RETINITIS AUTOINMUNE EXPERIMENTAL

Dr. Hugo N. Champredonde(!)

RESUMEN

1. - Se logra la produccién de RAE mediante la aplicacion de la
técnica apropiada.

2. - Se estudian los aspectos histopatologicos consecuentes al pro-
ceso que desencadena la administracion de una emulsion de re-
tina de bovino con adyuvante de Freund completo

3. - La administracion del material immundgeno (retina eterdloga
mds adyuvante de Freund completo) repetida, origina una
retinitis demostrable histolégica y clinicamente; esta iltima
por la hiperreflexia palpebral, buftalmia, exoftalmia y conges-
tion de los capilares de la retina.

SUMMARY
EXPERIMENTAL AUTOINMUNE RETINITIS

1-1It was obtained the production of EAR by means of ade-
quate method.

2 - After the process was desencadenated by the admanistration
of bovine retina emulsified in Freund’s adjuvant, the histopa-
thological features were studied.

3 - Repeated administration of tmmunogenic niatem’al, originate
a retinitis which could be histological and clinically demostra-
ted; the last, manifested by palpebral hyperreflexas, buphthal-
mia and congestion of the retina capillary blood - vessels.

(1) Jefe de Trabajos Pricticos “Part-time’”. Citedra Patologia Generah Facultad de Cien-
cias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata. La Plata, Republica Argentina.
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INTRODUCCION

Procesos Inmunolégicos Normales :

Se entiende por proceso inmunols-
gico normal a aquel que desarrolla
un organismo, cuando se introduce
en forma paraenteral una sustancia
capaz de hacer desencadenar una
respuesta inmune. La respuesta in-
munitaria inducida por un antigeno
(Ag), puede producirse de dos ma-
neras: oo

A.— Cuando el organismo ““desco-
noce’’ al Ag: En este caso, la res-
puesta se caracteriza por la aparicién
de unas proteinas sanguineas, los
anticuerpos (Ac¢) y/o células sensi-
bilizadas (de comportamiento parti-
cular), que reaccionarin contra el
Ag. En general, los Ac v dichas cé-
lulas tienden a facilitar la desapari-
cién del Ag.

B.— Cuando el organismo ‘‘reeo-
noce’’ al Ag: Esta cjrecunstancia se
da siempre y cuando permanezca el
Ag en el interior del organismo. Se
caracteriza por la ausencia de pro-
duccion de Ac y/o células sensibili-
zadas que reacéionen con el Ag, que
es considerado por el organismo, co-
mo una sustancia ‘‘propia’’. Este ti-
po de respuesta se denomina ‘‘fené-
meno de tolerancia inmunoldgica’’.
La tolerancia inmunolégica es una
propiedad del sistema inmunocompe-
tente, donde no se sabe si se debe
a que todas sus células o sélo un gru-
po de ellas dejan de ejecutar la res-
puesta inmune clésica.

La decisién del organismo de reac-
cionar frente a un Ag ‘‘reconocido’’
estad influenciada por miiltiples fac-
tores propios de él (edad, salud, cier-
tos tipos de enfermedades, ete.), del
Ag (caracteristicas fisico - quimieas,
vias y formas de su introduccién,
ete.) y de &mbos (gran similitud qui-
mica entre las sustancias del orga-
nismo huesped y el Ag).

|

Procesos Autoimmunes:

Se entiende por fenémeno autoin-
mune a aquel que se produce como

consecuencia del ‘‘desconocimiento’’
por parte del organismo, de ciertos
componentes propios, originandose lo
que se conoce como sustancias que
van a actuar ‘‘auto - antigénicamen-
te’’ (auto- Ag).

Las condiciones que transforman
a los componentes propios del orga-
nismo en auto - Ags, resultan de:

a) Ruptura de la tolerancia inmu-
nolégica, ya sea por modifica-
ciones estructurales o topogra-
ficas en los componentes pro-
pios; 6

b) Por alteracion en el sistema in-
munocompetente.

En ambos casos, las céiulas inmu-
nocompetentes reconocen a los com-
ponentes propios como extrafios y
reaccionan contra ellos en igual for-
ma que si lo ‘‘desconociesen’’, pro-
duciendo auto - Acs y/o células auto -
sensibles.

Lo importante es que el equilibrio
inmunolégico normal, representado
por la tolerancia del sistema inmu-
nocompetente a las sustancias o de-
term,ij’j:iantes propios, se pierde y este
trastorno del equilibrio representa
una situacién patolégica.

Normalmente existen distintos com-
ponentes propios con los cuales las
células inmunocompetentes nunca tie-
nen contacto en condiciones norma-
les. Entre ellos pueden mencionarse:
la mielina, los espermatozoides, la ti-
roglobulina, la retina, ete., determi-
nando el contacto de éstas con aque-
llas células, procesos patologicos que
ocacionaran alteraciones histolégicas
y anatémicas importantes, dando ori-
gen asi, a signos y sintomas clinicos
de una enfermedad autoinmune.

Durante los tltimos diez afios, di-
ferentes grupos de investigadores,
han realizado valiosos aportes sobre
problemas relacionados con los fené-
menos autoinmunes. Asi, han sido es-
tudiados intensa y profundamente los
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distintos aspectos relacionados con las
Encefalomielitis, Tiroiditis, Nefro-
patias, Orquitis, ete., Autoinmunes,
siendo los fenémenos oculares, entre
otros, los actualmente estudiados.

Las primeras investigaciones inmu-
nolégicas, tendientes a esclarecer el
mecanismo de producciéon de la en-
fermedad autoinmune, fueron -seria-
mente obstaculizadas por la carencia
da informacién relacionada con la
exacta naturaleza quimica de los
constituyent2s antigénicos propios.
Particularmente relacionados con las
retinitis autoinmunes, sbélo reciente-
mente, se dieron a conocer dos Ags
retinianos, el P y el S.

Experiencias publicadas en los 1ul-
timos meses del afio 1971(6), confir-
man la presencia en retina, de estos
dos Ags y dejan esclarecidas sus di-

ferencias desde el punto de vista in-
munolégico. E1 Ag P (particulado)
hace producir mayor ecantidad de
Acs séricos. El Ag S (soluble), ori-
gina una mayor respuesta de hiper-
sensibilidad retardada en relgcién al
Ag P.— Por otra parte, el Ag. S
demuestra ser inmunogénico hasta en
animales carentes de evidencias de
Ac humorales, reaccionando frente a
los test cutdneos de hipersensibilidad
retardada en forma notoria, atn ad-
ministrandose en muy pequeilas do-
sis inmunoégenas.

El presente trabajo tiene como ob-
jetivos aplicar las técnicas necesa-

rias para producir una Retinitis Au-

tcinmune Experimental, observar los
aspectos generales histopatolégicos
consecuentas al proeceso y las corre-

lceiones celinicas con otros fendmenos
autoinmunes.

MATERIALES 'Y METODOS

a) Animales de experimentacion :

b)

Fueron utilizados diez cobayos hembras, cuyos pesos oscilaban entre los 250

y 450 gramos. La alimentaciéon consisti en alfalta freseca y concentrados
balanceados.

Preparacion del material antigénico :

1.—Un gramo de retina de bovino,

2.—5 ce. de solucién salina esteril al 0, 91 gramos por c1ento

3.— 5 cc. de Adyuvante de Freund Completo (lefco)_.

Una vez lograda la suspensién en uﬁv_hp_mo.geinizador VIR - TIS de la retina
en la solucién salina, se afadié el adyuvante en proporcién de 1:1.

Inoculacién de la mezcla antigénica: ’

La suspensién asi lograda, fue inyectada “intraepidérmicamente en la al-
mohadilla plantar de las -dos patas traseras, en cantidad de 0,1 ce. por pata
a 8 cobayos. Los animales testigos (dos), recibieron en idéntica forma y can-
tidad tnicamente el adyuvante de Freund completo en salina 1:1.

A los 35 dias fue repetida la administracion de la mezela antigénica, en
forma intramiscular, en cantidad de 0,4 cc. en cada muslo. A los testigos

se les administré.én 1gua1 cantidad, Ginicamente el adyuvante completo en
salina 1:1 por la misma via.
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A la séptima semana del primer inéculo, se aplicé nuevamente 0,5 ce. del
material antigénico, en forma subcutinea. A los dos animales testigos, igual

cantidad y en la misma forma, pero adyuvante completo en salina 1:1 sola-
mente,

d) Observaciones diarias: |

La observacién diaria directa, como la efectuada mediante el empleo de un
oftalmoscopio, permiti6. advertir una serie de modificaciones del ojo de los
animales en experimentacién, como puede observarse en el Cuadro 1. Es
de hacer notar que, el animal identificado como N° 1, murié accidental-
mente a los 15 dias de iniciada la experiencia.

e) Test cutaneo de Hipersensibilidad retardada:

Retina de bovino fue honiogeinizada en solucién salina estéril al 1:20 (p/v).
Los animales fueron sometidos 19 dias después de la tercera inmunizacién,
a una inyeccién intradérmica de 0,1 cc. en la zona del costillar depilada.
Los lugares inyectados fueron examinados durante las primeras 8 horas,
siendo fotografiadas a las 24 hs. dichas reacciones de hipersensibilidad
retardada. (Foto N° 3). '

f) Prosedimiento post - mortem :

Todos los animales fueron sacrificados por sobredosificacién con éter sulfi-
rico, con el objeto de extraérseles los ojos.

Dicho material fue fijado en formol neutro al 10 %, prosiguiendo luego con
los pasos de la técnica apropiada para la coloracién con hematoxilina y
eosina.

RESULTADOS

Cuadro 1 — Mdificaciones oculares presentadas por los animales afectados a
la expzriencia.

Reflejo foto  Hiperreflexia Buftalmia Congestién de
Cobayo motor aumentado palbrabal y Exoftalmia los capilares
N a partir de a partir de: a partir de: de la Retina

2 22 dias 29 dias 40 dias '
3 22 dias 30 dias .41 dias **
4 20 dias 27 dias 39 dias i
5 23 dias 30 dias 40 dias R
6 22 dias 30 dias 41 dias *oxk
7 21 dias 29 dias 38 dias A
8 23 dias 31 dias 41 dias *okokk
9’ — —_ — e
10 — — — —_

’ Testigos.
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Cuadro 2 — Reacciones cutdneas de hipersensibilidad retardada.

Cantidad de

Lectura a las

" Lectura a las

Cobayo
Ne inéculo 12 hs. en mm. 24 hS-.t”—n mmm.
intraepidérmico de didmetro de dlametrp
2 0,1 ce. | 10 mm. 15 mm.
3 0,1 cc. 13 mm. 20 mm.
4 G,1 cc. 8 mm. 12 mm.
5 0,1 ce. 10 mm. 15 mm.
6 0,1 cc. 10 mm. 13 mm.
7 0,1 ce. 10 mm. 14 mm.
8 0,1 ce. 12 mm, 19 mm.
9 0,1 cec. — —
10° 0,1 ce. — —
" Testigos.

I’studio Histopatolégico :

Al examen histopatolégico de las
retinas de los animales afectados a
la experiencia. se observé una neta
infiltracion linfocitaria v de elemen-
tos mononuecleares en las laminas
nlexiforme interna (IPI)) v externa
(OPL). eomo asi también en las 1a-
minas «inéntica (SL), nuclear inter-
na (INL) v nuclear externa (ONL),
pudiéndos> apreciar ademiés, (Foto-

grafia ntmero 1), la edematizacién
de la retina en general, que en cier-
tos casos, aumenta su espesor al tri-
ple de lo normal o méas. Es de hacer
notar que, tanto la ldmina de fibras
nerviosas (NFL) como la de las cé-
lulas ganglionares (CGL) y la de
Conos y Bastones (R&C), manifies-
tan importantes alteraciones de tipo
deger:erativo, alteraciones que resul-
tan evidentes del cotejo entre las fo-
tos N9 1 y N° 2 (normal).

~' DISCUSION

La produccion de retinitis o uvei-
tis nlérgicas experimentales en coba-
yvos, lograda mediante la administra-
cibn de una serie de inmunizaciones
con una emulsién oleosa adicionada
> los Agr. retinianos. confirma la
sugerida relacion que algunos inves-
ticadores sosnecharan entre uveitis
v autoinmunidad. (1,2)

En la presente exneriencia, realiza-
da en cobayos inmunizados con retina
de bovino emulsionada en adyuvante
de Freund completo. los principales
hallazgos fueron: 1) la produceién
de Retinitis Alérgica Experimental
(RAE) con Ags. retinales heterdlo-
oos, los cuales, conjuntamente con los
homoélogos, hasta hace no mucho tiem-
po, no se sospechaban como probable

etiologia: 2) la eficiencia inmunopa-
tolégica de la inyeccién por si sola;
2) el relativamente corto periodo de
inducecién del fendomeno autoinmune;
4) la aparicion de signos eclinicos
concordantes con las manifestaciones
h'stonatolégicas; v 5) la susceptibili-
dad del cobavo a la retinitis o uveitis
inducida por los Ags. de retina.

La ineficacia de una ecomo de varias
sustancias de otros tipos de tejidos
intraoculares, inyectados repetidas ve-
cos, (D) en la produccion de un fe-
némeno similar al descripto en el
presente trabajo. indica que la res-
nuesta inmunolégica estuvo dirigida
hacia el tejido retiniano inyectado.
Esta interpretacién esta sustentada,
ademgs, por lg demostracion de las
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respuestas de hipersensibilidad retar-
dada de estos animales a los Ags.
retinales especificos.

La necesidad de repetidas inmuni-
zaciones con tejido retiniano para
obtener el proceso inmunopatolégico,
podria ser debido a la escasa canti-
dad de material antigénico especifico
en la retina, o a la mayor o menor
cantidad administrada de Ags. S
y/o P—

El proceso inflamatorio que afecta
a la retina, producido por la sensi-
bilizacién con Ags. retinales, puede
!Iegar a ser una de las caracteristicas
Importantes para el estudio de la
patogénesis en la presentacién de
trastornos uveales de origenes inmu-
noj-atologicos.

El hecho de que las prineipales
tinicas vascularcs del ojo esten in-
volucradas en los procesos de RAE
como de UAE, hace recordar, en
rorma particular, a las inflamaciones
perivasculares de los tejidos nervioso
central y meninges en la EAE (3).
Ambos tipos de procesos experimen-

tales (RAE y EAE) pueden cener
mecanismos similares, difiriendo esen-
clalmente en los Ags. tisulares que
\as producen y en el 6rgano que
afectan.

De los datos aportados hasta el
presente, (8) en relacién a propor-
cion de los constituyentes del inéculo,
se desprende que la frecuencia y
severidad de la RAE, es una funcion
que depende no solamente de la can-
tidad de Ag inyectado, sino de la
proporcién relativa entre Ag y My-
cobacterium en el inéculo.

Segtn estudios recientes, se ha lo-
grado determinar que, sobre distintas
concentraciones de Myecobacterium,
solamente en ciertas proporciones 6p-
timas entre el Ag v dicha bacteria,
se logra inducir RAE o UAE, mien-
tras que, dosis algo mayores a las
éptimas, suprimen su desarrollo com-
pletamente. Aqui también con esto se
demuestra que. a similitud de lo que
ocurria en la EAE, es necesario una
estricta relacién entre Ag y Adyu-
vante.

CONCTUSIONES

Segin se desprende de los Cuadros
1 y 2, como asi también de las evi-
dentes alteraciones observables en la
foto 1, se pueden arribar a las si-
guientes conclusiones:

A.—La téenica utilizada para la
produccién de retinitis autoin-
mune experimental fue la apro-
piada.

B.— Del estudio histopatolégico de
las retinas de los animales ob-
jeto del presente trabajo, se
desprende que aquellas sufren
un proceso de Infiltracién lin-
focitaria y mononuclear, ademas
de edematizacién general y al-
teraciones de tipo degenerativo,
tanto de las células ganglionares
como ‘de las fotoreceptoras (co-
nos y bastones).

C.— Que efectivamente, la introdue-
cién de un Ag emulsionado en

adyuvante de Freund completo,
provoca un tipo de respuesta
inmunitaria, donde el organismo
‘“‘desconoce’’ al Ag (auto -an-
tigénico), suscitando, ademéas de
la produccién de Ac séricos, la
sensibilizacién de las eélulas in-
munocompetentes.

La reaccién de estos Aecs. y/o
células sensibles con los Ags.
propios, (reaceién ésta de tipo
cruzada, debida a la gran si-
militud quimica), origina un
proceso inflamatorio que hace
factible la posibilidad de que
entren en contacto las células
inmunocompetentes con los de-
terminantes antigénicos propios
(auto - antigenos), continuando
asi, con la produccién de nuevos
Acs.. éstos si ya auto - Acs, los
que desencadenarén el fenémeno
autoinmune, autodestruyéndose.
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Foto N¢ 1 — Retina afectada

Foto N° 2 — Laminas de una retina
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Foto N° 3—Zona del costillar depilada
donde se puede apreciar
la respuesta al test cuta-
neo de hipersensibilidad
retardada.



