) manteniéndose el respectivo control no
estimulado, después de diferentes intervalos de tiempo los MFBLEC fueron sometidos
a un proceso de fijacion y aplicacion de anticuerpos contra los diferentes factores de
transcripcion para poder ser analizados posteriormente mediante microscopia de

inmunofluorescencia.

a) NFkB se transloca al nucleo celular de los MFBLEC a los 120 minutos
posteriores al estimulo con poli I:C:

La activacion de MDA5, RIG-1 y TLR3 por PAMP’s como ARNds o poli I:C
estimulan la fosforilacion de los inhibidores de NFkB, promoviendo la translocacion
de las sub unidades transcripcionales de éste ultimo permitiendo la expresion de
citocinas pro inflamatorias, para determinar el tiempo en el que ocurre el fenémeno
de translocacion de NFkB en los MFBLEC estimulados con poli I:C se realiz6 este
ensayo, donde observamos que la translocacion nuclear de NFkB ocurre inicialmente
a los 20 minutos, incrementandose a los 120 minutos siendo esto estadisticamente
significativo tal como lo muestra la grafica lineal (Figura 7 C).

En este ensayo se observé que a los 20 minutos después del estimulo con poli I:C la
proteina NFxB se encontré distribuida homogéneamente en vesiculas en el
citoplasma, después de 40 minutos la distribucion de NFkB fue principalmente
perinuclear, a los 90 minutos una mayor cantidad de NFkB se observo en el nucleo
celular incrementandose de manera sustancial a los 120 minutos, tiempo en el que los
nucleos celulares de los MFBLEC presentaron la mayor fluorescencia para
posteriormente disminuir abruptamente y presentar un nuevo pico a los 480 minutos

(Figura 7 Ay B).
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Figura 10 .- Translocacién nuclear de NFkB en MFBLEC estimulados con poli I:C y no estimulados. Los
MFBLEC fueron estimulados con poli I:C durante diferentes intervalos de tiempo (10, 20, 40, 60, 120,
240, 360 y 480 min.) Posteriormente las células fueron marcadas con anticuerpos anti-NFxB
realizdndose posteriormente una microscopia por inmunofluorescencia. A) Microscopia por
inmunofluorescencia en la que se observa NFkB marcado con Alexa Fluor 488® (verde), la tincién
dentro del nuicleo de los MFBLEC se incrementa principalmente a los 120 min después de ser
estimulados. B) Microscopia de Inmunofluorescencia en la que se observan los nticleos de los MFBLEC
en color azul (DAPI) y NFkB en verde. Imagenes representativas de 3 experimentos. C) Grafica lineal de
la translocacién nuclear de NFkB. Grafica lineal en la que se observa un incremento de la translocacién
nuclear de NFkB en MFBLEC estimulados con poli I:C principalmente a los 120 minutos. CFCT
(Fluorescencia celular total corregida). *** Estadisticamente significativo 0.001. La escala de la barra
representa 200 pm.
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b) IRF3 se encuentra en los niucleos de los MFBLEC en todos los tiempos
analizados, no se encontraron cambios significativos cuando se estimulan con
poli I:C.-

IRF3 comparte junto con NFkB a través de RIG-1, MDAS y TLR3 la
via de transduccion que es estimulada por poli I:C para la expresién de IFN tipo . Por
un lado NFkB promueve la expresion de citocinas pro inflamatorias que fomentan la
respuesta inmune innata, mientras que IRF3 a través de los IFN tipo [ promueve la
expresion de proteinas que inhiben la replicaciéon viral y la activacion de células
asesinas naturales.

El factor de transduccion IRF3 se encontré translocado
practicamente en todos los tiempos analizados tanto en los MFBLEC estimulados con
poli I:C como en los no estimulados siendo mayor la translocacion en los nucleos de
los MFBLEC no estimulados. IRF3 se encontré6 homogéneamente distribuido en los
nucleos de los MFBLEC conformando micro vesiculas en todos los tiempos estudiados,
en el citoplasma practicamente no se encontr6 IRF3 (Figura 8 Ay B).

Al analizar la grafica lineal de la CFCT en los nucleos de los MFBLEC se observa una
semejanza muy importante entre la del grupo estimulado y la del grupo no
estimulado, confirmando la observacién previa de que la fluorescencia fue mayor en el
grupo no estimulado (Figura 8 C). Los datos no fueron estadisticamente significativos

al ser analizados con la prueba ANOVA de una sola via con el programa SPSS.
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Figura 11 .- Translocacién nuclear de IRF3 en MFBLEC estimulados con poli I:C y no estimulados. Los
MFBLEC fueron estimulados con poli I:C durante diferentes intervalos de tiempo (10, 20, 40, 60, 120,
240, 360 y 480 min.) Posteriormente las células fueron marcadas con anticuerpos anti-IRF3
realizdndose posteriormente una microscopia por inmunofluorescencia. = A) Microscopia por
inmunofluorescencia en la que se observa IRF3 marcado con Alexa Fluor 594® (rojo), la tincién dentro
del nucleo de los MFBLEC se mantiene en el nicleo celular practicamente en todos los tiempos tanto en
el grupo estimulado como en el no estimulado. B) Microscopia de Inmunofluorescencia en la que se
observan los nucleos de los MFBLEC en color azul (DAPI) e IRF3 en rojo. Imagenes representativas de
4 experimentos. C) Grafica lineal de la translocacién nuclear de IRF3. Grafica lineal en la que se observa
un incremento de la translocacién nuclear de IRF3 en MFBLEC no estimulados con poli I:C en la
totalidad de los tiempos analizados (datos no estadisticamente significativos). CFCT (Fluorescencia
celular total corregida). La escala de la barra representa 200 um
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c) IRF7 se encuentra translocado al nicleo de los MFBLEC a los 90 minutos

cuando se estimulan con poli I:C.-

Se ha descrito que la expresion de IFN tipo alfa esta determinado
fundamentalmente por la translocacion de IRF7 al ntcleo celular, observacion hecha
en células dendriticas. IRF7 se homodimeriza o se heterodimeriza con IRF3 y otros
IRF’s como IRF5 para activar la transduccién de los IFN alfa que estan implicados en
la inmunomodulacién y en un efecto antiviral.

En este ensayo se determind que IRF7 se transloca al ntcleo de los MFBLEC cuando
se estimulan con poli I:C principalmente a los 40 y 90 minutos. Los tiempos analizados
fueron 20, 40, 60, 90, 120 y 180 min.

IRF7 se encontr6 distribuido homogéneamente en el citoplasma de los MFBLEC a los
20 min posteriormente; a los 40 min se encontrd distribuido en micro vesiculas en el
nucleo celular en 2 de 4 ensayos que se realizaron, encontrandose practicamente
ausente del nucleo de los MFBLEC a los 60 min en todos los ensayos, observamos
nuevamente un incremento de la fluorescencia en los nucleos celulares a los 90 min
en 3 de los 4 ensayos realizados, para nuevamente decaer en el resto de los tiempos
examinados (Figura 13 Ay B).

En la grafica lineal de la figura 13 C se representa la translocacion nuclear de IRF7, se
observa que en los MFBLEC estimulados con poli I:C la fluorescencia en los ntcleos
celulares presenta dos picos a los 40 y 90 minutos. Los datos analizados mediante

ANOVA de una sola via (p0.05) no fueron significativos.
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Figura 12.- Translocacion nuclear de IRF7 en MFBLEC estimulados con poli I:C y no estimulados. Los
MFBLEC fueron estimulados con poli I:C durante diferentes intervalos de tiempo (20, 40, 60, 90, 120 y
180 min.) Posteriormente las células fueron marcadas con anticuerpos anti-IRF3 realizandose
posteriormente una microscopia por inmunofluorescencia. A) Microscopia por inmunofluorescencia en
la que se observa IRF7 marcado con Alexa Fluor 488® (verde) donde la tincién dentro del ntcleo de los
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MFBLEC se incrementa principalmente a los 90 min después de ser estimulados. B) Microscopia de
Inmunofluorescencia en la que se observan los ntcleos de los MFBLEC en color azul (DAPI) e IRF7 en
verde. Imagenes representativas de 4 experimentos. C) Gréfica lineal de la translocacién nuclear de
IRF7. Gréfica lineal en la que se observa un incremento de la translocacién nuclear de IRF7 en MFBLEC
estimulados con poli I:C principalmente a los 90 minutos. CFCT (Fluorescencia celular total corregida).
La escala de la barra representa 200 pm.

El objetivo de estos ensayos fue determinar el tiempo en el que se
observa la translocacion nuclear de NFkB, IRF3 e IRF7 en los MFBLEC cuando se
estimulan con poli [:C para poder continuar con la segunda fase de la investigacion
que es determinar si la MA modifica esta translocacion. En base a los hallazgos
observados y al andlisis realizado de las imagenes de Inmunofluorescencia,
establecimos que el tiempo de mayor translocacién de NFkB es a los 120 minutos y de
IRF7 a los 90 minutos. Para el caso concreto de IRF3, que no mostr6 un realce en la
translocacion cuando fue estimulado con poli [:C, optamos por tomar el tiempo de

120 minutos arbitrariamente para realizar los siguientes ensayos.

41



1.3 Efecto de la membrana amniotica sobre la translocacion nuclear de NFkB,
IRF3 E IRF7.

El objetivo de este ensayo fue determinar si la translocacion de los
diferentes factores de transduccién estudiados (NFkB, IRF3 e IRF7) en los MFBLEC es
modificada por la presencia de MA denudada. Para realizar este ensayo se colocaron
los MFBLEC en cubreobjetos posteriormente fueron expuestos durante un maximo de
60 min a MA utilizando un modelo tipo Transwell donde el fondo del pozo fue
recubierto por MA y sobre ésta se colocd el cubreobjetos con los MFBLEC. El
cubreobjetos fue removido y los MFBLEC fijados para posteriormente ser analizados
mediante microscopia de Inmunofluorescencia utilizando los respectivos anticuerpos

primarios y secundarios para NFkB, IRF3 e IRF7.

a) La membrana amnidética inhibe la translocacién nuclear de NFkB en MFBLEC

cuando se estimulan con poli I:C .-

Se ha demostrado que la expresidon de citocinas pro inflamatorias
dependen de la translocacién de NFkB cuando se estimulan los PRR’s: TLR 3, MDAS y
RIG1 a partir de PAMP’s como ARNds producido durante la replicacion viral del VHS1.
Clinicamente la membrana amniotica ha demostrado un efecto anti inflamatorio e
inmunomodulador cuando se aplica sobre corneas con QEH. Para determinar el efecto
que posee la membrana amniotica en un evento clave para la produccion de citocinas
pro inflamatorias como es la translocacién nuclear de NFkB, los MFBLEC cultivados
sobre placas de vidrio fueron estimulados con poli I:C y expuestos a MA durante 60
min, alos 120 min posteriores a la estimulacion, tiempo en el que se determind una
mayor presencia de NFkB en el nucleo de los MFBLEC estimulados, las placas fueron
procesadas agregandoles anticuerpos contra NFkB y el anticuerpo secundario
correspondiente para ser analizados mediante microscopia por Inmunofluorescencia.
En los MFBLEC estimulados y en presencia de MA se observé una disminucion de la

translocacion de NFxB, presentando una concentracion elevada en el citoplasma de
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las células, hecho que sugiere que la MA inhibe la translocaciéon de este factor al
interior del nucleo celular, mientras que en el grupo no estimulado NF«kB permaneci6
en el interior del nucleo celular (Figura 16). Al analizar la CFCT del interior de los
nucleos celulares de los MFBLEC se refleja lo observado en las microfotografias, en los
3 ensayos realizados se observa una disminucion de la fluorescencia en el interior del
nucleo celular de los MFBLEC expuestos a MA de alrededor de 3000 unidades en

comparacién con el grupo no expuesto a MA (Figura 17).

NFkB CE 120:min NFkB CE y MA120 min

NFkB CE 120:min NFkB CE y MA120 min

Figura 13.- Imagen representativa de 3 ensayos de Inmunofluorescencia de MFBLEC con marcaje para
NFkB estimulados con poli I:C expuestos y no expuestos a MA. Fotografias de microscopia por
Inmunofluorescencia con marcaje para NFkB alos 120 minutos después de ser estimulado con poli I:C,
expuestos y no expuestos a MA. Marcaje de NFkB con Alexa Fluor 488 (verde). Se observa que en los
MFBLEC estimulados con poli I:C y expuestos a MA NFkB se encuentra fundamentalmente en el
citoplasma celular y no ingresa al nicleo, mientras que en el grupo estimulado sin MA la mayor parte
del NFkB se encuentra en el interior del nticleo celular. La escala de la barra representa 200 pm.
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Figura 14.- Grafica de barras de la CFCT de los nucleos celulares de 3 ensayos con MFBLEC
estimulados con poli I:C expuestos y no expuestos a MA con inmunomarcaje para NFkB a los 120
minutos. Andlisis de la CFTC en nucleos de MFBLEC con y sin exposiciéon a MA para NFxB. Grafica de
barras en la que se representa la fluorescencia celular total corregida (CFCT) de los niicleos de MFBLEC
estimulados con poli I:C cuando se estimulan con poli I:C con marcaje para NFkB. Se observa una
disminucién en los MFBLEC que fueron expuesto a MA.

b)La membrana amnidtica no modifica la translocacion nuclear de IRF3 en

MFBLEC cuando se estimulan con poli I:C.-

IRF 3 es un factor de transduccién que para translocarse al interior
del nucleo celular primero se homodimeriza cambiando su conformacién después de
ser fosforilado a través de la activacion de PRR (TLR3, MDAS5 y RIG-1) cuando éstos se
unen a ARNds. Una vez en el interior del nucleo celular promueven la expresion de
IFN tipo [, principalmente interfer6on tipo beta el cual estd implicado en la
inmunoregulacion (activacion de células NK e inhibicion de citocinas TH1) vy la
expresion de proteinas anti virales. En la QEH la expresion de citocinas pro
inflamatorias que activan la respuesta inmune innata favorece el dafio ocasionado a
las estructuras corneales, la MA modifica el curso clinico habitual de este proceso
favoreciendo la disolucion de la infeccion viral y por otro lado disminuye la expresion

de citocinas pro inflamatorias. Para determinar el efecto que tiene la MA en la
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translocacion nuclear de IRF3 en MFBLEC se llevaron a cabo 3 ensayos en los que los
MFBLEC fueron estimulados con un analogo sintético de ARNds (poli [:C) y
posteriormente se dividieron en dos grupos uno expuesto a MA durante 60 min y otro
no expuesto. Los MFBLEC fueron analizados por medio de microscopia de
Inmunofluorescencia con inmunomarcaje para IRF3. En las microfotografias de los 3
ensayos analizados no se observaron diferencias significativas entre ambos grupos,
IRF3 permanece en el interior del nucleo celular de los MFBLEC aun en presencia de
la MA, lo que propone que la MA no afecta la translocacion nuclear de IRF3 en los
MFBLEC cuando se estimulan con poli I:C (Figura 18). El analisis de CFCT de los 3
ensayos representados en la grafica de barras de la figura 19 expone una diferencia

de alrededor de 500 unidades en el grupo expuesto a MA.

IRF3 CE120 min - IRF3 CE y MA 120 min

IRF3 CE120 min _ ' IRF3 CE y MA 120 min

Figura 15.- Imagen representativa de 3 ensayos de Inmunofluorescencia de MFBLEC con
inmunomarcaje para IRF3 estimulados con poli [:C expuestos y no expuestos a MA. Microfotografias de
microscopia por Inmunofluorescencia con marcaje para IRF3 a los 120 minutos después de ser
estimulado con poli I:C, expuestos y no expuestos a MA. Inmunomarcaje para IRF3 con Alexa Fluor 488
(verde). Se observa que en los MFBLEC estimulados con poli :Cy expuestos a MA IRF3 se encuentra en
el interior del nucleo celular muy semejante a como aparece en el grupo control no expuesto a MA. La
escala de la barra representa 200 pm.
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Figura 16.- Grafica de barras de la CFCT de los nucleos celulares de 3 ensayos con MFBLEC
estimulados con poli [:C expuestos y no expuestos a MA con inmunomarcaje para IRF3 a los 120
minutos. Grafica de barras en la que se representa la fluorescencia celular total corregida (CFCT) de los
nucleos de MFBLEC estimulados con poli I:C cuando se estimulan con poli I:C con marcaje para IRF3 en
la que se observa un leve incremento de la fluorescencia en los nucleos de los MFBLEC de
aproximadamente 500 unidades cuando se exponen a MA.

c) La membrana amnidtica incrementa levemente la translocacion nuclear de

IRF7 en MFBLEC cuando se estimulan con poli I:C.-

La MA modifica el curso de la QEH al favorecer la disminucién de la
infeccion viral en la cornea y disminuir la actividad inflamatoria. IRF7 es un factor de
transduccion que en células dendriticas plasmocitoides favorece la expresion de IFN
alfa promoviendo un efecto antiviral e inmunomodulaciéon con la disminuciéon de
citocinas TH1 y promoviendo la activacion de células NK que a su vez participan en la
destruccién de células infectadas por virus. Para estudiar el efecto de la MA sobre la
translocacion de IRF7 en MFLEC, se realizaron 3 ensayos donde los MFBLEC fueron
estimulados con poli I:C y expuestos y no expuesto a MA, se realizd6 una
Inmunofluorescencia con inmunomarcaje para IRF7 a los 90 min después del
estimulo, tiempo en el que se determin6 la mayor translocacion de IRF7 cuando los

MFBLEC son estimulados con poli I:C. En las microfotografias se observé un
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incremento de la fluorescencia tanto en el citoplasma como en el interior del ntcleo
celular siendo mayor en esta ultima localizacion en ambos grupos estimulado y no
estimulado agrupados en micro vesiculas. Sin embargo la fluorescencia nuclear en el
grupo expuesto a MA fue mayor en el grupo expuesto a MA. Lo que sugiere que la
translocacion nuclear de IRF7 en MFBLEC estimulados con poli I:C es favorecida por la
MA (Figura 20). Al analizar la CFCT (Grafica de barras de la figura 21) se verifica que
la translocacion nuclear de IRF7 en los MFBLEC expuestos a MA fue aproximadamente

400 unidades mayor que aquellas no expuestas.

IRF7 90 min CE IRF7 90 min CE y MA

IRF7 90 min CE IRF7 90 min CE y MA

Figura 17.- Imagen representativa de 3 ensayos de Inmunofluorescencia de MFBLEC con
inmunomarcaje para IRF7 estimulados con poli [:C expuestos y no expuestos a MA. Microfotografias de
microscopia por Inmunofluorescencia con marcaje para IRF7 a los 90 minutos después de ser
estimulado con poli I:C, expuestos y no expuestos a MA. Inmunomarcaje para IRF3 con Alexa Fluor 488
(verde). Se observa que en los MFBLEC estimulados con poli I:C y expuestos a MA IRF7 se encuentra
incrementado en los nucleos celulares de los MFBLEC en comparacién con el control no expuesto a MA.
La escala de la barra representa 200 pum.
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Figura 18.- Grafica de barras de la CFCT de los nucleos celulares de 3 ensayos con MFBLEC
estimulados con poli I:C expuestos y no expuestos a MA con inmunomarcaje para IRF7 a los 90 minutos.
Grafica de barras en la que se representa la fluorescencia celular total corregida (CFCT) de los nucleos
de MFBLEC estimulados con poli I:C cuando se estimulan con poli I:C con marcaje para IRF7 en la que
se observa un incremento de la fluorescencia en los nicleos de los MFBLEC de aproximadamente 400
unidades cuando se exponen a MA.
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XIIL- DISCUSION

Nuestros resultados indican que la membrana amnidtica inhibe la

translocacion nuclear de NFkB, promueve la translocacion de IRF7 y no afecta la
translocacion de IRF3 en MFBLEC cuando se estimulan con poli I:C.
La MA ha sido utilizada para el tratamiento de cérneas con QEH ya que promueve un
efecto antiinflamatorio, suprime la actividad linfocitica, atrapa e induce la apoptosis
de neutroéfilos y macrofagos que infiltran el tejido corneal, disminuye la expresion de
citocinas pro inflamatorias, promoviendo la resolucién de la infecciéon viral y
disminuyendo el proceso litico de la estructura corneal?’.74 83,84 Varios mecanismos
han sido propuestos que explican parte de estas observaciones, recientemente en
nuestro grupo de investigacion se ha explorado el papel que tienen los PRR’s en
MFBLEC cuando se estimulan con un analogo de RNAds (el material genético del
herpesvirus) como poli [:C, que es reconocido por PRR’s (RIG-1, MDA5 y TLR3) que
promueven la expresion de citocinas pro inflamatorias fundamentales en la activacion
de la respuesta inmune innata a través de NFkB, pero por otra parte participan
también en la secrecidn de interferones que promueven un efecto inmunoregulador y
antiviral favoreciendo la resolucién de la infecciéon a través de IRF3 e IRF788.89, Los
MFBLEC expresan de manera constitutiva TLR3 y bajo el estimulo de poli I:C son
capaces de expresar RIG1 y MDAS este ultimo en menor medida sin modificarse las
concentraciones de TLR345. Ademas los MFBLEC responden al estimulo de poli I:C
produciendo citocinas pro inflamatorias mismas que disminuyen después de ser
expuestos a MA 9045,

En los MFBLEC se evidenci6 por medio de microscopia de
Inmunofluorescencia que el factor de transcripcion NFkB es expresado de manera
constitutiva en el citoplasma, hallazgo que coincide con lo publicado en otras estirpes
en donde se ha estudiado, con excepcion de células de musculo liso vascular donde se
ha identificado constitutivamente expresado en el nucleo celular®??3. En las
microfotografias de Inmunofluorescencia tomadas de MFBLEC estimulados con poli
[:C NFkB se transloca al interior del niicleo de manera progresiva, a los 10 minutos se

observo que el factor se encuentra en el citoplasma para luego a los 20 minutos
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translocarse al interior del nucleo para salir de éste nuevamente de éste a los 40
minutos, situacidon que se repite ciclicamente, observando al menos a los 120 y 480
minutos nuevamente una internalizacién del factor nuclear, lo que sugiere en primer
lugar que poli I:C en MFBLEC estimula la cascada de sefializacion de RIG1, MDAS y
TLR3, lo que coincide con la literatura revisada y en segundo lugar que este factor
posiblemente este recirculando o bien reciclandose, patréon de translocacion
consistente con lo observado en otros modelos donde se estudi6 NFkB por medio de
inmunofluorescencia en otros tipos celulares (células de musculo liso, fibroblastos,
HeLa, monocitos de sangre periférica, células humanas umbilicales epiteliales) en
donde se encontré que NFkB presenta una translocacion progresiva teniendo un
primer incremento a los 30 min y en algunas células hasta los 60 min, situacion
similar a lo que se observo en nuestros MFBLEC, cabe mencionar que algunas
diferencias importantes con respecto a nuestro estudio es que en ninguno de estos
ensayos se utilizo poli I:C, si no otros compuestos (LPS, IL 1, TNFa etc.) que activan
PRR diferentes a los que se estudiaron 939495, El hecho de observar una respuesta tan
temprana como son a los 20 minutos con poli I:C sugiere que éste puede ser un agente
con mayor capacidad estimulatoria en la translocaciéon de NFkB.

Las microfotografias de inmunofluorescencia para NFkB, revelaron que este factor
permanece en el citoplasma de los MFBLEC disminuyendo su translocacidn al interior
del nucleo celular cuando los MFBLEC se expusieron a MA, lo que significa que la MA
evita por algiin mecanismo aun desconocido la translocacion de NFkB hacia el ntcleo
celular, y por lo tanto evita la expresion de genes promovidos por este factor de
transcripcion como citocinas pro inflamatorias y quimiocinas. Varios farmacos anti
inflamatorios modifican la via de activacion de NFkB, los salicilatos inhiben la
fosforilacion y el catabolismo de IkB (el inhibidor que forma un heterodimero con
NFkB) y por lo tanto la translocacién de este factor al ntcleo celular, por su parte los
glucocorticoides promueven la transcripcion y sintesis de nuevas moléculas de IkB y
también interactian directamente con NFxB inhibiendo su translocacion 959697,
Rossi et al. publicaron recientemente un articulo en el que analizan medio
condicionado derivado de MA humana determinando que ésta es una fuente de

factores solubles posiblemente de naturaleza no proteica capaces de ejercer efectos
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inmunomoduladores e inmunosupresores, siendo las prostaglandinas (PG) las
moléculas candidatas que ejercerian este efecto®8. Se han identificado algunas PG
capaces de inhibir la fosforilaciéon de IkB, evitando de esta manera la translocacion
nuclear de NFkB®, por lo tanto la hipétesis de que alguna molécula semejante a
prostaglandinas sea liberado por MA e inhiba la fosforilacion de IkB debe ser
considerada. Por otra parte otro mecanismo propuesto para explicar este fendmeno
de inhibiciéon de la translocacion puede ser la alteracion que se ha observado en
MFBLEC en la estructura de las cadherinas cuando estos se exponen a MA, al parecer
es posible que la MA modifique la estructura del citoesqueleto celular, que participa
en el transporte de algunos factores de transduccién como son NFkB al interior del
nucleo*>. En nuestra publicacién previa se determind que MA inhibe la secrecién de
las quimiocinas CCL1, CCL2, CCL5, CXCL1, CXCL8 y CXCL10 y de las citocinas G-CSF e
IL6 que son pro inflamatorias en MFBLEC que son estimulados con poli [:C%, al
menos CCL5, CXCL1 e IL6 son promovidos por NFkB 108109110 por lo que la reduccion
de estos mediadores en nuestro modelo de MFBLEC expuestos a MA puede ser

explicado en parte por la inhibicidn de la translocacion de NFkB.

La translocacion de IRF3 no se ve modificada en los MFBLEC cuando
se estimulan con poli I:C, este factor esta contenido en el interior de los nucleos de los
MFBLEC de manera constitutiva tal como lo demuestran las microfotografias de
inmunofluorescencia, lo que coincide con varias publicaciones que determinan que
este factor se encuentra expresado en todas las células humanas y de los animales®®
100,101 sin embargo, en estas publicaciones se refiere que la localizacion celular de
IRF3 es el citoplasma y que bajo un estimulo infeccioso viral se transloca al nucleo, no
en los nucleos celulares como lo observado en MFBLEC atn sin ser estimulados con
poli I:C, no encontramos ninguna referencia de algin tipo celular que exprese de
manera constitutiva IRF3 nuclear, células como algunos tipos de linfocitos B y T
expresan de manera constitutiva la forma activada de NFkB localizado en el ntcleo
celular, lo que le permite a estas células mantener un estado permanentemente
activado sobre expresando continuamente citocinas y sus receptores02. Una posible

hipdtesis de la localizacidon de IRF3 en el interior del nucleo celular en los MFBLEC, es
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que éstos expresen constitutivamente proteinas blanco del factor de transduccion
IRF3 homodimerizado o bien conformando un heterodimero con otros IRF’s u otras
proteinas como ATF-2/c-jun, promoviendo la activacién continua de IFN o bien de
otros genes estimulantes de interferon (ISG), principalmente ISG54 que esta
relacionado con la activacion de la apoptosis, cabe mencionar que en nuestro modelo
la translocacion del factor de transduccion NFkB, es inhibido por MA, ya que IRF3
forma un heterodimero con NFkB y promueve la transcripcion de IFN (3 y otras
proteinas, es posible que MA disminuya la expresion de IFN (3103104,

En nuestro modelo poli I:C no modifica la translocacion de IRF3, una explicacion
probable es que en los MFBLEC IRF3 se active por otras vias que no son dependientes

de TLR3, RIG 1 y MDAS5 que son activados por poli I:C.

IRF7 se transloca al interior del nucleo de los MFBLEC cuando son
estimulados con poli I:C lo que indica que responden a la activacion de PRR’s como
TLR3, MDAS5 y RIG1, como se describe en la literatura en otros tipos celulares®®,
ademas las microfotografias de inmunofluorescencia revelan que se encuentra
constitutivamente expresado en el citoplasma de los MFBLEC en bajas cantidades,
Prakash et al. en su articulo del 2006 sostiene que algunos tipos celulares presentan
en su citoplasma bajas concentraciones de IRF7, pero que en general es inducido por
estimulos virales'%6, situacion que concuerda con lo observado en MFBLEC. De
manera muy semejante a lo que se observd en la cinética de NFxB, IRF7 presenta un
recirculamiento del citoplasma al nucleo celular, en la cinética realizada observamos 3
puntos en el tiempo donde la translocacién es mayor que en el control no estimulado,
alos 40,90 y 180 min, siendo la respuesta mas tardia con respecto a NFkB, pues con
este ultimo factor la translocacidn inicial ocurri6 a partir de los 20 minutos. Ademas
la mayor translocacion nuclear de NFkB dada a los 120 min rebasaba las 120,000
unidades CFCT, en el caso de IRF7 el mayor pico de translocacion en unidades CFCT
fue de 50,000, lo que sugiere que poli I:C incrementa en mayor medida la
translocacion de NFxB comparativamente con IRF7. La familia de IRF han
coevolucionado con la familia de NFkB, ambos comparten las mismas caracteristicas

evolutivas, ambas familias son activadas por las mismas vias de sefializacion (PRR) y
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por la misma familia de cinasas (IKK’s), juntas representan los principales
reguladores de la respuesta inmune innatal0s, este estudio revela un comportamiento
en la translocacién nuclear muy semejante entre dos miembros de cada una de estas
familias en los MFBLEC estimulados con poli I:C; NFkB e IRF7 se reciclan
constantemente, siendo aparentemente mayor la translocacién en p50-RelA miembro
de la familia NFxB. Estos hallazgos apuntan a que es posible que los MFBLEC sean
productores importantes de citocinas e interferones, actores clave en la activaciéon de

la respuesta inmune innata de la superficie ocular.

IRF7 es un factor que a diferencia de su mas cercano miembro IRF3,
permanece en bajas concentraciones en la mayoria de los tipos celulares a excepcion
de las pDC, células B y monocitos,1% su funcién y activaciéon ha sido ampliamente
descrita en células dendriticas plasmacitoides, que son las células productoras de
interferén por excelencia®8, bajo un estimulo viral infeccioso, la activaciéon de algunos
PRR desencadena la translocacion de IRF3 y de NFkB, que en conjunto activan la
transcripcion de los genes ifna e ifnb, que conlleva la expresion de IFN 8 y de IFNa 1
mismos que estimula los receptores de interferon de la misma célula o de células
vecinas que activan una via de senalizacion dependiente de cinasas Janus que en
conjunto con transductores de sefial 1/2 e IRF9 se unen al promotor de IRF7
induciendo la sintesis de IRF7, el recién sintetizado IRF7 induce la expresion de mas
interferones y mas IRF7195, mientras que IRF3 que es el inductor inicial de
interferones es degradado IRF7 se caracteriza por mantener e incrementar la
produccion de interferones y de otros genes inducibles por IFN. La MA incrementa la
translocacion de IRF7, la fluorescencia en el niucleo de los MFBLEC cuando se
expusieron a MA incrementd en promedio alrededor de 3,000 unidades CFCT, por lo
tanto es posible que la expresion de interferones principalmente IFNa y de otros
genes relacionados a interfer6n se encuentre incrementada en los MFBLEC cuando
éstos se exponen a MA.

En conjunto los resultados derivados de esta investigacion apuntan
a que la MA ejerce un efecto inmunomodulatorio en la translocacién de 3 factores que

son cruciales para definir la activacidn de la respuesta inmune innata por una parte
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inhibe la translocacién de NFkB que promueve la expresion de citocinas, quimiocinas
y péptidos pro inflamatorios que en el contexto de una QEH promoveria la infiltracién
de linfocitos y monocitos activados favoreciendo la destruccidn del tejido corneal, y
por otra parte promoviendo la translocacion de IRF 3 y 7 permitiendo la expresion de
IFN que actuan limitando la infeccidn viral, promoviendo la apoptosis de las células
infectadas y expresando proteinas anti virales. Al parecer MA favorece la expresion de
IFN pero se requieren nuevos estudios para corroborar si la expresion de interferones
se encuentra incrementado cuando los MFBLEC estimulados con poli I:C se exponen a
MA, también se requiere investigar la naturaleza de el o los mediadores que ejercen
este efecto, finalmente la utilizacion de un modelo en el que se empleen varios PRR
derivados de el VHS1 o bien la utilizacion del propio virus infectante, nos permitiria
analizar el efecto neto de la MA en la producciéon de interferones, citocinas,

quimiocinas y péptidos pro inflamatorios en MFBLEC.
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XIV.- CONCLUSIONES.

La MA es capaz de inhibir la translocacion nuclear de NFkB en MFBLEC
estimulados con poli I:C.

IRF3 e IRF7 se expresan constitutivamente en los MFBLEC.

La translocacion nuclear de IRF3 no parece ser alterado por MA, mientras que
IRF7 incrementa su translocacion cuando los MFBLEC se encuentran asociados

a MA.
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