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RESUMEN

El ojo es capaz de regular la respuesta inflamatoria activando una forma de tolerancia es-
pecifica y sistémica para antigenos que son inoculados en su interior. Esta capacidad puede
ser aprovechada para modular la respuesta inflamatoria en enfermedades degenerativas.
Sin embargo, se desconoce el tiempo de permanencia de la inmunotolerancia y si ésta depen-
de de la edad de induccion. El objetivo es evaluar la permanencia de inmuno-tolerancia a
albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés). Inoculamos BSA en la camara
anterior del ojo de ratas juveniles y adultas. Estos animales fueron posteriormente inmuni-
zados con BSA para evaluar la inmunotolerancia sistémica y especifica al antigeno a lo largo
del tiempo. El resultado fue que tanto ratas juveniles como adultas fueron tolerizadas a BSA
(ts:3.102, p<0.05; t,:3.278, p<0.001) y este estado se mantuvo al menos hasta los cinco
meses posinduccién en ratas juveniles (t,:11.704, p <0.001) y hasta los 4 meses en ratas
adultas (t.:3.278, p<0.05).
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ABSTRACT

The eye is able to regulate the inflammatory response by activating a specific and systemic
tolerance to antigens that are inoculated within it. This ability can be exploited to regulate the
inflammatory response in degenerative diseases. However, the time during which this state of
immunotolerance is maintained and whether its permanence depends on the age of induction is
unknown to this date. To evaluate the persistence of immune tolerance to bovine serum albumin
(BSA). BSA was inoculated in the anterior chamber of the eye. The rats were subsequently
immunized with BSA to assess specific immune tolerance to the antigen throughout time.
The results show that both juvenile and adult rats were tolerated to BSA (t(s':S. 102, p<0.05;
t,:3.278, p<0.001) and this state remained for five months post-induction in juvenile rats

©°
(tm:l 1.704, p<0.001) and for 4 months in adult rats (t.:3.278, p <0.05).
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INTRODUCCION

Existen tejidos inmunoprivilegiados como el ojo, el utero y los testiculos, los
cuales son capaces de autorregular la respuesta inflamatoria a fin de preservar
sus funciones (Hori, 2008). La ventaja evidente del privilegio inmunolégico al
organismo es que la respuesta inmunologica “normal” ante un patégeno
esté tan atenuada que los tejidos que no tienen capacidad para regenerar (por
ejemplo: la retina, el cerebro) estén protegidos del dafio colateral (D’Orazio &
Niederkorn, 1998; Forrester, Xu, Lambe & Cornall, 2008). El ojo es capaz
de generar un estado de inmunotolerancia especifica y sistémica que com-
prende fases secuenciales en el timo y el bazo. Esta respuesta inicia cuando
el antigeno soluble es captado por macréfagos que actiian como células pre-
sentadoras de antigeno y lo llevan a través de la malla trabecular hacia el
torrente sanguineo, y después de un desvio hacia el timo terminan su viaje
en el bazo (Marinovic, 2010). Dentro del bazo, los macréfagos interactiian
con linfocitos T provenientes del timo, asi como con linfocitos B de la zona
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marginal para inducir células T reguladoras espe-
cificas de antigeno, las cuales limitan la respuesta
inmunolégica Thl y Th2 tanto local como sistémica
(Hori, 2008). Los macrofagos liberan citocinas como
el factor de crecimiento transformante (TGF, por sus
siglas en inglés) -f al bazo y al timo para favorecer el
desarrollo de células T reguladoras aferentes CD4+ y
eferentes CD8+. Las células aferentes inhiben la res-
puesta inmunolégica en la etapa de sensibilizacion,
mientras que las eferentes requieren de una exposi-
cion previa al antigeno para inhibir la respuesta in-
flamatoria caracteristica de la hipersensibilidad de
tipo retrasado (Forrester et al., 2008). Las citocinas
como TGF-8 también contribuyen al mantenimiento
de privilegio inmunolégico debido a que inhiben direc-
tamente la produccioén de citocinas pro-inflamatorias
como interleucina (IL)-12, ademas de que inducen la
produccion preferente de IL-10. A su vez, IL-10 re-
gula a la baja la producciéon de un gran numero de
citocinas pro-inflamatorias, tales como IL-13, 6, 12,
18, interferéon y (INF-y) y el factor de necrosis tumo-
ral a (FNT-0) (D’Orazio & Niederkorn 1998). Al final, el
humor acuoso, bazo, timo y las células del sistema in-
munologico que de estas estructuras derivan favorecen
la supresién de la respuesta tipo Th1 y Th2, y son ab-
solutamente necesarias para la inducciéon de inmuno-
tolerancia asociada al ojo (Bhowmick, Clark, Brocke
& Cone, 2011; Biros, 2008; Cone & Pais, 2009; Hori,
2008; Niederkorn & Kaplan, 2007; Niederkorn, 2009).

Un gran espectro de enfermedades degenerativas
esta asociado con inflamacion crénica. Tal es el caso de
patologias neurodegenerativas como la esclerosis amio-
trofica lateral y las enfermedades de Parkinson y Alzhe-
imer, asi como de algunas otras patologias periféricas
como osteoartritis y artritis reumatoide (Bhowmick et
al.,, 2011; Farooq, Kumar & Ashour, 2014). En princi-
pio, la inflamacién es un mecanismo homeostatico que
se dispara para 1) eliminar los patégenos invasores o
restos celulares provenientes de muerte celular y 2)
promover la reparacién tisular y la angiogénesis. Sin
embargo, una inflamacién créonica no resuelta pue-
de evitar la reparacion del tejido y extender la lesion
hacia zonas aledanas sanas. La inflamacién crénica
puede ser el resultado de inadecuados mecanismos de
regulaciéon y de la persistencia de proteinas antigéni-
cas derivadas del tejido lesionado. En conjunto, estos
mecanismos conducen al establecimiento de una res-
puesta autoinmune contra los propios constituyentes
celulares que ahora son reconocidos como antigenos.
Esta respuesta de autoinmunidad es basicamente me-
diada por células del sistema inmunolégico adaptativo
(Bhowmick et al., 2011; Harrison & Hafler, 2000).
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Tomando en consideracion que la respuesta infla-
matoria asociada a cualquier patologia es bifuncional
(genera efectos positivos que favorecen la homeostasis
y la reparacion tisular, pero también efectos negativos
si no se resuelve adecuadamente), es nuestro principal
interés desarrollar una estrategia de inmunomodula-
cién que instruya al sistema inmunolégico de ratas a
tolerar a autoantigenos, evitando las fases de inflama-
cién descontrolada y el establecimiento de una patologia
autoinmune secundaria a la enfermedad neurodegene-
rativa. Un elemento fundamental para garantizar la po-
sible eficacia de este tratamiento es el mantenimiento
de la inmunotolerancia a lo largo de la vida del animal.
Multiples estudios en los que se genera una inmuno-
tolerancia especifica y sistémica a diversos antigenos
han sido desarrollados en roedores (Farooq & Ashour,
2013; 2014). Algunos de estos estudios han destacado
la relevancia de la induccién en etapas tempranas de la
vida, en tanto los animales con un sistema inmunolo-
gico inmaduro parecen requerir concentraciones me-
nores de antigeno y un menor numero de aplicaciones
para mantener el estado de inmunotolerancia duran-
te periodos mas prolongados de tiempo (Siegrist, 2001).
En contraposicion, es mas dificil inducir inmunotole-
rancia en adultos, pues se requieren concentraciones
mas altas, mayor numero de exposiciones y a menudo
la tolerancia es parcial y decae en poco tiempo (Zouali,
2001). Hasta el momento, la permanencia de la inmu-
notolerancia especifica de antigeno inducida mediante
la inoculaciéon de dicho antigeno en la camara anterior
no ha sido evaluada, y frecuentemente se asume de
manera errénea que es permanente. Por ello, la presen-
te propuesta tiene como objetivo general evaluar la per-
manencia de la inmunotolerancia especifica para la
proteina albumina de suero bovino (BSA, proteina capaz
de desencadenar una respuesta antigénica), durante el
primer afio posinduccion en ratas hembra de la cepa
Wistar. Debido a que ha sido ampliamente reportado
que la induccién de inmunotolerancia a través de la
inoculacién del antigeno en la camara anterior del ojo
inhibe la respuesta Thl, en este trabajo se evaluara
su permanencia mediante la inflamacion en oreja en
pruebas de hipersensibilidad retardada.

MATERIAL Y METODOS

Inoculacion del antigeno en la camara
anterior del ojo

Para inducir inmunotolerancia a BSA, un volumen de
10 pL de la proteina (7.5 ug/ uL) fue inoculado en am-
bos ojos de ratas juveniles (al mes posnatal) o adultas
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(cuatro meses posnatales). El grupo control fue ino-
culado en ambos ojos con vehiculo (buffer salino de
fosfatos [PBS, por sus siglas en inglés]). Para llevar a
cabo la inyeccion, las ratas fueron anestesiadas con
un coctel de ketamina/xilacina (70 ug/kgy 7.5 ug/kg
de peso corporal, respectivamente) via intraperitoneal
(i.p). La inyeccion en la camara anterior se realizé con
una jeringa Hamilton, liberando el volumen total de la
solucién en dos minutos, bajo microscopio estereos-
copico (Niederkorn & Kaplan, 2007). Durante todo el
procedimiento, los ojos de las ratas fueron manteni-
dos hidratados con solucién salina al 0.9%.

Pruebas de hipersensibilidad retardada

Para evaluar la induccion y mantenimiento del esta-
do de inmunotolerancia sistémica a BSA, se realizé la
prueba de hipersensibilidad retardada, que consiste
en una fase de sensibilizacién y una de reto. La sen-
sibilizaciéon se llevé a cabo siete dias después de la
inoculacién en la camara anterior del ojo. Para este
procedimiento, las ratas fueron nuevamente aneste-
siadas, tal como se describe previamente, se rasura-
ron en la region interescapular y se inyectaron con un
volumen de 200 puL de BSA con adyuvante completo
de Freund (1:1 BSA: 250 pg/100 ul de vehiculo; ad-
yuvante 100 pl) via intradérmica (i.d.) con jeringa de
tuberculina. El reto se realizo6 siete dias después de la
sensibilizacion. Nuevamente, las ratas fueron aneste-
siadas y el grosor de sus orejas se midié con un micro-
metro para establecer la linea base. Todos los animales
recibieron una inyeccién i.d. de 10 uL de BSA (50 pg/ uL)
en el pabellén de la oreja izquierda y 10 uL de vehicu-
lo en la derecha. 24 h y 48 h mas tarde, el grosor de
las orejas fue medido nuevamente, y a estos ultimos
valores le fueron restados los de la linea base para
obtener un indice de inflamacién por oreja (delta de
inflamacion, A).

Para el analisis estadistico se usaron los valores A,
los cuales fueron promediados y comparados median-
te el paquete estadistico SigmaStat 2007. Los datos
primero se sometieron a la prueba de normalidad de
Shapiro-Wilk y la de homocedasticidad de Levene. Una
vez comprobada la normalidad y varianza de los datos
se utilizé una T de Student para comparar las A entre
los grupos.

Permanencia de inmuno-tolerancia

Para la evaluacién de la permanencia de la inmunoto-
lerancia a lo largo del tiempo, se repitieron los procedi-
mientos de sensibilizacion y reto.
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RESULTADOS

Se comenzaron los estudios de induccién de inmu-
notolerancia con ratas adultas. Los resultados de la
prueba de hipersensibilidad retardada muestran una
respuesta inflamatoria disminuida en ratas del grupo
BSA en comparacién con animales del grupo control a
los 15 dias posinduccion (tg: 3.102, p <0.05%, figura
1A). Esta diferencia se mantuvo a los cuatro meses
cuando se realiz6 la segunda evaluacion (t.: 3.278, p

)"
<0.05%, figura 1B).

Este mismo disefnio experimental fue repetido en ani-
males juveniles, con el fin de comparar el tiempo que
permanece la inmunotolerancia inducida en diferen-
tes etapas de la ontogenia en ratas de la cepa Wistar. La
evaluacion 15 dias posinoculacion en estos animales
muestra una respuesta inflamatoria disminuida en
ratas del grupo BSA en comparacion con animales del
grupo control (t(s): 3.278, p<0.001, figura 2A) con va-
lores similares a los observados en adultos (figuras
1A vs. 2A). Basados en los resultados obtenidos en
adultos, para los animales juveniles se decidi6 evaluar
la inmunotolerancia a los cinco meses posinduccion
probando la idea de que la inmunotolerancia perma-
nece al menos cuatro meses. Los resultados muestran
que, efectivamente, las ratas juveniles conservan el
estado de inmunotolerancia a BSA a los cinco meses
posinduccion (tm: 11.704, p < 0.001, figura 2B). Sin
embargo, los valores de inflamacién mostrados en am-
bos grupos estan muy por encima de los observados
en todas las condiciones antes referidas.
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Figura 1. Permanencia de inmunotolerancia inducida por la proteina albumina de
suero bovino (BSA) inoculada en la camara anterior de ratas adultas, me-
dida mediante pruebas de hipersensibilidad retrasada. Las graficas mues-
tran la diferencia de inflamacién en orejas (A) medida a las 24 h después
del reto con respecto a la linea base. A) Evaluacion posinduccion. B)
Evaluacion a los cuatro meses posinduccion. Se grafican promedios
de inflamacién + Desviacion estandar (DESVEST). Los valores de p <
0.05 (*) y p<0.01 (**) se consideraron significativos.

Fuente: Elaboracién propia.
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Figura 2. Permanencia de inmunotolerancia inducida por la proteina BSA inocu-
lada en camara anterior de ratas juveniles, medida mediante pruebas de
hipersensibilidad retrasada. Las graficas muestran la diferencia de in-
flamacion en orejas (A) medida a las 24 h después del reto con respecto
a la linea base. A) Evaluacién posinduccion. B) Evaluacion a los cinco
meses posinduccion. Se grafican promedios de inflamacion + DESVEST.
Los valores de p < 0.001 *** se consideraron altamente significativos.

Fuente: Elaboracion propia.

DISCUSION

El principal interés es desarrollar una estrategia de in-
munomodulacion que instruya al sistema inmunolégico
de ratas a tolerar a autoantigenos evitando el estableci-
miento de inflamacién crénica y la patologia autoinmu-
ne secundaria. De ser eficiente, esta estrategia podra
ser empleada para modular procesos inflamatorios
cronicos en un gran numero de enfermedades neuro-
degenerativas. Un elemento fundamental para garan-
tizar la eficacia de este tratamiento es el mantenimiento
de la inmunotolerancia a lo largo de la vida del animal.
Hasta el momento se desconoce el tiempo de permanen-
cia del estado de inmunotolerancia y si su permanencia
depende de la edad de induccion. Para evaluar estas in-
cognitas se inocul6 BSA en la caAmara anterior del ojo de
ratas juveniles y adultas. Posteriormente se evalu6 la in-
duccion y permanencia de la inmunotolerancia especi-
fica para BSA mediante pruebas de hipersensibilidad
retrasada en ambos grupos. Los resultados indican que
es posible inducir inmunotolerancia sistémica con una
sola exposicion al antigeno en la camara anterior en
animales adultos no inmunodeprimidos, como ha sido
descrito previamente en un modelo murino (Bhowmick
et al.,, 2011; Farooq & Ashour, 2013). Adicionalmente,
los resultados muestran que este estado de inmunotole-
rancia permanece al menos cuatro meses posinduccion
en estos animales. Por otra parte, se encontré que en
animales juveniles el estado de inmunotolerancia sub-
siste al menos hasta los cinco meses posinduccion. En
principio, estos resultados muestran que la inmunoto-
lerancia es tan eficiente cuando se realiza en animales
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juveniles como en animales adultos, en contraposicion
a lo reportado en la literatura (Siegrist, 2001; Zouali,
2001). Sin embargo, sera necesario evaluar el momen-
to exacto en el que la inmunotolerancia se pierde para
ambos grupos, con el fin de determinar si la permanen-
cia es mayor en animales juveniles. Ademas, sera ne-
cesario evaluar la relevancia funcional de los niveles de
inflamacion observados a los cinco meses posinducciéon
en animales juveniles para descartar el establecimien-
to de un estado patolégico.

CONCLUSIONES

En conjunto, estos resultados permiten ser optimistas
y proponer la induccién de inmunotolerancia como un
mecanismo potencial para evitar la extensiéon de la pa-
tologia y favorecer la reparacion tisular en enfermeda-
des degenerativas que cursen con inflamacion croénica.
Actualmente se induce inmunotolerancia especifica de
antigenos medulares como estrategia preventiva y tera-
péutica en el establecimiento de la enfermedad degene-
rativa secundaria a la lesiéon traumatica espinal.
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