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RESUMEN 

La neuroinflamación o inflamación del sistema nervioso, es una respuesta fisiológica 

desencadenada por la presencia de estímulos dañinos, como las infecciones y daño en los 

tejidos. Si bien esta respuesta puede tener efectos beneficiosos y perjudiciales, generalmente se 

asocia a un daño irreversible del tejido nervioso que es altamente dependiente del contexto, la 

intensidad y la duración de la respuesta. La neuroinflamación se ha asociado con efectos 

perjudiciales en patologías neurodegenerativas, sin embargo, los efectos negativos de esta 

respuesta son más evidentes frente a un daño físico al sistema nervioso, donde la 

neuroinflamación es responsable de la propagación del daño y del aumento de la pérdida 

irreversible del tejido nervioso. Esto pone en evidencia la relevancia del estudio de los 

mecanismos precisos que subyacen al desarrollo de las respuestas neuroinflamatorias, con el 

fin de desarrollar estrategias terapéuticas que nos permitan regular de manera precisa estos 

procesos frente a diferentes contextos de inflamación.  
 
Los inmunorreceptores han ganado importancia como actores fundamentales en la regulación 

de las respuestas inflamatorias debido a su amplia variedad de efectos que ejercen sobre las 

células del sistema inmune. Esto genera una oportunidad para la regulación precisa de las 

respuestas inflamatorias a través de la modulación de la actividad de estos receptores. Uno de 

los receptores que ha sido involucrado en numerosas patologías del sistema nervioso que tienen 

un componente importante de neuroinflamación es CD200R1, el cual es activado por el ligando 

CD200. El receptor CD200R1 es expresado por las principales células encargadas de llevar a 

cabo las respuestas neuroinflamatorias, entre ellas la microglía, macrófagos, neutrófilos y 

linfocitos. La activación de CD200R1 por parte del ligando CD200 genera una cascada de 

señalización intracelular que inhibe la producción de mediadores pro-inflamatorios, por lo que se 

considera que tiene un efecto anti-inflamatorio. Previamente, en nuestro grupo de investigación 

demostramos que la modulación del receptor CD200R1 genera alteraciones en la respuesta 

inflamatoria luego de una lesión de médula espinal y tiene un impacto en la recuperación de las 

funciones locomotoras. 
 
Por lo tanto, en el presente trabajo nos planteamos profundizar en los mecanismos por los cuales 

la interacción CD200-CD200R1 modula las respuestas neuroinflamatorias en diferentes 

contextos de inflamación, por medio de la utilización de diferentes modelos experimentales, con 
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el fin de desarrollar estrategias terapéuticas basadas en la modulación de la interacción para la 

regulación precisa de la neuroinflamación. Con este fin estudiamos el rol de CD200-CD200R1 

en la neuroinflamación en condiciones de lesión del sistema nervioso periférico (SNP), lesión del 

sistema nervioso central (SNC), y de inflamación sistémica. En primer lugar, evidenciamos el rol 

de CD200-CD200R1 luego de una lesión de nervio ciático. Al impedir la interacción entre CD200 

y CD200R1 por medio de la administración de un anticuerpo bloqueante de CD200R1, la 

recuperación funcional empeoró, evidenciando un rol beneficioso de la activación de CD200R1 

en este modelo de lesión al SNP. Sorprendentemente, el bloqueo de CD200R1 generó un 

ambiente menos pro-inflamatorio a nivel local.  
 
Utilizando un modelo transgénico de ratones CD200R1 knock-out, profundizamos en los 

mecanismos de la inflamación luego de una lesión de médula espinal, tanto a nivel local en el 

sitio de la lesión, como en los órganos periféricos que participan en el desarrollo de esta 

respuesta inflamatoria. A pesar de que observamos que la ausencia del receptor de manera 

constitutiva no tiene un efecto sobre la recuperación de las funciones locomotoras, sí tiene un 

efecto sobre la respuesta inflamatoria. Estas alteraciones las observamos tanto a nivel local en 

el sitio de lesión, como a nivel del bazo, el cual es una fuente de células inmunes que migran a 

la médula lesionada. Por lo tanto, de esta manera relacionamos el rol de CD200R1 en la 

neuroinflamación local con la respuesta que se inicia fuera del SNC. Con el fin de profundizar en 

estos mecanismos que relacionan la neuroinflamación con la respuesta periférica, analizamos el 

efecto de la ausencia de CD200R1 en los ratones knock-out en un contexto de inflamación 

sistémica por medio de la administración de lipopolisacárido intraperitoneal, que genera una 

respuesta inflamatoria a nivel de todo el organismo que es transmitida al SNC. Observamos 

importantes alteraciones comportamentales que se asocian a importantes cambios en SNC, así 

como también un marcado efecto a nivel del bazo en los ratones CD200R1-KO frente a este 

estímulo. 
 
Finalmente, avanzamos en el desarrollo de estrategias terapéuticas basadas en la modulación 

de la interacción CD200-CD200R1 para la regulación de la neuroinflamación, particularmente en 

el contexto de una lesión traumática de médula espinal. Diseñamos y evaluamos el efecto de 

una nueva proteína recombinante sobre la activación del receptor CD200R1, así como también 

profundizamos en la ventana terapéutica óptima para actuar luego de una lesión de médula 

espinal y promover una mejora en la recuperación funcional. 
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INTRODUCCIÓN 

Neuroinflamación 

Inflamación en el sistema nervioso 
 

La inflamación es una respuesta adaptativa desencadenada por la presencia de estímulos 

dañinos, como pueden ser las infecciones y daño en los tejidos1. Cualquiera sea la causa de la 

respuesta inflamatoria, su "propósito" es eliminar o secuestrar la fuente de la alteración, permitir 

que el organismo se adapte a las condiciones anormales y, en última instancia, restaurar la 

funcionalidad y la homeostasis del tejido. Una respuesta inflamatoria generalmente es 

considerada beneficiosa cuando es controlada, como en el caso de una infección que es atacada, 

pero también puede ser dañina si esta respuesta es desmesurada y lleva a condiciones extremas 

como el shock séptico causando una falla a nivel sistémico2. La inflamación puede ocurrir de dos 

formas: aguda, que dura de segundos a horas y generalmente es beneficiosa, y crónica, que 

consiste en una respuesta sostenida en el tiempo que puede generar un importante daño tisular3.  

 

Al igual que en el resto del cuerpo, la inflamación en el sistema nervioso, o neuroinflamación, 

tiene aspectos positivos y negativos dependiendo de la intensidad y duración del proceso 

inflamatorio, esquematizados en la Figura 1. Un claro ejemplo beneficioso de la interacción entre 

el sistema inmune y el sistema nervioso es durante el desarrollo normal del sistema nervioso, en 

el cual la poda de sinapsis por las células del sistema inmune permite el remodelamiento del 

tejido nervioso, así como también la memoria y aprendizaje. Como se verá más adelante, el 

sistema nervioso central (SNC) es capaz de detectar la actividad del sistema inmune a nivel 

periférico, es decir por fuera del SNC. Esta activación del sistema inmune se transmite al SNC a 

través de varias vías neurales y humorales, propagando la señal inflamatoria hacia áreas clave 

del SNC, donde es interpretado por las células presentes en el tejido nervioso4–7. De esta manera 

se establece una comunicación funcional entre el sistema inmune y el sistema nervioso, 

fundamental para inducir un comportamiento de enfermedad característico. Estos cambios de 

comportamiento son necesarios para reasignar los recursos del huésped y combatir la 

infección8,9. Si esta respuesta es impedida, se observa un aumento en la morbilidad y 
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mortalidad10. Por lo tanto, esta respuesta es beneficiosa para el organismo cuando se controla y 

resuelve adecuadamente. 

 

Por otro lado, la neuroinflamación “patológica” es altamente destructiva y se asocia con la 

activación de la glía del SNC con una producción significativa de citoquinas y quimioquinas, 

infiltración de células inmunitarias periféricas, edema, aumento de la permeabilidad y ruptura de 

la barrera hematoencefálica11,12. Quizás la neuroinflamación patológica más evidente es luego 

de un daño al sistema nervioso, ya sea por una lesión, una infección o un evento isquémico. Los 

tejidos fuera del SNC tienen una alta capacidad de regeneración que les permite volver a la 

homeostasis luego de una alteración del tejido. Por lo tanto, los procesos inflamatorios agudos 

intensos no representan un peligro a la integridad del tejido, sino que por lo general son 

beneficiosos para eliminar la fuente de alteración rápidamente y permitir la restauración de la 

homeostasis. Por el contrario, dado que el sistema nervioso tiene una capacidad muy limitada de 

regeneración luego de un daño, un proceso inflamatorio exacerbado que propague el área de 

daño puede ser detrimental. En el SNC, una vez que el tejido es dañado, su regeneración es 

muy restringida y por lo tanto resulta imposible recuperar la organización tisular original y la 

homeostasis13. Las fases agudas y crónicas de esta respuesta tienen un impacto notable en la 

fisiología del tejido, incluida la falla en la funcionalidad causada por la pérdida de mielina y la 

fragmentación axonal.  

 

La neuroinflamación se ha asociado también negativamente con numerosas patologías 

neurodegenerativas, como en la enfermedad de Alzheimer14,15 y de Parkinson16, esclerosis 

múltiple17,18 y esclerosis lateral amiotrófica19, entre otras. A su vez, se ha planteado que el 

proceso de envejecimiento normal suele ir acompañado de una neuroinflamación basal, en bajos 

niveles, pero de manera crónica con un aumento progresivo con la edad20,21. Esta 

neuroinflamación asociada al envejecimiento genera una alteración en la comunicación normal 

entre el sistema inmune y el tejido nervioso. Esto promueve una amplificación y prolongación de 

eventos agudos inflamatorios, generando respuestas exacerbadas frente a estímulos leves, lo 

que lleva al desarrollo de déficits cognitivos y conductuales que no se detectan en adultos 

sanos22. Además de la asociación con enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento, 

se ha asociado la neuroinflamación con diversas patologías psiquiátricas como la depresión23,24 

y desórdenes del espectro autista25,26. Como fue planteado previamente, si bien la 

neuroinflamación derivada de la comunicación entre el sistema inmune y el SNC es beneficiosa, 

ciertas circunstancias pueden alterar este equilibrio. Un claro ejemplo de esto es la respuesta a 
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estresores crónicos o traumáticos, que promueven un perfil neuroinflamatorio exacerbado. Esto 

es relevante porque la evidencia clínica sugiere que las personas expuestas a estrés crónico 

muestran una desregulación cognitiva y emocional persistente que contribuye al deterioro de la 

salud mental y de la calidad de vida27,28. 

 

Estas asociaciones representan ejemplos de los procesos neuroinflamatorios crónicos que 

contribuyen al daño tisular, progresivos y cada vez más destructivos a medida que aumenta la 

edad. 

 

 
Figura 1. Aspectos positivos y negativos de la neuroinflamación. La intensidad y duración de la 
inflamación son los principales factores determinantes de los aspectos beneficiosos y/o destructivas para 
el sistema nervioso central. Del lado izquierdo se muestran ejemplos de respuestas inflamatorias breves y 
controladas, que generalmente se consideran beneficiosas para el organismo. Por ejemplo, las señales 
inmunológicas al cerebro después de una infección conducen a la posterior reorganización de las 
prioridades del huésped y a la inducción de comportamientos de enfermedad. Además, existe un papel 
importante de las citoquinas IL-1 e IL-4 en el aprendizaje y la memoria. El precondicionamiento proporciona 
un método para entrenar al sistema inmunológico innato hacia un fenotipo más neuroprotector. Por el 
contrario, en el lado derecho se muestran diversas respuestas inflamatorias perjudiciales y dañinas para 
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el tejido nervioso. La inflamación crónica e incontrolada se caracteriza por un aumento en la producción 
de citoquinas (IL-1 y TNF), especies reactivas de oxígeno (ROS) y otros mediadores inflamatorios. Estos 
componentes inflamatorios son evidentes después de un trauma en el sistema nervioso central y van 
acompañados de un reclutamiento de macrófagos y neutrófilos periféricos hacia el lugar de la lesión. La 
inflamación transitoria después del estrés repetido de derrota social también conduce al reclutamiento de 
monocitos y macrófagos y causa ansiedad y depresión. Además, una respuesta inflamatoria crónica 
durante el envejecimiento conduce a una plasticidad neuronal reducida y a trastornos cognitivos. Un mayor 
grado de inflamación crónica es altamente perjudicial para el sistema nervioso y es característico de 
enfermedades neurodegenerativas. Imagen adaptada de Di Sabato et al., 2016 22. 
 

 

En su conjunto, estas observaciones revelan la compleja naturaleza de los procesos inflamatorios 

y como los resultados positivos o negativos sobre los organismos son altamente dependientes 

del contexto, la intensidad y la duración. Se ha destinado un gran esfuerzo a comprender en 

detalle cuáles son los mecanismos que determinan los efectos de la neuroinflamación en los 

diferentes contextos. A pesar de que se han identificado numerosos actores como fundamentales 

en los procesos de neuroinflamación, destaca un tipo celular presente en el SNC como un factor 

común en todas las situaciones de neuroinflamación: la microglía. 

 

Microglía 

La microglía corresponde a una población del sistema inmune innato residente en el SNC, 

comúnmente asociada con el paralelismo de los “macrófagos del SNC” debido a sus funciones 

similares, a pesar de tener orígenes embrionarios diferentes. En general, la microglía constituye 

el 10% de la población del sistema nervioso central. La microglía se desarrolla temprano en la 

embriogénesis a partir de células precursoras mieloides en el saco vitelino y migra hacia el 

sistema nervioso central29. La microglía son células de larga vida que tienen una renovación 

limitada, manteniendo su población en el tejido nervioso por autorrenovación, con poca 

contribución de células sanguíneas30. Esta baja tasa de renovación las hace susceptibles a los 

potenciales efectos proinflamatorios de la edad, la lesión o el estrés.  

 

La razón por la cual se ha planteado a la microglía como un actor fundamental en la base de 

todos los procesos neuroinflamatorios es debido a que en condiciones normales de homeostasis, 

donde la integridad de la barrera hematoencefálica no se ve comprometida, la microglía es el 

único tipo celular del sistema inmune presente en el parénquima del SNC. Así, la microglía 

desempeña un papel central en la iniciación y coordinación de los principales procesos 
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inflamatorios que ocurren en el tejido nervioso, siendo, por ende, uno de los actores clave en las 

consecuencias de la neuroinflamación. En muchos contextos de neuroinflamación, como en las 

lesiones del SNC, donde se ve comprometida la integridad de la barrera hematoencefálica, 

diversas células del sistema inmune invaden el tejido nervioso, como se describirá con mayor 

detalle posteriormente. Aunque en estas condiciones, la microglía no es la única responsable de 

las consecuencias de la inflamación en el tejido nervioso, sigue siendo de gran relevancia. Esto 

se debe a que la microglía, al ser el tipo celular inmunitario presente en el tejido en el momento 

de la lesión, desempeña un papel crucial en reclutar a otras células del sistema inmune. 

 

Históricamente, se consideró que la microglía en homeostasis se encontraba en un estado de 

“reposo”, sin tener una función específica a la espera de un estímulo inflamatorio que convierta 

a la microglía a un estado “activado”, el cual se asociaba a funciones en respuesta a este 

estímulo31. Sin embargo, durante la década del 2000, varios estudios utilizando microscopía de 

dos fotones in vivo, evidenciaron que la microglía en ausencia de un estímulo inflamatorio en 

condiciones fisiológicas presenta una gran movilidad32,33 y una variedad de funciones que 

contribuyen al mantenimiento de la homeostasis y el correcto funcionamiento del tejido nervioso. 

Esta población celular se encuentra constantemente inspeccionando el microambiente a su 

alrededor, recibiendo una variedad de señales que son integradas para detectar cambios en el 

pH, ATP, citoquinas y quimioquinas, aminoácidos y compuestos inorgánicos34. Dentro de las 

principales funciones de la microglía en condiciones normales se encuentra la remoción de 

detritos celulares y cuerpos apoptóticos sin generar una respuesta pro-inflamatoria35, la 

eliminación y maduración de sinapsis durante el desarrollo y en adultos, promoviendo así el 

refinamiento de los circuitos36 y participando en los procesos de aprendizaje y memoria37. Esto 

ha llevado a considerar el desuso del término “reposo” para referirse al estado de la microglía en 

condiciones fisiológicas normales, por lo que se ha sugerido el uso del término “homeostático” 

para referirse al fenotipo de la microglía en condiciones normales.  

 

Frente a un estímulo inflamatorio, como pueden ser los patrones moleculares asociados a 

patógenos (PAMPs) o a daño tisular (DAMPs), la microglía experimenta una transformación de 

un estado homeostático a una variedad de fenotipos que se caracterizan por un aumento en la 

fagocitosis y un aumento en la expresión de receptores, citoquinas, quimiocinas y otras 

moléculas relacionadas con la respuesta inflamatoria necesarias para monitorear y comunicar el 

estado de alerta a otras células. En casos de neuroinflamación crónica, estas células pueden 

permanecer activas durante períodos prolongados, liberando cantidades significativas de 
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citoquinas y moléculas neurotóxicas que contribuyen a la neurodegeneración a largo plazo. Esta 

activación de la microglía en presencia de procesos neuroinflamatorios, promueve cambios en 

su forma, experimentando una transición morfológica y funcional desde un estado ramificado a 

uno redondeado, por medio de la retracción de sus procesos celulares. Estas células se vuelven 

hipertróficas y ameboides, aumentando su capacidad fagocítica38,39. Inclusive, luego de un 

estímulo inflamatorio resulta difícil distinguir entre la microglía activada y los macrófagos 

infiltrantes en el tejido debido a que presentan la misma morfología en estas condiciones y ambos 

expresan los marcadores comúnmente utilizados, como Iba-1 (Ionized calcium binding adaptor 

molecule-1) y CD11b40. En condiciones normales, en ausencia de daño, el marcador Iba-1 se 

emplea rutinariamente para identificar células microgliales en el SNC, ya que estas células son 

las únicas que expresan esta proteína en la superficie en condiciones de homeostasis y pueden 

diferenciarse de los macrófagos perivasculares debido a su morfología ramificada41. Los 

macrófagos infiltrantes también expresan Iba-1 en su superficie, pero normalmente no se 

encuentran en el tejido nervioso parenquimatoso en ausencia de neuroinflamación. Debido a que 

ambos tipos celulares expresan Iba-1 y no se pueden distinguir, se les suele denominar 

conjuntamente como macrófagos/microglía40.  

 

Heterogeneidad de microglía/macrófagos 

Como fue mencionado previamente, la microglía y los macrófagos presentan numerosas 

similitudes, tanto funcionales como morfológicas, lo que históricamente ha llevado a trasladar 

muchos conceptos y clasificaciones utilizadas para macrófagos a la microglía. Los macrófagos 

son células heterogéneas con una gran plasticidad funcional (Figura 2). Se ha planteado que los 

macrófagos pueden clasificarse funcionalmente en dos grandes categorías: los macrófagos M1 

o M242,43. Los macrófagos M1 de activación clásica, son macrófagos efectores estimulados por 

el interferón y el factor de necrosis tumoral, producen una respuesta inmunitaria agresiva, 

produciendo citoquinas pro-inflamatorias, especies reactivas de oxígeno y óxido nítrico, 

contribuyendo así a la inflamación y daño tisular. En contraste, los macrófagos M2 o de activación 

alternativa, producen factores anti-inflamatorios y tienen una capacidad reducida para generar 

moléculas pro-inflamatorias, contribuyendo así a la cicatrización de heridas y remodelación 

tisular. Los macrófagos tienen la capacidad de cambiar de un fenotipo a otro, inducido por 

factores presentes en el microambiente inflamatorio después de una lesión o infección44.  
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Esta clasificación binaria de los macrófagos en M1 o M2 ha sido extensamente discutida en la 

última década, ya que se ha planteado que la plasticidad fenotípica de los macrófagos constituye 

un espectro de estadios funcionales45. Por lo tanto, se ha sugerido que se deben ampliar para 

incluir subgrupos dentro de la clasificación binaria en M1 o M2. La definición de polarización de 

los macrófagos en M1 y M2 deriva de la era pre-genómica, cuando pocos marcadores estaban 

disponibles para establecer diferencias y similitudes en las respuestas de los macrófagos frente 

a diferentes estímulos. Actualmente, debido a la extensa información proveniente de análisis 

genómicos, transcriptómicos y proteómicos, se evidencia un panorama mucho más complejo del 

planteado originalmente. A pesar de que es importante tener presente que la polarización de los 

macrófagos es un espectro más que una categorización rígida, la clasificación en M1/M2 permite 

generar un marco conceptual para comprender la heterogeneidad de los macrófagos y sus 

funciones, por lo que se continúa utilizando actualmente.  

 

 
Figura 2. Visión clásica de los estados de “activación” de la microglía y macrófagos frente a un 
estímulo inflamatorio. El fenotipo M1 se caracteriza por la expresión de proteínas como IL-1β, TNF, IL-
6, NOS2, IL-12p40 y NOX2. Las vías moleculares que regulan el fenotipo M1 incluyen el factor de 
transcripción y activador de la señalización 1 (STAT1), el factor regulador de interferón (IRF)-3/5, el factor 
nuclear-κB (NF-κB), p50/p65 y la microARN (miR)-155. Las células del tipo M1 liberan factores pro-
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inflamatorios y radicales libres que promueven la neuroinflamación, el estrés oxidativo y la 
neurodegeneración. En respuesta a señales anti-inflamatorias y neurotróficas, la microglía y los 
macrófagos pueden polarizarse hacia un fenotipo M2, caracterizado por la expresión de proteínas como 
CD206, CD163, arginasa-1, FCγR, Ym1, IL-10 y TGFβ. Las vías moleculares que regulan las transiciones 
fenotípicas del tipo M2 incluyen STAT6/3, IRF-4/7, NF-κB p50/p50, Nrf2 y miR-124. La microglía y los 
macrófagos del tipo M2 liberan factores anti-inflamatorios y tróficos que participan en la resolución de la 
inflamación. Tienen una mayor actividad fagocítica y promueven la reparación mediante la modulación de 
la neurogénesis, la regeneración axonal, la plasticidad sináptica y la angiogénesis. La microglía y los 
macrófagos presentan una marcada plasticidad y pueden cambiar entre ambos fenotipos. Imagen 
adaptada de Simon et al., 2017 46. 
 
 

De manera similar, la microglía “activada” ha sido clasificada análogamente en un fenotipo 

parecido al M1 de los macrófagos o de “activación clásica”, considerado pro-inflamatorio y 

neurotóxico, o en el fenotipo parecido al M2 o de “activación alternativa”, considerado anti-

inflamatorio y neuroprotector (Figura 2). En la última década, con la llegada de tecnologías como 

la secuenciación de célula única, varios estudios evidenciaron que las respuestas de la microglía 

son más complejas que simplemente "M1" y "M2", y que muchas veces no se polarizan hacia 

ninguna de estas categorías, ya que a menudo expresan marcadores tanto de M1 como de 

M245,47. Esto ha llevado a reconsiderar la clasificación dual de los estados de la microglía, 

teniendo en cuenta diferentes enfoques metodológicos a la hora de determinar los fenotipos 

microgliales (Figura 3). Considerando que la microglía posee un complejo "detectoma" (o 

“sensome” en inglés) que consiste en una amplia gama de receptores en su superficie que les 

permiten detectar cambios en su entorno, se ha planteado que los estados o fenotipos 

microgliales son dinámicos y son el resultado de la integración de todas las señales que recibe 

la microglía en determinado momento. Por lo tanto, se han planteado numerosos fenotipos o 

estados microgliales que son fuertemente dependientes del contexto en el cual se encuentran, a 

la vez que no son estáticos, sino que pueden ir cambiando de un estado a otro48. Dentro de los 

estados más relevantes que han sido estudiados se encuentra el fenotipo de microglía asociado 

a enfermedades (DAM), la cual fue propuesta originalmente en la enfermedad de Alzheimer49. 

Otros estados microgliales relevantes que se han planteado es el fenotipo microglial 

neurodegenerativo (MGnD50), la microglía de acumulación de gotas lipídicas (LDAM51), microglía 

asociada a gliomas (GAM52), microglía asociada a la sustancia blanca (WAM53), microglía 

asociada a tractos axonales (ATM54) y microglía asociada a regiones proliferativas (PAM55), entre 

otras. Estos estudios, colocan en evidencia la riqueza de fenotipos microgliales presentes en 

diferentes contextos, alejando cada vez más la visión clásica de M1-M2, hacia una visión más 
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integradora que permita explicar en mayor detalle la plasticidad fenotípica de esta población 

celular.  

 

 
Figura 3. Visión actualizada sobre la clasificación de los fenotipos microgliales. Históricamente, la 
microglía ha sido tradicionalmente enmarcada en una categorización rígida dicotómica en “M1” o “M2”, que 
no se ajusta a la realidad de lo observado con las tecnologías más recientes.  La visión actual sugiere la 
integración datos epigenéticos, transcriptómicos, metabolómicos y proteómicos para explicar con mayor 
detalle la gama de fenotipos microgliales observados en diferentes contextos. Imagen adaptada de 
Paolicelli et al., 2022 48. 
 

 

Esta plasticidad fenotípica de la microglía/macrófagos en diferentes contextos inflamatorios 

presenta una oportunidad para el desarrollo de estrategias terapéuticas que permitan regular las 

respuestas inflamatorias a partir de la modulación del fenotipo de los principales actores 

relevantes en el desarrollo de la respuesta. Cada vez más se están destinando esfuerzos a 

desarrollar estrategias que se basen en la modulación de la respuesta inflamatoria en lugar de 

promover la atenuación del sistema inmune en general. Este concepto se hizo más evidente con 

los ensayos clínicos de la metilprednisolona, un glucocorticoide con una potente capacidad de 

inmunosupresión, la cual constituyó el primer tratamiento aprobado para el uso en humanos 

luego de una lesión de médula espinal. Este tratamiento demostró ser efectivo en modelos 

preclínicos en animales, ya que se observaron mejoras en la recuperación funcional luego de 

este tratamiento56,57. Cuando fue evaluado en humanos, la inmunosupresión con 

metilprednisolona falló en demostrar una mejora significativa en la recuperación de funciones 

luego de la lesión58. Inclusive, demostró ser contraproducente en muchos casos, ya que la 
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inmunosupresión llevó a un aumento del riesgo de infecciones en personas traumatizadas, 

generando importantes complicaciones. A pesar de que se han planteado usos alternativos con 

posible efecto beneficioso sin generar complicaciones en humanos59, el uso de este tratamiento 

evidenció un concepto muy importante a la hora de considerar el desarrollo de posibles 

estrategias terapéuticas que tengan como base la modulación de la respuesta inflamatoria luego 

de una lesión de médula espinal.  

 

 
Figura 4. Mecanismos de control microglial. Cuatro tipos principales de mecanismos de control modulan 
el fenotipo microglial y regulan la actividad de la microglía en condiciones fisiológicas. (A) barreras físicas 
que separan el sistema nervioso central de las células inmunes circulantes y sus señales, entre las que se 
incluyen la barrera hematoencefálica, el plexo coroideo y las meninges. (B) factores solubles regulan la 
capacidad de respuesta de la microglía. Estos comprenden neurotransmisores y citoquinas presentes en 
el tejido nervioso en estado estacionario o secretados luego de una alteración a la homeostasis. (C) las 
interacciones célula-célula, entre las que se encuentran CX3CL1-CX3CR1, CD47-SIRPα, CD22-CD45 y 
CD200-CD200R, promueven una variedad de señales intracelulares que permiten la regulación de la 
diversidad de fenotipos microgliales. (D) los factores de transcripción específicos de la microglía y los 
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reguladores de la cromatina promueven la expresión de factores que modulan la respuesta inmune y 
restringen las respuestas a estímulos inmunológicos. Mientras que algunos mecanismos de control están 
activos de manera continua y ubicua en todo el CNS, otros son específicos de áreas (diversidad regional) 
o se inducen sólo cuando se desvía el estado de homeostasis. Imagen adaptada de Deczkowska et al., 
2018 60. 
 

A su vez, la visión de los fenotipos de los principales actores celulares de la respuesta 

inflamatoria como un espectro de variaciones, se encuentra en la base de lo planteado 

previamente sobre la naturaleza dual de la neuroinflamación, donde se observan tanto aspectos 

beneficiosos como perjudiciales que dependen fuertemente del contexto. Esto plantea la 

necesidad de una modulación terapéutica cuidadosamente equilibrada, con un enfoque de 

precisión que promueva la disminución de los efectos dañinos de la respuesta neuroinflamatoria. 

Es por este concepto, así como también por lo planteado previamente, que cada vez más se 

están destinando esfuerzos en comprender los mecanismos que subyacen a los procesos 

inflamatorios en el sistema nervioso en los diferentes contextos, con el fin de desarrollar 

estrategias terapéuticas que busquen la modulación de la respuesta inflamatoria de manera más 

precisa. 

 

La modulación de la respuesta inflamatoria puede ocurrir en diferentes niveles, modificando los 

numerosos factores que determinan el fenotipo de las células inmunes y que por lo tanto 

determinan el tipo y magnitud de la respuesta inflamatoria. Los principales factores determinantes 

del fenotipo celular son la compartimentalización de los tejidos inmunológicamente separados, 

factores solubles, factores intracelulares intrínsecos e interacciones célula-célula (Figura 4)60. 

Potencialmente, cualquiera de estos factores representa una oportunidad terapéutica, ya que la 

modificación de éstos va a determinar variaciones en el fenotipo celular y por lo tanto en la 

respuesta inflamatoria. En el contexto de la modulación de las interacciones célula-célula, en los 

últimos años se ha destacado a los inmunorreceptores como posibles dianas para el control y la 

modulación de la respuesta inflamatoria. 
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Inmunorreceptores como moduladores de la neuroinflamación 
 

Los inmunorreceptores son moléculas que pueden hallarse en la superficie o el interior de las 

células del sistema inmune, así como también en forma soluble. Son componentes clave en la 

detección y eliminación de patógenos, así como en la respuesta frente al daño tisular. Estos 

receptores especializados permiten al sistema inmunológico reconocer y responder de manera 

específica a los peligros que amenazan la integridad del organismo. En el contexto de la 

neuroinflamación, son numerosos los inmunorreceptores que han sido implicados como 

reguladores del fenotipo microglial (Figura 5). Entre ellos se encuentran CX3CR161,62, CD4563, 

SIRPα64, CD200R65, TREM-250,66 y las familias de Siglec67 y CD300 68,69. La activación de SIRPα 

(también llamado CD172a) se ha relacionado con la inhibición de las actividades celulares, 

incluyendo la disminución de la producción de citoquinas70,71, reducción de la adhesión de 

monocitos a la matriz extracelular72, reducción de la fagocitosis71,73–75 y detención de la 

maduración de las células dendríticas71. La interacción entre el receptor SIRP-α y su ligando 

CD47 ha adquirido relevancia en el contexto de la neuroinflamación en las últimas décadas, 

principalmente debido a su rol en la regulación de la fagocitosis. Este receptor es expresado por 

una variedad de células mieloides, entre ellas la microglía y macrófagos76. La interacción de 

SIRP-α con CD47, desencadena señales inhibitorias que evitan la fagocitosis no deseada de 

células sanas74,75. En el contexto de la neuroinflamación, se ha observado un aumento en la 

expresión de CD47 en las células del sistema nervioso central afectadas por lesiones o 

enfermedades. Este incremento tiene un impacto significativo en la interacción entre las células 

inmunológicas y las neuronales, ya que el aumento de CD47 puede inhibir la eliminación 

adecuada de células dañadas, lo cual conduce a la persistencia de la inflamación y la 

acumulación de desechos celulares en el cerebro. 
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Figura 5. Influencias inhibitorias neuronales sobre la microglía. Las neuronas inhiben a la microglía 
de varias maneras: las influencias inhibitorias dependientes de la interacción célula-célula se muestran en 
violeta; las citoquinas solubles o las moléculas de adhesión y sus receptores se muestran en celeste, y los 
inhibidores solubles asociados a la neurotransmisión y sus receptores se muestran en naranja. Imagen 
adaptada de Ransohoff & Cardona 2010 77. 
 

Otro inmunorreceptor que ha despertado un gran interés es TREM2 debido a su vinculación con 

enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Alzheimer78 o de Parkinson79. Se ha 

asociado la activación de TREM2 con la promoción de la fagocitosis50,80,81, la producción de 

factores anti-inflamatorios y la regulación del metabolismo lipídico en las células microgliales80. 

Similarmente, otra familia de receptores que ha adquirido relevancia es la familia de CD300, y en 

particular en nuestro grupo de investigación se han desarrollado numerosos estudios vinculando 

al receptor CD300f con diferentes patologías en contextos neuroinflamatorios como ser luego de 

un trauma encefálico69, luego de una lesión de nervio ciático82, la depresión y ansiedad68,83, 

enfermedad de Alzheimer84 y con el envejecimiento del sistema nervioso. El receptor CD300f es 

expresado por células del sistema inmune, entre ellas la microglía y macrófagos, y se ha 
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demostrado que la activación de este receptor inhibe la producción de mediadores pro-

inflamatorios85,86. La importancia de CD300f, así como de los otros inmunorreceptores detallados 

previamente radica en su potencial como blanco terapéutico debido a sus roles en la regulación 

de las respuestas inmunes.  

El inmunoreceptor CD200R1 y su ligando CD200 

Familia del receptor CD200R 

La familia de receptores CD200R comprende un grupo de glicoproteínas que desempeñan un 

papel crucial en la regulación de las respuestas inmunitarias y en el mantenimiento de la 

homeostasis inmunológica87. Los miembros de la familia CD200R se expresan 

predominantemente en células mieloides, como macrófagos88–91, microglía 91–95, células 

dendríticas96 y granulocitos89,93, así como también en subconjuntos de linfocitos, incluyendo 

células asesinas naturales (NK) y linfocitos B y T96–98. A su vez, se ha reportado la expresión de 

estos receptores en algunos subtipos de astrocitos y oligodendrocitos en el SNC94,99,100. Sus 

patrones de expresión pueden variar según el tipo celular y el estado de diferenciación. En 

humanos, esta familia está compuesta por dos isoformas de membrana celular y dos isoformas 

solubles87, mientras que en ratones, la familia de CD200R está compuesta por cinco isoformas 

de membrana 97,101. De las isoformas estudiadas, CD200R1 es la más caracterizada, ya que se 

ha demostrado que en ratones, es la que presenta mayor afinidad con el ligando CD200102, que 

se describirá más adelante. Tras la activación de CD200R1, se desencadena una cascada de 

señalización que culmina en la inhibición de la producción de factores pro-inflamatorios, y por lo 

tanto se considera que el receptor CD200R1 tiene acción anti-inflamatoria. Además de CD200R1, 

la familia de receptores CD200R en ratones incluye el CD200R2, CD200R3, CD200R4 y 

CD200R5, los cuales comparten similitudes estructurales con CD200R1101,103. Mientras se ha 

planteado que podrían interactuar con CD200 con una avidez significativamente menor a la 

interacción CD200-CD200R1102, aún no se han caracterizado por completo los ligandos de 

CD200R2, CD200R3, CD200R4 y CD200R5 (Figura 6)104. Interesantemente, se ha sugerido que 

estos otros miembros de la familia de CD200R, a diferencia de CD200R1, tienen actividad pro-

inflamatoria de acuerdo a la estructura del dominio citoplasmático de estos receptores. De hecho, 

el análisis de las vías de señalización activadas por la unión de CD200, respalda la hipótesis de 

que la interacción de CD200 con los receptores CD200R2, CD200R3, CD200R4 y CD200R5 

promueve la fosforilación de las moléculas adaptadoras DAP-10/DAP12 como parte de una 

cascada de señalización alternativa97,105, la cual constituye una vía de señalización pro-
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inflamatoria. La variante CD200R4, a pesar de que aún no se ha demostrado que tenga 

propiedades funcionales in vivo, presenta una alta homología con CD200R1102. Finalmente, el 

CD200R5 ha sido poco estudiado, pero se ha sugerido que puede representar un pseudogen 

que no es expresado en ratones102. 

 
Figura 6. Tipos celulares que expresan CD200 y la familia de CD200R. La familia de receptores 
CD200R murinos consta de CD200R (R1) y tres glucoproteínas transmembrana relacionadas 
estructuralmente, CD200RLa-c (R4, R3 y R2, respectivamente). CD200 se une específicamente a 
CD200R1 con mayor avidez que a los otros miembros de la familia. No se han reconocido otros ligandos 
específicos para los homólogos de CD200R (CD200R2-4). Debajo se muestran los principales tipos 
celulares que expresan CD200 y CD200R en condiciones normales. Imagen adaptada de Rosenblum et 
al., 2006 104. 
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El ligando CD200 

CD200, originalmente denominada MRC OX-2, es una glicoproteína transmembrana 

perteneciente a la superfamilia de inmunoglobulinas y se encuentra relacionada estructuralmente 

con la familia de los receptores coestimuladores B796,106. La molécula de CD200 consiste en un 

dominio extracelular de inmunoglobulina, un único dominio transmembrana y una cola 

citoplasmática corta que carece de motivos de señalización (Figura 7)65. Se ha reportado la 

expresión de CD200 en una amplia variedad de tipos celulares: neuronas89,91,92,95,107, células 

endoteliales93,108, células B activadas y subtipos de células T96, células dendríticas en reposo96 y 

timocitos, entre otros97. En el SNC, también se ha observado expresión en astrocitos y 

oligodendrocitos en ciertas condiciones específicas91,107. Debido a su papel fundamental en la 

inmunorregulación, CD200 es una proteína ampliamente expresada en los tejidos nerviosos y 

linfoides, donde fue identificada por primera vez106,109. Se ha observado que CD200 se encuentra 

enriquecido tanto en los elementos pre- como post-sinápticos de las sinapsis excitatorias110–112. 

El estado de glicosilación de CD200 puede variar según el tejido, aunque no se ha demostrado 

que esto tenga un impacto funcional biológico113. Se ha descrito una forma truncada de CD200, 

producto de una variante de splicing alternativo, que se encuentra en forma soluble ya que carece 

del dominio transmembrana114. Se ha sugerido un rol regulador de esta proteína, ya que podría 

actuar de manera fisiológica como un competidor de CD200 de membrana, limitando la 

interacción con sus receptores.  

 

 

CD200 

CD200R1 

A B 
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Figura 7. Estructura de CD200-CD200R1 y cascada de señalización intracelular desencadenada por 
la activación de CD200R1. (A) las interacciones CD200-CD200R1 ocurren a través de los dominios 
extracelulares de la superfamilia de inmunoglobulinas (IgSF), donde las caras GFCC′ desempeñan un 
papel crucial. Imagen adaptada de Kotwica-Mojzych et al., 2021 115. (B) cascada de señalización 
intracelular desencadenada después de la unión de CD200 al receptor CD200R. En este ejemplo de 
interacción entre dos células, cuando CD200, presente en las neuronas, se une al CD200R1 microglial, se 
desencadena una cascada intracelular que conduce a la fosforilación de Dok1 y Dok2, lo que promueve la 
inhibición de las vías Ras-PI3K y Ras-ERK. Esto conduce a una inhibición de la secreción de señales pro-
inflamatorias a través de la regulación negativa de NF-κB, aunque pueden estar involucradas otras vías 
desconocidas. Por otro lado, otros factores de transcripción involucrados en la actividad pro-inflamatoria o 
anti-inflamatoria, como el factor de unión a la región CAAT-beta o PPAR-γ, controlan la expresión de 
CD200R. Imagen adaptada de Manich et al., 2018 87. 
 

 

Mecanismos intracelulares de la activación de CD200R1 

El receptor CD200R1 tiene una estructura extracelular similar a la de CD200, con dos dominios 

de la superfamilia de las inmunoglobulinas extracelulares que interaccionan con el ligando 

CD200, un dominio transmembrana y un gran dominio citoplasmático notoriamente diferente al 

de CD200. Este dominio citoplasmático desencadena una cascada de señalización que finaliza 

en la inhibición de la producción de mediadores pro-inflamatorios116. CD200R1 presenta varias 

particularidades que lo hacen inusual en comparación con la mayoría de los inmunorreceptores 

inhibitorios, ya que estos generalmente presentan en su dominio citoplasmático un motivo de 

inmunoreceptor inhibidor basado en tirosina que recluta fosfatasas una vez activado. A diferencia 

de éstos, CD200R1 contiene motivos de fosfotirosinas en su dominio citoplasmático (Figura 7 B), 

que reclutan a los adaptadores DOK1/DOK2 y RasGap, los cuales promueven la inhibición de 

las vías de señalización Ras-ERK y PI3K116,117. Como resultado de la inhibición de estas vías, se 

genera una reducción en la producción de señales pro-inflamatorias mediante la regulación 

negativa de la vía de NF-κB. A pesar de que se ha demostrado únicamente el efecto sobre la vía de 

NF-κB, también pueden estar participando otras vías aún desconocidas118.  

 

La interacción CD200-CD200R1 como regulador de la inflamación 

Luego de los trabajos que reportaron la presencia de CD200 en los tejidos linfoides y nerviosos, 

así como también los trabajos que reportaron la expresión de CD200R1 en las principales 

poblaciones celulares del sistema inmune, rápidamente se sugirió a la interacción entre CD200 

y CD200R1 como un potencial actor relevante en la regulación de las respuestas inmunes, tanto 

en el sistema nervioso como en todo el organismo. La amplia expresión de CD200 presenta una 
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gran ventaja, ya que el organismo puede regular los niveles y gestionar localmente la actividad 

inmune y la inflamación específicamente103. En uno de los primeros trabajos que demostraron la 

importancia de la interacción CD200-CD200R1 en la neuroinflamación, bloquearon esta 

interacción en un modelo murino de esclerosis múltiple93. En este estudio, observaron una mayor 

severidad en el desarrollo de la patología y una exacerbación de los procesos inflamatorios. 

Posteriormente, otro estudio demostró que los ratones deficientes en la expresión de CD200, 

también presentan un desarrollo patológico mayor en el modelo de esclerosis múltiple, así como 

también una respuesta inmune exacerbada y mayor reactividad microglial en un modelo de lesión 

de nervio facial119. Estos estudios fueron fundamentales para evidenciar el importante rol de la 

interacción entre CD200 y CD200R1 en la regulación de los procesos inflamatorios en el sistema 

nervioso, a partir de los cuales se continuó con el estudio de esta interacción en diferentes 

contextos inflamatorios, tanto en el sistema nervioso como en el resto del organismo.   

 

Aunque la interacción CD200-CD200R puede reducir la inflamación, desafortunadamente 

también puede suprimir la capacidad natural del cuerpo para combatir los tumores120. En las 

últimas décadas se ha reportado una alta expresión anormal de CD200 por diversas células 

cancerígenas, lo cual se asociado con distintas leucemias121, melanoma maligno122 y varios 

cánceres neuroendocrinos123. Se ha observado que la sobreexpresión de CD200 en células 

tumorales puede actuar como un mecanismo de escape inmunológico al suprimir la respuesta 

de las células inmunitarias contra el cáncer. Además, se ha demostrado que el gen que codifica 

CD200 ha sido adquirido por varios virus, entre ellos el herpes asociado al sarcoma de Kaposi124 

y el citomegalovirus de la rata125, lo que les permite a estos patógenos suprimir los mecanismos 

inmunes antivirales de sus hospedadores.  

 

Esta interacción entre CD200 y CD200R1 también ha sido estudiada en diferentes contextos de 

inflamación, particularmente en infecciones virales126–128 y bacterianas129, artritis130,131 y en la 

supervivencia de trasplantes132. En un modelo de infección viral crónica de influenza, se observó 

que los macrófagos presentes en las vías respiratorias presentan una mayor expresión de 

CD200R1 que sus contrapartes sistémicas, mientras que el CD200 expresado por el epitelio de 

las vías respiratorias reduce la proliferación de los macrófagos pulmonares y la infiltración de 

linfocitos. Esto promueve un retraso en la eliminación de la influenza, pero a su vez disminuye la 

enfermedad pulmonar inflamatoria asociada a la infección126,127. Por otro lado, se observó que la 

ausencia de CD200R1 en neutrófilos pulmonares genera una mayor carga bacteriana en un 

modelo de infección por la bacteria Francisella tularensis129. En la artritis, se ha reportado que la 
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administración de CD200 de manera exógena soluble133, así como también de un anticuerpo 

bloqueante de CD200R1134, previenen el desarrollo de la enfermedad mediante la inhibición de 

la sensibilización al colágeno y una disminución de la expresión de TNFα e IFN-γ. Finalmente, 

se ha demostrado que CD200 prolonga la supervivencia de los aloinjertos en varios modelos 

animales (incluidos los aloinjertos de piel, riñón, corazón e intestino delgado).  Este efecto se ha 

asociado con un cambio en la producción de citoquinas por las células inmunes, hacia una mayor 

producción de citoquinas anti-inflamatorias (IL-4, IL-10, TGFβ) y una disminución en la 

producción de citoquinas pro-inflamatorias (IL-2, IFN-γ, TNF-α).  

 

En su conjunto, estas décadas de estudios de CD200 y CD200R1, ponen en evidencia el 

importante rol regulador de esta interacción en el control de la autoinmunidad, infección, alergia, 

trasplante y cáncer, así como también sugieren posibles roles de esta interacción en otras 

patologías y procesos inflamatorios a nivel de todo el organismo. 

 

Aún más interesantemente, numerosos estudios han vinculado a la interacción CD200-CD200R1 

en variados procesos neuroinflamatorios como la enfermedad de Alzheimer135,136 y de 

Parkinson137–141, accidentes cerebrovasculares142,143, esclerosis múltiple91,95,99,144, dolor 

neuropático145 , depresión146, envejecimiento del sistema nervioso110. A su vez, se ha estudiado 

el rol de esta interacción en el contexto de neuroinflamación luego de un trauma físico al sistema 

nervioso central y periférico, en un modelo de lesión de médula espinal89,108 y en lesión de nervio 

ciático147,148, respectivamente. En estos extensos estudios, se ha reportado un efecto 

neuroprotector de la activación del receptor CD200R1 por el ligando CD200, mediado por una 

disminución de la producción de mediadores pro-inflamatorios y oxidativos. Apoyando este 

mecanismo neuroprotector, estudios in vitro han demostrado que la activación de CD200R1 tanto 

en microglía como en macrófagos confieren protección a las neuronas y promueven su 

sobrevivencia por medio de la reducción de la producción de mediadores pro-inflamatorios por 

parte de la microglía99,149 y macrófagos90. En el SNC, la interacción entre el ligando CD200 

presente en las neuronas con el receptor CD200R1 presente en las células de la microglía puede 

estar en la base del mantenimiento de esta población celular en un estado homeostático, en 

conjunto con otros inmunorreceptores como TREM-2, SIRPα y CX3CR1150, que conforman un 

sistema robusto para asegurar el correcto funcionamiento de esta población celular en ausencia 

de estímulos inflamatorios. Estos sistemas actuarían de manera complementaria para asegurar 

la homeostasis del tejido en condiciones normales151. 
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CD200 también ha sido implicado con la reparación tisular y la recuperación de la homeostasis 

luego de disrupciones en los tejidos, ya que in vitro se ha observado que la adición de CD200 

promueve la neuritogénesis152. Sin embargo, se ha planteado que este efecto sobre la 

regeneración puede deberse a que el ligando CD200 también puede unirse y activar al receptor 

de factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR)152, por lo que los efectos de CD200 pueden 

deberse a interacciones con otros receptores diferentes al CD200R1.  

 

El rol de la interacción CD200-CD200R1 en el control de la proliferación y la apoptosis de la 

población de microglía también ha sido estudiado, donde se ha planteado que la activación de 

CD200R1 podría actuar como limitante de la proliferación de las células que lo expresan, 

principalmente durante los procesos inflamatorios fuera de la homeostasis153,154. En esta misma 

dirección, se ha sugerido que la activación de CD200R1 puede inducir a la apoptosis en microglía 

y macrófagos144. Sin embargo, pocos estudios han analizado el rol de esta interacción en estos 

procesos, por lo que aún resta analizar en mayor profundidad si efectivamente esta interacción 

participa en el control de estos procesos celulares. Similarmente, el impacto de la interacción 

CD200-CD200R1 en la fagocitosis debe ser analizada en mayor detalle, ya que son unos pocos 

los estudios que indagan en el rol de CD200R1 sobre esta función celular, que es de gran 

relevancia en los procesos que ocurren en las respuestas inflamatorias en el sistema nervioso, 

como se explicará más adelante. Estos estudios han sido realizados in vitro y han analizado 

únicamente la fagocitosis de β-amiloide155,156. Estos trabajos demostraron que la activación de 

CD200R1 disminuye la capacidad de la microglía de fagocitar las placas β-amiloide155 y que la 

microglía de ratones deficientes de CD200 tienen mayor fagocitosis de dichas placas156, 

sugiriendo un rol de CD200R1 como un atenuante de la fagocitosis. Sin embargo, para poder 

conocer en mayor detalle el impacto de la activación de este receptor en dicha función celular, 

se debe analizar el efecto de la modulación de este receptor en la fagocitosis tanto in vivo e in 

vitro de otros componentes.  

 

Estas décadas de trabajos estudiando la interacción CD200-CD200R1 han demostrado que esta 

interacción cumple un rol relevante en el control de distintos procesos relacionados con las 

respuestas del sistema inmune frente a diversos contextos, por lo que puede ser un potencial 

blanco para la modulación de la respuesta inflamatoria acorde al contexto en el cual ésta se 

desarrolla.  
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Teniendo en cuenta esta premisa, es crucial dar continuidad a estos estudios para analizar el 

papel de CD200-CD200R1 en diversos contextos inflamatorios. Esto nos permitirá descubrir 

tanto similitudes como diferencias en los procesos que subyacen a esta interacción en diferentes 

situaciones, y comprender en detalle los efectos beneficiosos de esta interacción para aplicarlos 

en diversos escenarios neuroinflamatorios. En nuestro trabajo actual, nos proponemos investigar 

esta interacción en tres modelos de inflamación del sistema nervioso, donde se evidencian una 

variedad de procesos mediante los cuales el sistema inmunitario y el sistema nervioso 

interactúan en respuesta a diferentes estímulos. 

 

Modelos experimentales de neuroinflamación  
Nos planteamos utilizar tres modelos experimentales murinos que cursan neuroinflamación en 

diferentes contextos, que además de permitirnos profundizar en los mecanismos que subyacen 

a la respuesta inflamatoria, a su vez representan problemáticas clínicas actuales que afectan a 

los humanos y por lo tanto impulsan el desarrollo de estrategias terapéuticas que favorezcan la 

mejora de la calidad de vida de los pacientes y el avance en el campo de la neuroinflamación. 

 

En primer lugar, analizamos el papel de CD200-CD200R1 en un modelo de lesión en el sistema 

nervioso periférico (SNP), por medio de un aplastamiento del nervio ciático. A pesar de que luego 

de esta lesión se genera una neuroinflamación a nivel del SNC en la médula espinal, nos 

centramos en el análisis de los procesos que llevan a la degeneración y regeneración del tejido 

nervioso periférico, con el objetivo de esclarecer los mecanismos por los cuales CD200-

CD200R1 participa en una situación donde ocurre una regeneración y recuperación exitosa luego 

de una lesión al tejido nervioso.  

 

Por otro lado, con el fin de profundizar en el rol de CD200-CD200R1 en una lesión al SNC, 

utilizamos un modelo murino de lesión de médula espinal por contusión. Este modelo 

experimental es ampliamente utilizado para analizar los procesos neuroinflamatorios frente a un 

daño físico, donde se ve alterada la barrera hematoencefálica y el tejido nervioso se ve infiltrado 

con células del sistema inmune. Esto resulta de gran utilidad para comprender los mecanismos 

de comunicación entre los diferentes componentes celulares del sistema inmune a nivel sistémico 

y cómo interaccionan para determinar la magnitud y severidad de la neuroinflamación a nivel del 

SNC. Este modelo experimental no resulta de gran relevancia para el estudio del impacto de 
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CD200R1 en la regeneración axonal, ya que luego de una lesión de médula espinal es escasa, 

a diferencia de lo que ocurre luego de una lesión de nervio periférico, razón por la cual también 

utilizamos este tipo de lesiones para estudiar el rol de CD200R1 en este proceso.   

 

Por último, exploramos el rol de CD200-CD200R1 en un modelo de neuroinflamación 

desencadenada por una inflamación sistémica mediante la administración intraperitoneal de 

lipopolisacárido, una sustancia que estimula el sistema inmunitario. Este enfoque nos permite 

examinar el papel de CD200R1 en los procesos neuroinflamatorios desde una perspectiva 

distinta, dado que la ausencia de daño físico implica que no se produce la entrada de células del 

sistema inmunitario desde la periferia al sistema nervioso. De esta manera, podemos aportar al 

conocimiento del rol de CD200-CD200R1 en la comunicación entre el sistema inmune a nivel 

periférico y en el SNC, así como también disecar el rol de CD200R1 a nivel de la microglía en 

desencadenar la respuesta neuroinflamatoria. 

  

Lesiones traumáticas de nervio periférico 

Estructura y fisiología del nervio periférico 

Un nervio periférico se compone de múltiples fibras nerviosas dispuestas longitudinalmente 

agrupadas en fascículos. Los axones dentro de un nervio periférico pueden originarse en 

neuronas ubicadas en los ganglios de la raíz dorsal (neuronas sensoriales), los ganglios 

autónomos (neuronas autónomas) o en el asta ventral de la médula espinal y el tronco encefálico 

(motoneuronas)157. Cada fascículo del nervio, además de tener fibras nerviosas mielínicas y 

amielínicas, también presentan otros componentes como la matriz extracelular que conforma el 

tejido conjuntivo y una vascularización importante. Los fibroblastos residentes de los nervios 

periféricos cumplen un rol en mantener la estructura y funcionamiento normal de los nervios 

periféricos al sintetizar componentes de la matriz extracelular y el tejido conjuntivo que organiza 

a las fibras nerviosas. A su vez, durante el proceso de desarrollo y de regeneración luego de una 

lesión, los fibroblastos producen una gran cantidad de factores neurotróficos que favorecen el 

crecimiento axonal158. Por otro lado, los macrófagos residentes en los nervios periféricos, a pesar 

de no encontrarse en gran número, sus funciones permiten mantener la homeostasis del tejido 

nervioso en condiciones normales, aunque sus funciones se hacen más evidentes luego de una 

lesión como se verá más adelante159,160. A su vez, estos macrófagos cumplen un rol fundamental 
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en promover la angiogénesis durante el proceso de regeneración luego de una lesión, ya que 

sintetizan y liberan factor de crecimiento endotelial. 

  

Células de Schwann 

 

Las células de Schwann constituyen la principal población glial del SNP, superando en número 

a las otras poblaciones no neuronales y cumpliendo una variedad de funciones, tanto durante el 

desarrollo, como en homeostasis y luego de una lesión161. Esta población celular presenta una 

plasticidad fenotípica notable, ya que tienen la capacidad de adaptarse y cambiar su forma y 

función en respuesta a diferentes estímulos y condiciones del entorno. Esta capacidad de 

plasticidad les permite desempeñar múltiples roles fundamentales al ser los principales 

responsables del desarrollo del tejido nervioso periférico, la homeostasis durante la adultez y la 

regeneración luego de una lesión. 

Células de Schwann durante el desarrollo embrionario 

Las células de Schwann se originan a partir de la cresta neural162,163. Los precursores de células 

de Schwann siguen un proceso de diferenciación que continúa durante el desarrollo, donde 

aumentan cada vez más la expresión de S100-β, el cual mantienen inclusive en su estado 

totalmente diferenciado162. Durante el desarrollo del SNP, las células de Schwann son 

fundamentales para el crecimiento y maduración de varios componentes del tejido, tanto 

neurales, como no neurales. Promueven la angiogénesis por medio de la secreción de 

VFGF164,165 y la maduración de otros componentes del tejido conjuntivo circundante166, así como 

también son responsables de organizar la clasificación radial de axones, un paso crucial para la 

correcta mielinización del SNP y la segregación de axones en fascículos167.  

Las células de Schwann durante la homeostasis 

Durante la adultez y en condiciones normales, las células de Schwann son actores clave en el 

mantenimiento de la homeostasis del SNP, ya que además de formar la vaina de mielina, son 

responsables del almacenamiento y suministro de energía a los axones, proporcionando el 

acoplamiento metabólico necesario para la función y la homeostasis neuronal. 

 

La mielina es un complejo de proteínas y lípidos que forma una vaina que protege y brinda 

soporte a los axones individuales168. Cada célula de Schwann mielinizante está estrechamente 
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vinculada a un axón, envolviendo múltiples veces a éste y creando láminas ricas en mielina. Esto 

forma una capa que aísla el axón y permite la transmisión rápida de impulsos a través de la 

conducción saltatoria, ya que proporciona una vaina de alta resistencia y baja capacitancia. La 

mielinización aumenta la velocidad de conducción nerviosa de 20 a 100 veces en comparación 

con los axones no mielinizados. Además de facilitar una conducción más rápida de señales 

eléctricas, también proporciona factores fundamentales para la supervivencia de los axones. Los 

axones no mielinizados tienden a ser más pequeños y una sola célula de Schwann puede 

envolver múltiples axones sin formar una vaina de mielina. Cada célula de Schwann está rodeada 

por una lámina basal de colágeno tipo IV, fibronectina, laminina y proteoglicano de sulfato de 

heparán157. 

 

 
Figura 8. Organización de las células de Schwann mielinizantes. Representación de células de 
Schwann mielinizantes (en azul) rodeando un axón (en gris). La célula izquierda se muestra en sección 
longitudinal y la célula derecha se muestra desplegada. Las células de Schwann mielinizantes están 
rodeadas por una lámina basal, que está en contacto directo con la membrana abaxonal. El compartimento 
abaxonal contiene el núcleo de la célula de Schwann (SN); se divide en bandas de Cajal y yuxtaposiciones 
periódicas que se forman entre la membrana abaxonal y el giro exterior de la mielina compacta. La 
membrana adaxonal de la célula de Schwann está separada de la membrana axonal por el espacio 
periaxonal (mostrado en amarillo). La mielina compacta se interrumpe con incisuras de Schmidt-Lanterman 
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(ISL), que contienen citoplasma y están enriquecidas en uniones GAP. También se muestran los bucles y 
uniones paranodales (en rojo) y las microvellosidades de la célula de Schwann que contactan el axón en 
el nodo. El diámetro del axón se reduce en la región del nodo y los paranodos. Imagen adaptada de Salzer 
et al., 2015 169. 
 

Las células de Schwann mielinizantes son células polarizadas radial y longitudinalmente170,171. 

Estas células presentan distintos dominios de membrana, cada uno con un repertorio único de 

proteínas y un conjunto de compartimentos citoplasmáticos (Figura 8). A nivel de la membrana 

abaxonal (más externa), las aposiciones de mielina están interrumpidas por una red de canales 

citoplásmicos anastomosados, denominados bandas de Cajal172. Estos canales citoplásmicos se 

encuentran en el exterior de la célula de Schwann y proporcionan un conducto para el transporte 

de ARN y proteínas que se originan en el soma celular172,173.  

 

La mielina compacta es interrumpida por las incisuras de Schmidt-Lanterman (Figura 8 y 9). 

Estas hendiduras están presentes a lo largo del internodo y son más comunes en fibras de gran 

diámetro que están fuertemente mielinizadas y es probable que desempeñen un papel en el 

mantenimiento de la mielina. Las incisuras de Schmidt-Lanterman son estructuras con forma de 

resorte helicoidal debido a su continuidad citoplasmática en los enrollamientos de la membrana 

plasmática de las células de Schwann que se enrollan para formar la mielina compacta (Figura 

9). Las incisuras se hacen evidentes por presentar un paquete de citoplasma entre las porciones 

adyacentes de mielina compacta174. Durante mucho tiempo se ha considerado que las incisuras 

únicamente proporcionan un conducto para la comunicación entre los diferentes dominios de las 

células de Schwann175. Estudios recientes sugieren que las hendiduras, que están enriquecidas 

en receptores tirosina quinasa, son a su vez sitios con importancia en la señalización autocrina176. 

 

A B 
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Figura 9. Estructura de las Incisuras de Schmidt-Lanterman (ISL). (A) a nivel microscópico de luz, las 
ISL tienen una apariencia cónica o de cono truncado en los internodos (puntas de flecha negras), como se 
muestra mediante la tinción inmunohistoquímica de la proteína 4.1G en el nervio ciático de ratón. La 
proteína 4.1G también se localiza en los paranodos (flecha negra). La punta de flecha blanca y la flecha 
indican las bandas de Cajal. (B) esquema de las ISL, que muestra tres características estructurales: (1) 
engrosamiento del citoplasma, (2) adhesión de membranas y (3) un resorte helicoidal. Imagen adaptada 
de Terada et al., 2019 176. 

 

Células de Schwann luego de una lesión 

La plasticidad fenotípica de las células de Schwann es quizás más evidente luego de una lesión 

(Figura 10), donde experimentan una extensa reprogramación que promueve y guía la 

regeneración axonal y la reparación del tejido. Las células de Schwann que están en contacto 

con el segmento distal del axón (que quedó separado del soma), pierden contacto con éste y 

adoptan un fenotipo de reparación. Esta transformación fenotípica implica la disminución de la 

expresión de varios genes pro-mielinizantes177. Este fenotipo pro-reparativo se caracteriza por la 

desintegración y eliminación de los axones y mielina dañados durante el proceso de 

degeneración Walleriana. Las células de Schwann con este fenotipo secretan factores tróficos 

para promover la supervivencia de las neuronas dañadas y el crecimiento de los axones. 

Posteriormente, las células de Schwann de reparación extienden procesos largos y paralelos 

alineados llamados bandas de Büngner que guían a los axones en crecimiento hacia su diana. 

Finalmente, las células de Schwann proliferan, aumentan la expresión de genes pro-

mielinizantes, y vuelven a adquirir un fenotipo mielinizante (o no mielinizante), sobre los axones 

regenerados. La maquinaria de reparación requiere una regulación dinámica y coordinada de la 

plasticidad y reprogramación de las células de Schwann luego de una lesión, la cual se detalla a 

continuación. 
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Figura 10. Fenotipos y funciones de las células de Schwann luego de una lesión. Luego de una 
lesión, las células de Schwann adquieren un fenotipo reparador, donde cumplen una variedad de funciones 
diferentes a las que realizan en condiciones de homeostasis, entre ellas la fragmentación axonal, la 
limpieza del tejido y actúan como guía para el crecimiento de axones. Imagen adaptada de Nocera 2020177.  
 

Lesiones traumáticas de nervios periféricos en humanos 

Las lesiones traumáticas de nervios periféricos actualmente representan un importante problema 

de salud pública, principalmente a causa de una regeneración nerviosa incompleta y 

recuperación funcional deficiente en el 33 % de las lesiones. En consecuencia, la pérdida de la 

función normal de las extremidades puede resultar comúnmente en una morbilidad de por vida y 

una discapacidad permanente178,179. Esto deja a muchos pacientes con secuelas a largo plazo, 

como dolor crónico, atrofia de los músculos blanco y alteración de la función motora o sensorial, 

generando importantes consecuencias socioeconómicas y psicosociales. Esto puede llevar a 

largas ausencias laborales por enfermedad, reasignaciones a nuevas tareas laborales y estrés 

psicológico180. Las lesiones traumáticas de nervios periféricos generalmente se asocian con 

accidentes de tránsito, lesiones penetrantes, laceraciones, disparos, caídas, quemaduras, 

fracturas e isquemia181. 

 

Uno de los sistemas clásicos de clasificación de las lesiones traumáticas de nervios periféricos 

es el propuesto por Seddon182, según la presencia de desmielinización y la extensión del daño a 

los axones y los tejidos conectivos del nervio, clasificando las lesiones en tres categorías (Figura 

11). La forma más leve de lesión se llama neuropraxia, definida por desmielinización local sin 

daño a los axones y los tejidos conjuntivos. La neuropraxia generalmente ocurre por una 

compresión leve del nervio y da como resultado una disminución en la velocidad de conducción. 

Dependiendo de la gravedad de la desmielinización, los efectos pueden variar desde la 

conducción asincrónica hasta el bloqueo de la conducción, lo que provoca debilidad muscular. 
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El siguiente nivel se llama axonotmesis, que involucra daño directo a los axones además de 

desmielinización focal mientras se mantiene la continuidad de los tejidos conjuntivos del nervio. 

La forma más grave de lesión se llama neurotmesis, comúnmente debido a una laceración con 

un cuchillo, disparo o fragmento de vidrio, produciéndose una sección completa de los axones y 

las capas de tejido conjuntivo en la que se observa una discontinuidad completa del nervio. Esta 

clasificación fue luego ampliada por Sunderland para distinguir la extensión del daño en los 

tejidos conjuntivos183.  

 

Una de las lesiones traumáticas más frecuentes del nervio periférico es por aplastamiento que 

generalmente ocurren por una compresión aguda del nervio por un objeto o fragmento de hueso, 

lo que se corresponde con una axonotmesis con las clasificaciones previamente mencionadas184.  
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Figura 11. Clasificaciones de Seddon y Sunderland para las lesiones de nervio periférico. La 
clasificación de Seddon divide a las lesiones en tres categorías de severidad creciente: neuropraxia, 
axonotmesis y neurotmesis. En la neuropraxia ocurre una desmielinización local sin alterar la integridad 
del axón. En la axonotmesis, ocurre un daño a los axones, que lleva a la degeneración Walleriana de éstos, 
sin embargo, las capas de tejido conjuntivo del nervio permanecen intactas (al menos alguna de ellas), lo 
que permite la regeneración del nervio. Por último, la neurotmesis ocurre con la interrupción de los axones 
y de las capas de tejido conjuntivo del nervio (epineuro, perineuro y endoneuro), limitando la regeneración. 
Posteriormente a la clasificación de Seddon, Sunderland extendió estas categorías, principalmente para 
diferenciar entre los tipos de axonotmesis según las capas de tejido conjuntivo afectadas. Imagen adaptada 
de Lopes et al., 2022 185. 
 

 
 

Epineuro 
Endoneuro 
Axón 
Perineuro 
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Eventos que ocurren luego de la lesión de nervio periférico 

 

Una lesión traumática a un nervio periférico resulta en una pérdida de las funciones motoras y 

sensitivas asociadas a ese nervio. La recuperación de estas funciones se alcanza a través de la 

regeneración de los axones dañados y reinervación de los tejidos blanco. Sin embargo, para que 

ocurra una regeneración exitosa, es necesario que ocurran previamente una serie de procesos, 

tanto a nivel del SNC como en el nervio lesionado, con el fin de generar un ambiente propicio 

para la regeneración. Luego de una lesión, se observa una importante respuesta en los somas 

de las neuronas en el SNC y en los ganglios del SNP, cuyos axones fueron dañados a nivel del 

nervio periférico. Uno de los componentes más relevantes y evidentes de esta respuesta es la 

cromatólisis, que implica importantes cambios en la expresión génica y en la síntesis proteica186. 

Esta respuesta en los somas neuronales se hace evidente en la microscopía a causa de la 

fragmentación de los cuerpos de Nissl, que corresponde con un reestructuramiento del retículo 

endoplasmático rugoso, indicando importantes cambios en la maquinaria de síntesis proteica. 

Estas neuronas lesionadas también generan una respuesta neuroinflamatoria en la médula 

espinal, teniendo un fuerte impacto sobre la microglía, y muchas veces se encuentra en la base 

de la generación del dolor neuropático que permanece luego de una lesión de nervio187. 

 

A nivel del tejido del nervio, luego de la lesión se desencadenan una serie de eventos celulares 

y moleculares que se desarrollan distales a los sitios de lesión hasta llegar a los tejidos diana 

denervados, denominados colectivamente como degeneración Walleriana188. El objetivo de esta 

degeneración es eliminar los axones y la mielina dañada, lo cual es fundamental para lograr un 

ambiente permisivo para la regeneración. Numerosos estudios se han centrado en profundizar 

en los mecanismos que subyacen a la degeneración Walleriana, ya que se ha demostrado que 

es fundamental para lograr una recuperación exitosa. 

  

Fases de la degeneración Walleriana 

El proceso de degeneración Walleriana luego de una lesión traumática en el nervio periférico 

sigue una serie de fases que se muestran en la Figura 12. Inmediatamente después de la 

axotomía, el axón que se ha separado del soma pasa por una fase de latencia en la que su 

morfología general permanece sin cambios durante las primeras 24 horas, en la que se da un 

aumento rápido de los niveles de calcio (Ca2+) axonal en los muñones proximal y distal del axón, 

principalmente debido a la entrada de calcio extracelular en el sitio de la lesión189–192. Las 
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mitocondrias pierden su potencial de membrana y comienzan a hincharse, aumentando así la 

generación de especies reactivas de oxígeno. En última instancia, liberan sus reservas internas 

de Ca2+, lo que culmina en una segunda ola de Ca2+ a largo plazo193–196. Durante estos procesos, 

la morfología axonal permanece sin cambios, a pesar de la desestabilización de los microtúbulos 

que ya fue iniciada193,197. 

 

Luego comienza abruptamente la segunda fase del proceso de degeneración Walleriana. El axón 

comienza a desensamblarse, haciendo evidente la fragmentación a nivel molecular, 

ultraestructural y morfológica193. Los microtúbulos comienzan a desensamblarse, así como 

también los otros componentes del axoesqueleto. Comienza a observarse un efecto “perlado” 

del axón, en donde se observan fragmentos redondeados a modo de “collar de perlas”198–200. 

Durante la fase de ejecución, las células de Schwann y las células fagocíticas especializadas 

que ingresan, no sólo eliminan los restos axonales resultantes, sino que también promueven 

activamente un aumento de la fragmentación axonal201. La fragmentación de los axones se 

detecta por primera vez mediante microscopía óptica de 36 a 44 horas después de la sección del 

nervio en ratones y ratas. Luego, la destrucción del axón puede avanzar anterógradamente. La 

desintegración de la vaina de mielina, la proliferación y reorganización de las células de Schwann 

en las llamadas bandas de Büngner comienzan 2 días después de la lesión202. 
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Figura 12. Fases de la degeneración Walleriana después de una lesión en el nervio periférico. 1. Se 
representa una neurona, con su axón mielínico en condiciones normales. 2. Poco después de la lesión, el 
axón permanece sin cambios visibles, y comienza la reacción dentro del cuerpo celular de la neurona: 
hipertrofia del soma celular, desplazamiento del núcleo a una posición excéntrica y la disolución de los 
cuerpos de Nissl (cromatólisis). Posteriormente las células de Schwann mielinizantes distales a la lesión 
dejan de formar la vaina de mielina. Estas células de Schwann luego proliferan dentro de sus tubos de 
lámina basal, producen citocinas/factores tróficos y fagocitan los desechos desprendidos. 3. Una semana 
después de la lesión, las citoquinas producidas por las células de Schwann y los axones lesionados activan 
a los macrófagos residentes y llevan al reclutamiento de macrófagos desde la circulación sanguínea. Los 
macrófagos activados fagocitan la mielina dañada y los restos del axón, a la vez que producen factores 
que facilitan la migración de las células de Schwann y la regeneración del axón. 4. Después de un período 
de retraso, los axones lesionados forman un cono de crecimiento y comienzan a regenerarse a lo largo de 
las bandas de Büngner formadas por las células de Schwann. Estos tubos proporcionan un entorno de 
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crecimiento permisivo y guían a los axones en crecimiento hacia posibles objetivos periféricos. Las células 
de Schwann que han estado crónicamente separadas de un axón (durante algunos meses) son menos 
propensas a respaldar el crecimiento y es más probable que sufran apoptosis. 5. Si el axón puede atravesar 
el sitio de lesión y su entorno favorece su crecimiento a lo largo de todo el muñón distal, entonces el axón 
puede conectarse con objetivos periféricos. Aunque las células de Schwann mielinizantes vuelven a 
mielinizar la porción regenerada del axón, la mielina es más delgada y la longitud nodal es más corta que 
en la porción no lesionada del axón.  Imagen adaptada de Gaudet et al., 2011 203. 
 

Principales células involucradas en la degeneración Walleriana 

Un proceso de degeneración Walleriana exitoso depende de varios tipos celulares y de la 

interacción entre ellos. Casi inmediatamente después de la lesión traumática del nervio periférico, 

las células de Schwann se disocian de los axones, se desdiferencian y junto con los fibroblastos, 

secretan citoquinas que promueven la infiltración de las células del sistema inmune desde la 

circulación sanguínea. Los neutrófilos constituyen el primer tipo celular inmune en infiltrarse al 

tejido dañado, acumulándose en el tejido dañado dentro de las 8 horas luego de la lesión y 

alcanzando un máximo luego de las 24 horas204. Su presencia en el tejido es de corta duración, 

fagocitan brevemente los desechos luego de ingresar al tejido y rápidamente comienzan el 

proceso de apoptosis205. A pesar de que no se ha demostrado directamente el rol de los 

neutrófilos en la fagocitosis de mielina luego de una lesión de nervio periférico, este tipo celular 

se caracteriza por la capacidad elevada de fagocitar patógenos y utilizar enzimas hidrolíticas 

para digerir y eliminar desechos extraños206,207. Se ha demostrado que la presencia de este tipo 

celular es fundamental para promover una correcta limpieza de la mielina luego de la lesión, en 

parte debido a su rol en la secreción de citoquinas y quimioquinas que favorecen la infiltración 

de macrófagos al sitio de la lesión y promueven un cambio fenotípico en los macrófagos que es 

fundamental para la fagocitosis y limpieza de la mielina del tejido nervioso dañado204.  

 

En cuestión de días, los macrófagos derivados de la médula ósea se convierten en la población 

inmune predominante en el tejido dañado y en el segmento distal del nervio lesionado. En este 

proceso de reclutamiento está involucrada la proteína-1 quimioatrayente de monocitos (MCP-1 

o CCL2) producida y secretada por las células de Schwann luego de la lesión208. Estos 

macrófagos además de limpiar el tejido de restos de mielina y células dañadas, también rescatan 

el preciado colesterol de la mielina y producen apolipoproteína E (ApoE)209,210. A su vez, los 

macrófagos producen factores que promueven aún más la proliferación de células de 

Schwann209,211 desempeñando un rol fundamental en garantizar una exitosa degeneración 

Walleriana. Estos macrófagos permanecen en el nervio lesionado durante días o meses, 
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emigrando luego a los órganos linfáticos a través de la circulación o muriendo por apoptosis212,213. 

A pesar de que los macrófagos tienen un rol fundamental en la fagocitosis de mielina luego de la 

lesión, las células de Schwann también son responsables de este proceso214. La limpieza de los 

restos de mielina luego de una lesión en el nervio periférico comienza de 3 a 4 días después de 

la lesión y finaliza en un rango de 12 a 14 días en ratones215.  

 

Citoquinas y quimioquinas en la degeneración Walleriana 

Los resultados que muestran la expresión de citoquinas luego de una lesión por aplastamiento 

del nervio periférico no han sido concluyentes. Por un lado, se ha planteado que la expresión de 

TNFα y TGF-β es bifásica, alcanzando el primer pico al día luego de la lesión y el segundo pico 

de expresión a los 7 días luego de la lesión216. Por otro lado, otros estudios sugieren una fase 

única de inducción que alcanza su punto máximo al día de la lesión de TNFα, IL-1β, IL-6 e IL-

10217.  

 

Resulta relevante caracterizar los perfiles de producción de citoquinas durante la primera y 

segunda fase de la degeneración Walleriana, es decir antes y luego del reclutamiento de 

macrófagos. La primera fase se caracteriza por la producción de las citoquinas inflamatorias 

TNFα, IL-1α, IL1-β, GM-CSF e IL-6, mientras que la segunda fase se caracteriza por la 

producción de IL-10, IL-6 y por la reducción en la producción de TNFα e IL-1β. Por tanto, la 

primera fase es mayoritariamente inflamatoria y la segunda predominantemente anti-inflamatoria. 

 

La quimioquina MCP-1 (conocida también como CCL2, ligando de motivo C-C 2) y MIP-1a 

(proteína inflamatoria de macrófagos-1a; conocida también como CCL3) promueven la migración 

de monocitos en la sangre hacia los tejidos a través del endotelio de los vasos sanguíneos213,218. 

La producción de CCL2 es inducida por TNFα e IL-1β producido por las células de Schwann, en 

parte mediante la señalización a través de los receptores TLR (receptores tipo toll)219. Estos 

eventos se correlacionan aún más con la aparición y la dinámica de reclutamiento de macrófagos 

al nervio lesionado, promovido por CCL2. En tejidos no neuronales, se ha sugerido que la 

producción de CCL2 es dependiente de la producción de IL-6 por fibroblastos220 y de TNFα e IL-

1β por células endoteliales221. El reclutamiento de macrófagos también es promovido por 

CCL3222. Estudios en tumores de células de Schwann y tejidos no neurales sugieren que las 

células de Schwann, los fibroblastos, las células endoteliales y los macrófagos pueden producir 

CCL3 tras la activación por TNFα, IL-1α e IL-1β220–222.  



45 

 

Degradación de la mielina durante la degeneración Walleriana 

Se ha sugerido que la capacidad de recuperación y regeneración superior del SNP en 

comparación con el SNC puede explicarse, al menos en parte, por su mayor eficiencia en la 

eliminación de los restos de mielina, lo que permite una mejor regeneración de los axones y por 

lo tanto una mejor recuperación de las funciones luego de una lesión219,223,224. En el SNC, los 

fragmentos de mielina pueden persistir en el sitio de una lesión del SNC durante meses o incluso 

años, donde inhiben los mecanismos de reparación esenciales225, mientras que en el SNP, los 

restos de mielina son eliminados del tejido nervioso una vez culminado el proceso de 

degeneración Walleriana. Es por esto que resulta relevante conocer los mecanismos que 

subyacen en las diferencias entre el SNP y el SNC en cuanto a la limpieza del tejido dañado 

luego de una lesión.  

 

La remoción de los restos de mielina es fundamental para la reparación del tejido nervioso, ya 

que la mielina contiene moléculas que son fuertemente inhibidoras de la regeneración axonal226–

230, en particular la glicoproteína asociada a la mielina (MAG) es un fuerte inhibidor del 

crecimiento axonal in vitro227,228,230.  

 

La rápida eliminación de la mielina dañada también es fundamental para evitar el daño a los 

axones intactos en el caso de una lesión parcial. La mielina dañada puede activar el sistema del 

complemento para producir complejos de ataque a la membrana que dañan a las fibras nerviosas 

intactas adyacentes231–233. Por lo tanto, la rápida eliminación de la mielina dañada puede impedir 

la producción de complejos de ataque a la membrana y el daño que estos causan. A pesar de 

esto, cabe señalar que la activación del complemento también tiene efectos beneficiosos en el 

proceso de degeneración Walleriana, ya que promueve el reclutamiento de macrófagos y la 

fagocitosis de la mielina dañada, promoviendo una rápida limpieza del tejido nervioso dañado.  

 

Los factores que se han demostrado que cumplen un rol en mediar la fagocitosis de mielina 

degenerada son variados y dependen del tipo celular y del contexto inflamatorio. En macrófagos, 

se ha sugerido que el receptor del complemento 3 (CR3) y el receptor de tipo scavenger AI/II 

(SRA-AI/II) median la fagocitosis de la mielina degenerada por los macrófagos luego de una 

lesión traumática209,234. Recientemente, también se ha sugerido un papel para el receptor FcgR 

y anticuerpos anti-mielina endógenos235. Cabe destacar que CR3 y SRA están involucrados de 



46 

manera similar en la fagocitosis de mielina por la microglía del SNC. Además del sistema del 

complemento, las citoquinas inflamatorias como el factor de necrosis tumoral-α (TNFα) y la 

interleuquina-1β (IL-1β), que se producen durante la degeneración Walleriana, también 

aumentan la fagocitosis de mielina por parte de los macrófagos236. Otra molécula que ha sido 

implicada con la activación de la fagocitosis de la mielina, tanto en macrófagos como células de 

Schwann es la Galectina-3 (previamente llamada MAC-2). Se ha observado que el curso 

temporal de la expresión de Galectina-3 y la dinámica de fagocitosis de mielina se correlacionan 

tanto en el SNC como en el SNP.  

 

Regeneración luego de una lesión traumática de nervio periférico 

 

A la vez que ocurre el proceso de degeneración Walleriana, comienza la regeneración axonal a 

medida que se limpia el tejido de los restos celulares. A pesar de que puede ocurrir la reinervación 

por la ramificación colateral de axones intactos, la gran mayoría de la recuperación depende de 

la regeneración de los axones dañados237. El proceso de reinervación por la formación de 

colaterales es poco frecuente y genera pérdida de especificidad motora, ya que una sola fibra 

nerviosa tiene bajo control a más fibras musculares de las que tenía previamente238. Por lo tanto, 

el mecanismo que promueve una mejor recuperación de las funciones luego de la lesión es la 

regeneración axonal. Un factor determinante en la capacidad de regeneración es la distancia al 

cuerpo neuronal. Cuanto más distal es la lesión al cuerpo de la neurona, más probable es que 

se regenere exitosamente, mientras que en las lesiones más proximales al soma, a menudo 

comienzan el proceso de muerte celular programada.  

 

Los cambios en la expresión en las neuronas hacia un estado regenerativo ocurren en simultáneo 

con los eventos de la degeneración Walleriana. En el segmento proximal del axón dañado se 

forma un cono de crecimiento, que consiste en una estructura que guía la regeneración hacia su 

órgano diana. Se ha encontrado que el calcio tiene un rol importante en para promover la 

formación de conos de crecimiento en el segmento proximal del nervio lesionado239. La movilidad 

del cono de crecimiento depende de la presencia de receptores en su membrana y está 

determinada por un proceso denominado neurotropismo, en el cual la estructura puede ser 

atraída o repelida mediante moléculas solubles o a través del contacto con la matriz 

extracelular240,241. Dentro de este grupo de moléculas guías se encuentran las semaforinas, 

efrinas y netrinas. Mientras que por otro lado, hay moléculas inhibitorias como la colapsina-1 que 
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promueven el colapso del cono de crecimiento, guiando de forma inhibitoria el crecimiento 

axonal242.  

 

Otro grupo de moléculas muy relevantes en la regeneración del nervio periférico luego de una 

lesión son los factores neurotróficos producidos por las células de Schwann y los fibroblastos. 

Los factores neurotróficos son péptidos que regulan la supervivencia neuronal, el crecimiento de 

axones y la formación de sinapsis durante el desarrollo normal, pero también después de una 

lesión. Dentro de los factores neurotróficos, se encuentra la familia de las neurotrofinas, que 

consiste en el factor de crecimiento nervioso (NGF), factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF), 

la neurotrofina-3 (NT-3) y neurotrofina-4/5 (NT-4/5)243–245. La expresión de NGF aumenta de 

modo bifásico en el lugar de la lesión y en el segmento distal del nervio lesionado. El primer pico 

ocurre a las horas luego de la lesión, mientras que el segundo de 2 a 3 días luego de la lesión. 

Las principales citoquinas mencionadas previamente presentes durante la degeneración 

Walleriana, como IL-1α, IL-1β y TNF-α promueven un aumento en la expresión de NGF en los 

fibroblastos, pero no en las células de Schwann. Interesantemente, el aumento en la expresión 

de ARNm de NGF y la producción de la proteína se correlaciona en parte, ya que el aumento a 

nivel de proteína se observa únicamente en el segundo pico de expresión del ARNm de NGF244. 

En las lesiones por aplastamiento, el aumento en la expresión es transitoria, sugiriendo que los 

axones que se regeneran luego del aplastamiento inhiben la expresión de NGF243. A su vez, la 

IL-6, además de tener propiedades moduladoras del sistema inmune innato, también tiene 

propiedades neurotróficas al promover la sobrevida neuronal y el crecimiento axonal246. 

 

Además de ser la principal fuente de factores neurotróficos247, las células de Schwann 

desdiferenciadas proliferan dentro de los tubos endoneurales formados en la matriz extracelular. 

Estos tubos huecos, que se conocen como las bandas de Büngner, proporcionan un camino para 

que el axón en regeneración vuelva a crecer248. Además, las células de Schwann producen 

factores que se incorporan a la matriz extracelular, como ser la fibronectina y la laminina, 

fundamentales para el crecimiento axonal ya que los conos de crecimiento utilizan estas 

proteínas para la adhesión a la lámina basal de los tubos endoneurales249. 
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Inmunoreceptores en la degeneración Walleriana 

 

Los procesos detallados previamente evidencian un rol fundamental del sistema inmune en el 

desarrollo de la degeneración Walleriana y en la regeneración luego de una lesión de nervio 

periférico. Una respuesta inmune deficiente durante la degeneración Walleriana tiene 

consecuencias detrimentales muy importantes en la recuperación luego de una lesión traumática 

de nervio periférico, por lo cual es fundamental comprender los mecanismos que son 

determinantes en el control de estas respuestas inflamatorias en el SNP. Dentro de estos 

mecanismos, los inmunorreceptores han sido ampliamente estudiados en el contexto de estos 

procesos, ya que la amplia variedad de estos receptores expresados por las células que 

participan en las respuestas frente al daño, son determinantes en el control del fenotipo y función 

de estas células, y por lo tanto cumplen un rol fundamental en la degeneración Walleriana. 

 

Dentro de los estudios de los diferentes inmunorreceptores en contextos de lesión al SNP, varios 

trabajos han demostrado que uno de los principales mecanismos por los que las células de 

Schwann y las células del sistema inmune detectan la lesión de los axones cercanos, es a través 

de los receptores de tipo Toll (TLR)250. Estos receptores han sido implicados en el reconocimiento 

del daño tisular a través de la unión a ligandos endógenos que normalmente no están presentes 

en el medio extracelular. Ejemplos de estos ligandos son las proteínas de choque térmico251, 

ARNm252 y componentes degradados de la matriz extracelular 253. Las células de Schwann 

expresan constitutivamente una variedad de TLR, como el TLR3, TLR4 y TLR7. La expresión de 

estos TLR sugiere que las células de Schwann desempeñan un rol de ‘centinela’ en el SNP, 

inspeccionando el microambiente a su alrededor para detectar daños en el tejido. Muchos de los 

cambios que ocurren luego de una lesión traumática de nervio periférico como la activación de 

factores de transcripción, expresión de citoquinas y la progresión de la degeneración Walleriana 

y recuperación funcional son dependientes de los TLR presentes en las células de Schwann. Se 

ha demostrado in vitro, que la expresión de los principales mediadores inflamatorios de la 

degeneración Walleriana como el TNF-α, iNOS y CCL2, dependen de la activación en de TLR2, 

TLR3 y TLR4 en las células de Schwann254,255. Por lo tanto, se ha sugerido que ligandos de TLR 

endógenos liberados por los axones en degeneración, se unen a los TLR presentes en las células 
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de Schwann y las células inmunitarias, lo que lleva a la activación de cascadas inflamatorias que 

pueden ser esenciales para promover la regeneración de axones.  

 

Previamente, en nuestro grupo de investigación evidenciamos un importante rol del 

inmunorreceptor CD300f en la regulación de la inflamación durante la degeneración Walleriana 

luego de una lesión de nervio ciático82. Este receptor, que se ha demostrado que tiene una 

actividad dual tanto activadora como inhibidora de las células inmunes, participa en el control de 

la infiltración de macrófagos en el tejido lesionado limitando su entrada, así como también 

regulando el fenotipo de estas células. Este control de la respuesta inflamatoria por parte de 

CD300f es fundamental para la regeneración del tejido y la reinervación de los tejidos blancos, 

favoreciendo una recuperación exitosa luego de la lesión. 

 

Uno de los receptores inmunes inhibitorios que también ha sido ampliamente estudiado en el 

contexto de la respuesta inmune durante el proceso de degeneración Walleriana es SIRPα256–

259. La activación de SIRPα en las células mieloides tras la unión con el ligando CD47 promueve 

una disminución de la fagocitosis en estas células, por lo que se plantea que CD47 actúa como 

una señal que indica "no me comas". El ligando CD47 es expresado por las células de Schwann 

mielinizantes y en los oligodendrocitos (en el SNC), es decir que CD47 está presente en la mielina 

tanto en el SNC como en el SNP en condiciones normales protegiendo a la mielina de la 

fagocitosis por parte de los macrófagos y microgla76. Sin embargo, este mecanismo puede 

representar un obstáculo cuando la mielina dañada debe ser eliminada rápidamente durante la 

degeneración Walleriana260–262. Recientemente, se ha sugerido que la eliminación de SIRPα en 

las células mieloides favorece una limpieza de mielina más rápida y eficiente, lo que promueve 

una mejor recuperación luego de una lesión traumática de nervio periférico y podría ser utilizado 

como base para el desarrollo de estrategias terapéuticas que favorezcan la recuperación263. 

 

Dentro de este grupo de receptores inmunes inhibitorios también se encuentra el receptor 

CD200R1. Previo al presente trabajo, un estudio evidenció la presencia de CD200 en el tejido de 

nervio ciático sin lesionar y luego de una lesión por aplastamiento, sugiriendo un posible rol de 

la interacción entre CD200 y CD200R1 en el proceso de degeneración Walleriana y en la 

recuperación luego de una lesión traumática de nervio periférico147. En este estudio, a través de 

inmunohistoquímica de tejido de nervio ciático de rata, el cual está compuesto principalmente por 

fibras nerviosas mielínicas y amielínicas, demostraron la presencia de CD200 principalmente en 

los nodos de Ranvier y en las incisuras de Schmidt-Lanterman y en menor medida en el 
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neurilema, que constituye la porción de citoplasma más externa de las células de Schwann 

mielinizantes (Figura 13 A). Interesantemente, observaron que en un nervio parasimpático, que 

consiste principalmente en fibras no mielínicas, prácticamente todas las fibras nerviosas 

presentaron una marca intensa para CD200 (Figura 13 B). A su vez, observaron que a los 7 días 

luego de una lesión por aplastamiento, la presencia de CD200 en el tejido de nervio ciático 

lesionado disminuye principalmente en el sitio de la lesión y en el segmento distal del nervio 

lesionado (Figura 13 C-E). 

 

 
Figura 13. Expresión de CD200 en nervios periféricos de rata en condiciones normales. (A) 
inmunohistoquímica para CD200 en una sección longitudinal nervio ciático, en la que se evidencia la 
presencia de CD200 en el neurilema (flechas simples), en los nodos de Ranvier (flechas dobles) y en las 
incisuras de Schmidt-Lanterman (flechas con doble punta). (B) inmunohistoquímica para CD200 en tejido 
de nervio parasimpático post-ganglionar, compuesto predominantemente por fibras amielínicas, en donde 
se observa una marca más intensa. (C-E): después de lesión se modifica el patrón de expresión en el 
nervio ciático, disminuyendo la inmunorreactividad para CD200 en el tejido. (C)  en el sitio de la lesión se 
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observan algunas estructuras ovales vacuoladas que expresan CD200 (flechas). (D) en el segmento 
proximal se observa un aumento en el número de incisuras de Schmidt-Lanterman positivas para CD200. 
E: en el segmento distal se observa una disminución en la inmunorreactividad a CD200 en el muñón distal, 
mientras que algunas fibras de pequeño diámetro muestran un aumento en las incisuras de Schmidt-
Lanterman (flechas) que son positivas para CD200. Barra de calibración: 20 µm. Imagen adaptada de 
Chang et al., 2011 147.  
 

 

Este trabajo pone en evidencia la presencia del ligando de CD200R1, CD200, en el tejido 

nervioso periférico y su regulación luego de una lesión traumática, sugiriendo entonces un posible 

rol de esta interacción en la homeostasis en el SNP y en el proceso de degeneración Walleriana. 

Sin embargo, este trabajo no analiza el rol específico del receptor CD200R1, ya que se analiza 

únicamente la expresión del ligando CD200. Por lo tanto, es relevante estudiar en particular el 

rol de este receptor tanto en homeostasis como en los procesos que siguen a una lesión de 

nervio periférico.   
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Lesión de médula espinal 

Generalidades de las lesiones de médula espinal 

 

Las lesiones traumáticas al SNC, entre las que se encuentran las lesiones cerebrales traumáticas 

y las lesiones de médula espinal están siendo reconocidas progresivamente como prioridades 

mundiales de salud. Estas lesiones no solo resultan en pérdida de salud y discapacidad para las 

personas y sus familias, sino que también representan una carga para los sistemas de atención 

médica y las economías debido a los altos costos de atención médica y la pérdida de 

productividad. Las lesiones traumáticas de médula espinal no solo conducen a una posible 

discapacidad grave, sino que también pueden causar disfunciones de muchos órganos, incluidos 

el sistema respiratorio, gastrointestinal, urinario, así como también la piel, los huesos y las 

articulaciones264. La afectación de múltiples sistemas puede provocar trastornos del movimiento, 

complicaciones graves y una alta tasa de mortalidad tanto en la fase aguda como en la crónica. 

El alcance de la parálisis y la pérdida de funciones luego de una lesión dependen del segmento 

de la médula espinal lesionado. Los déficits neurológicos en humanos se evalúan con una 

puntuación denominada ASIA 265. 

 

Los datos más recientes sobre la incidencia y prevalencia de lesiones de médula espinal indican 

que en 2016, a nivel global, 27 millones de personas padecen de una lesión de médula espinal 

y hay aproximadamente 930.000 nuevos casos de lesiones de médula espinal por año. En 

Uruguay, la tasa de nuevos casos reportada para 2016 se estimó en 19 casos cada 100.000 

habitantes (Figura 14 A), constituyendo uno de los valores de incidencia más altos de la región. 

Esto tiene un fuerte impacto sobre la calidad de vida de las personas que padecen estas lesiones, 

e impone una fuerte carga económica a los países, con altos costos asociados al cuidado 

primario de los pacientes y a la pérdida de productividad 266. 
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Figura 14. Incidencia y principales causas de las lesiones traumáticas de médula espinal a nivel 
global. (A) distribución global de la incidencia de lesiones traumáticas de médula espinal estandarizado 
por edad cada 100.000 habitantes en 2016. Se muestran los datos de ambos sexos en conjunto. Uruguay 
se encuentra entre los países de latinoamérica con mayor incidencia de lesiones de médula espinal con 
19 nuevos casos por año cada 100.000 habitantes reportados en 2016. (B) incidencia global de las lesiones 
traumáticas de médula espinal por debajo del cuello, en función de la edad en mujeres (rojo) y hombres 
(azul). Se observa una incidencia creciente en las lesiones a partir de los 70 años, tanto en mujeres como 
en hombres, principalmente a causa de caídas. (C) incidencia de las lesiones traumáticas agrupadas por 
la causa de la lesión para diferentes regiones del mundo. En América del Sur las principales causas de las 
lesiones de médula espinal son las caídas y accidentes de tránsito. Imagen adaptada de James et al., 
2019266. 
 

A 

B C 



54 

 

En la Figura 14 B se observa los valores de incidencia de lesiones de médula espinal a nivel 

global evaluados según la edad y el sexo. Este estudio permite evidenciar una mayor incidencia 

en personas mayores a 70 años, tanto en hombres como mujeres. Sin embargo, en jóvenes de 

20 a 30 años, se observa una mayor incidencia en hombres que en mujeres. Las causas que 

generan lesiones traumáticas de médula son muy variadas y difieren en las diferentes regiones 

y países, como se observa en la Figura 14 C. En nuestra región, así como en la mayoría de otras 

regiones y a nivel global, la principal causa de lesiones de médula espinal son las caídas, lo cual 

explica una mayor incidencia en personas mayores a 70 años. En segundo lugar, se encuentran 

los accidentes de tránsito como una de las principales causas de las lesiones de médula 

espinal266.   
 

Actualmente no existen tratamientos efectivos que promuevan la recuperación de funciones 

perdidas luego de una lesión de médula espinal, y por lo tanto la prevención es el único 

mecanismo por el cual se puede lograr una disminución en la carga global generada por las 

lesiones de médula espinal265. Teniendo en cuenta las dificultades que se han tenido al trasladar 

terapias que demostraron ser eficientes en modelos preclínicos al uso en humanos, resulta 

especialmente importante estudiar en mayor detalle los mecanismos que subyacen a los 

procesos fisiopatológicos luego de una lesión de médula espinal para el desarrollo de estrategias 

terapéuticas que permitan la recuperación de las funciones perdidas luego de una lesión 

traumática. En este contexto, a su vez, es interesante comprender y comparar los mecanismos 

que se desarrollan luego de una lesión al SNP y que llevan a una recuperación exitosa, con los 

mecanismos que ocurren luego de una lesión al SNC. 

Modelos murinos experimentales de lesión de médula espinal 

La mayoría de las formas de lesiones de la médula espinal observadas en humanos pueden 

replicarse en modelos murinos, que incluyen lesiones completas e incompletas a diferentes 

niveles o segmentos de la médula espinal267,268. Estos modelos varían principalmente en el lugar 

de lesión y el mecanismo de lesión, teniendo cada uno sus ventajas y desventajas, por lo que 

hay que tener en cuenta el aspecto de las lesiones de médula espinal a ser estudiado al momento 

de elegir el modelo experimental. En cuanto a las lesiones a nivel cervical, numerosos 

argumentos éticos y médicos limitan el uso de lesiones bilaterales debido a que estas lesiones 

paralizan tanto las extremidades anteriores como las posteriores, generando diversas 

complicaciones postoperatorias, por lo que se sugiere el uso de lesiones unilaterales en el caso 
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de que sean a nivel cervical269. A niveles torácicos bajos, la lesión de la médula espinal causa 

parálisis de las extremidades posteriores y el correspondiente deterioro de las funciones 

sensoriales y del sistema autónomo. Los animales con lesiones torácicas pueden movilizarse 

utilizando sus extremidades anteriores, por lo que los pueden estudiarse durante varios meses 

después de la lesión, siempre que se realice el vaciado asistido de la vejiga durante el tiempo 

que sea necesario y que se lleven a cabo los cuidados correspondientes, como el tratamiento de 

infecciones urinarias y lesiones cutáneas. Las lesiones en la médula espinal lumbar o sacra 

suelen causar síntomas que se restringen a la cola, por lo que su uso es limitado. A pesar de que 

la mayor parte de las lesiones en humanos ocurren a nivel cervical270, muchos experimentos que 

demuestran principios básicos, como por ejemplo la respuesta inflamatoria en la médula, las 

lesiones a niveles inferiores suelen ser suficientes. El modelo de lesión a nivel cervical 

generalmente se usa para evaluaciones preclínicas avanzadas, cuando la eficacia de una terapia 

ha sido previamente demostrada en lesiones de nivel inferior, o para evaluar funciones 

específicas controladas a nivel cervical, como la función respiratoria, las extremidades superiores 

y las funciones motoras más finas de las manos269. 

 

 
 
Figura 15. Principales modelos experimentales murinos de lesión de médula espinal utilizados 
actualmente: contusión, compresión y transección. Imagen adaptada de Fan et al., 2022 271. 

 

Según el mecanismo de lesión, los modelos de lesión de médula espinal se pueden clasificar en 

contusión, compresión, tracción, luxación, transección o químicos (se muestran los tres modelos 

más utilizados en la Figura 15). Los modelos de contusión, en los que se aplica una fuerza 

transitoria para desplazar y dañar la médula espinal, incluyen dispositivos de caída de peso, 

electromagnéticos y de presión de aire. Los modelos de compresión se caracterizan por la 

compresión de la médula espinal durante un período prolongado. Los modelos de tracción 
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aplican fuerzas opuestas para estirar la médula espinal, mientras que los modelos de luxación 

causan lesiones mediante el desplazamiento lateral de las vértebras. La transección implica la 

sección parcial o completa de la médula espinal en un nivel particular, y una de las principales 

ventajas es que puede ser utilizado para evaluar la regeneración a través del área lesionada, a 

diferencia de los modelos de contusión y compresión. Finalmente, los modelos mediados 

químicamente buscan replicar y acentuar algunos procesos del daño secundario, como la 

isquemia o la pérdida de mielina. Las lesiones de la médula espinal en humanos suelen ser 

causadas por caídas u otras formas de impacto físico que aplastan el canal óseo y comprimen la 

médula espinal. Por lo tanto, los modelos experimentales más utilizados consisten en exponer la 

médula espinal por medio de una laminectomía, donde se quita parte de la vértebra y luego 

somete la médula espinal expuesta a una compresión o una contusión272. Las lesiones por 

contusión históricamente se han realizado por medio de un dispositivo que deja caer un peso 

sobre la médula espinal273, pero más recientemente se realizan por medio de un pistón controlado 

por computadora que golpea la médula espinal con una fuerza precisa, produciendo resultados 

más reproducibles274. Una de las principales limitaciones que se han planteado en cuanto al uso 

de modelos murinos de lesión de médula espinal en comparación con las lesiones en humanos, 

es la diferencia anatómica de los tractos de fibras espinales entre humanos y ratas y ratones275, 

por lo que se ha planteado que puede estar en la base de algunas de las diferencias observadas 

en la recuperación luego de la lesión entre humanos y ratas y ratones268.  Se ha sugerido que 

estas diferencias pueden estar en la base de los numerosos casos de tratamientos que han 

demostrado efectividad en modelos preclínicos, pero han fallado en demostrar un efecto sobre 

la recuperación de las funciones luego de una lesión. También se ha sugerido que las distancias 

más largas que deben recorrer los axones en humanos en comparación con los modelos murinos 

puede ser otra diferencia fundamental que influya en este aspecto268. Sin embargo, estos 

modelos experimentales han demostrado ser de gran utilidad para comprender los procesos y 

mecanismos que ocurren luego de una lesión de médula espinal y que determinan la propagación 

del área dañada y la pérdida de las funciones.  

 

Propagación del daño secundario luego de una contusión medular 

 

Un daño físico agudo en la médula espinal desencadena una serie de eventos que propaga el 

área de daño inicial, denominada daño primario, hacia una mayor extensión de daño tisular 

determinado por una serie de factores que transcurren en un lapso de semanas a meses. 
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Inicialmente, un trauma inicial mecánico puede generar la muerte de los diferentes tipos celulares 

presentes en el tejido nervioso, lo que desencadena una cascada de mecanismos que 

activamente propagan el daño hacia el tejido adyacente (Figura 16)276. Este proceso activo por 

el cual se propaga el daño se conoce como daño secundario, y muchas estrategias terapéuticas 

que están siendo estudiadas para promover la recuperación luego de una lesión se enfocan en 

limitar la propagación del daño secundario con el fin de preservar el tejido nervioso que no fue 

afectado por el trauma inicial. Los factores que contribuyen y determinan la extensión del daño 

secundario son variados, entre ellos se encuentran la producción de especies reactivas de 

nitrógeno y oxígeno a causa de una disfunción mitocondrial, la excitotoxicidad y alteraciones en 

la irrigación sanguínea por hemorragia e isquemia. Sin embargo, se ha destacado a la respuesta 

inflamatoria como uno de los principales componentes determinantes de la extensión del daño 

secundario y por lo tanto, gran parte del esfuerzo se ha centrado en comprender los mecanismos 

que subyacen a esta respuesta inflamatoria para desarrollar estrategias terapéuticas que 

modulen esta respuesta13.  

 

   

 
 
Figura 16. Procesos involucrados en la propagación del daño al tejido nervioso luego de una lesión 
de médula espinal. El alcance del daño después de una lesión de médula espinal es una combinación 
del daño físico inicial (daño primario) y una serie de procesos que conforman el daño secundario y que 
promueven la propagación del área de tejido nervioso dañado luego de la lesión. La lesión primaria genera 
un daño en la vascularización de la médula espinal, reduciendo la entrega local de oxígeno, lo que 
disminuye la función mitocondrial y la síntesis de ATP, a la vez que aumenta la producción de especies 
reactivas de oxígeno (ROS). Durante el daño secundario ocurre la muerte neuronal, desmielinización y 
fragmentación axonal, reactividad microglial y formación de la cicatriz glial por parte de los astrocitos. 
Imagen adaptada de Scholpa et al., 2017276. 
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Respuesta inflamatoria luego de una lesión de médula espinal 

Después de una lesión en la médula espinal, se desencadenan una serie de procesos 

inflamatorios en la zona afectada. Estos procesos implican la liberación de diversas citoquinas 

proinflamatorias, como IL-1β, TNF-α e IL-6, que atraen células del sistema inmune al sitio de la 

lesión. El propio daño físico, la entrada de estas células y el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria afectan la integridad de la barrera hematoencefálica, la cual se ve alterada a las 3 

horas posteriores a la lesión y permanece así hasta una semana después. Esta respuesta resulta 

de una compleja interacción entre numerosos tipos celulares, que establecen un diálogo para 

desarrollar la respuesta de manera coordinada. Dentro de esos tipos celulares se encuentran los 

diferentes tipos de células gliales y células del sistema inmune que ingresan desde la periferia 

(Figura 17). En ausencia de lesión, las células gliales apoyan la transmisión y función normal 

neuronal, manteniendo la homeostasis del tejido nervioso. Al presentar una alteración tan 

importante, estas células gliales adoptan nuevas funciones. Los astrocitos adoptan un nuevo 

fenotipo desarrollando lo que se conoce como astrogliosis, siendo más intensa y evidente en el 

tejido que rodea al sitio de la lesión, formando la cicatriz glial277. Esta cicatriz es el producto de 

la proliferación y migración de los astrocitos reactivos y se forma entre los 5 a 14 días post-lesión 

(dpl) en roedores, permaneciendo luego de manera crónica. La influencia de esta cicatriz en el 

desarrollo de la fisiopatología de la lesión de médula espinal es dual, ya que por un lado ayuda 

a restringir la propagación de componentes de la inflamación y células del sistema inmune hacia 

el tejido que no fue dañado, limitando la propagación del daño secundario. Sin embargo, por otro 

lado esta cicatriz genera un impedimento para el crecimiento axonal limitando la capacidad de 

regeneración y recuperación luego de la lesión278.  
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Figura 17. Respuestas de las principales células involucradas en la respuesta a una lesión de la 
médula espinal. Después de una lesión, la microglía y los astrocitos adquieren un fenotipo reactivo, 
mientras que el daño a los vasos sanguíneos y aumento de la permeabilidad de la barrera 
hematoencefálica permite la infiltración de neutrófilos, macrófagos y células dendríticas al tejido lesionado. 
La lesión en la médula espinal también promueve la migración de linfocitos B y T desde la médula ósea y 
el timo, respectivamente. La infiltración de leucocitos puede ocurrir a través de la transmigración a través 
de los vasos sanguíneos (flecha azul discontinua) en respuesta a un gradiente de quimioquinas con una 
alta concentración en el tejido de la médula espinal lesionada. Imagen adaptada de Bowes et al., 2014 279. 
 

 

Uno de los tipos celulares más relevantes en el desarrollo de la respuesta inflamatoria es la 

microglía, ya que a diferencia de lo que ocurre con las lesiones en el SNP, es la principal 

población del sistema inmune presente en el tejido nervioso al momento de la lesión, y por lo 

tanto es la encargada de orquestar la respuesta inflamatoria inicial34,35,280. En presencia de una 

lesión, la microglía reconoce señales de daño tisular generadas por el impacto físico inicial, 
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adoptando un fenotipo reactivo e iniciando una serie de cambios morfológicos y funcionales. Este 

cambio fenotípico implica la disminución en la expresión de genes asociados al fenotipo 

homeostático de la microglía como Tmem119, SiglecH, P2ry12281,282, comprometiendo las 

funciones normales que lleva a cabo este tipo celular para mantener la homeostasis del tejido 

nervioso. El fenotipo reactivo se asocia a un aumento en la fagocitosis y la expresión de 

citoquinas y quimioquinas39. Luego de la lesión, el número de microglía en el tejido dañado 

aumenta progresivamente hasta la semana post-lesión y luego se mantiene en niveles elevados 

(Figura 18). Este aumento del número de microglía se debe a la proliferación de las células 

residentes en el tejido, así como también por la migración de estas células desde otras regiones 

de la médula espinal hacia el sitio lesionado283–285. 

 

 

Figura 18. Dinámica temporal de las principales poblaciones del sistema inmune luego de un daño 
físico al SNC en ratones. Aumento del número de la microglía (en amarillo) residente e ingreso de 
leucocitos en circulación sanguínea al sitio de la lesión. El mayor número de neutrófilos (en rosado) se 
observan a las 24 horas post-lesión y disminuye rápidamente, mientras que los macrófagos (en celeste) y 
linfocitos (en azul) presentan un pico de ingreso a los 7 días post-lesión. Imagen adaptada de Neirinckx et 
al., 2014 286. 
 
 

El reclutamiento de las células inmunes al tejido lesionado ocurre de manera secuencial (Figura 

18)286. Los neutrófilos constituyen la primera población celular inflamatoria en llegar al sitio de la 

lesión, alcanzando un número máximo de células a las 24 horas después de la lesión. Más 
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tardíamente ingresan al tejido nervioso lesionado los monocitos/macrófagos circulantes 

alcanzando un número máximo en el tejido a los 7 días luego de la lesión. Los linfocitos invaden 

progresivamente el sitio de la lesión, encontrándose en mayor número en el sitio de la lesión 

entre la primera y segunda semana luego de la lesión287. 
 

Neutrófilos en la respuesta frente a una lesión de médula espinal 

La activación de la microglía frente a las señales de daño promueve la liberación de citoquinas y 

quimioquinas que atraen a células del sistema inmune desde los tejidos periféricos hacia el área 

de tejido lesionado. La primera población celular en alcanzar un gran número en el tejido son los 

neutrófilos, al igual que ocurre con las respuestas inflamatorias en otros tejidos, al igual que como 

fue descrito previamente para el caso del nervio ciático. Los neutrófilos son reclutados desde el 

torrente sanguíneo y migran a través de barreras endoteliales para llegar al sitio lesionado, 

siendo altamente sensibles a señales quimiotácticas como CXCL1, IL-8, interferón-gamma, C5a 

y CXCL12288,289. Una vez en el tejido lesionado secretan citocinas, liberan el contenido de sus 

gránulos citoplasmáticos, fagocitan restos celulares, favoreciendo la limpieza del tejido y el 

reclutamiento de otras células del sistema inmune290. Los neutrófilos suelen considerarse 

perjudiciales en el contexto de las lesiones traumáticas al SNC, ya que se acumulan en el tejido 

lesionado secretando proteasas y enzimas oxidativas, lo que promueve una mayor pérdida de 

tejido nervioso. Respaldando esta noción sobre el rol perjudicial de los neutrófilos, se ha 

propuesto que estas células poseen capacidad neurotóxica291,292. Una menor acumulación de 

neutrófilos en la lesión se asoció con una reducción de citocinas proinflamatorias, una 

disminución de la apoptosis y el estrés oxidativo, y una recuperación motora significativa, lo que 

apoya esta noción negativa de los neutrófilos293. 

 

Sin embargo, otros estudios sugieren un rol beneficioso de los neutrófilos en los procesos que 

ocurren luego de una lesión de médula espinal294,295. Estos trabajos han demostrado que el 

agotamiento de los neutrófilos circulantes por la administración del anticuerpo bloqueante Gr1 

empeora los déficits neurológicos después de una lesión de médula espinal en ratones y también 

conduce a una mayor expresión de citoquinas, como CXCL1, CCL2 y CCL9, y una mayor 

cicatrización del tejido295. A su vez, otros estudios sugieren que los neutrófilos podrían contribuir 

a la elaboración de un entorno adecuado para la regeneración axonal296. Por lo tanto, el rol de 

los neutrófilos en los procesos de lesión y reparación deben abordarse de manera más específica 

ya que hay cada vez más evidencia de que los neutrófilos también ejercen efectos beneficiosos 
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en el contexto de daño al SNC. Esto probablemente ocurra a través de la iniciación de la 

reparación tisular, lo que nos lleva a reevaluar el rol de los neutrófilos en los procesos que ocurren 

luego de una lesión de médula espinal. 

Linfocitos en la respuesta frente a una lesión de médula espinal 

La infiltración linfocítica al tejido dañado ocurre progresivamente durante la primera semana 

después de la lesión y se mantiene crónicamente297–299, a pesar de que el número de linfocitos 

reclutados en el sitio de la lesión es bajo en comparación con los otros tipos celulares del sistema 

inmune reclutados a la lesión. Aún no está del todo definida la contribución de los linfocitos a la 

progresión o a la resolución de los eventos fisiopatológicos en el lugar de la lesión. Sin embargo, 

numerosos estudios han demostrado la participación de los linfocitos en los mecanismos 

inflamatorios que se desarrollan luego de una lesión de médula espinal. Se ha reportado una 

mejora en la recuperación funcional luego de la lesión en ratones que carecen de linfocitos B y 

T300,301. En esta misma dirección, el tratamiento con Ciclosporina A y tacrolimus, los cuales son 

inhibidores de la proliferación de linfocitos T302, se asoció con una mejora en la recuperación 

funcional y un aumento en la supervivencia de neuronas motoras en la médula espinal303–306. El 

tratamiento con estos fármacos redujo la infiltración de células T en el tejido nervioso dañado, a 

la misma vez que se observó una reducción en la activación de macrófagos, posiblemente debido 

a una menor producción de citoquinas por parte de los linfocitos T en el sitio de la lesión. Todos 

estos resultados sugieren un rol perjudicial en el desarrollo de los procesos fisiopatológicos que 

siguen a una lesión de médula espinal por parte de los linfocitos. 

 

A su vez, se ha sugerido que los linfocitos son fundamentales en el desarrollo de un proceso que 

se ha denominado autoinmunidad inducida por trauma (AIT)307,308. Estudios en humanos y en 

modelos animales han demostrado que el trauma activa un repertorio endógeno de linfocitos 

reactivos al SNC. La frecuencia de linfocitos T reactivos a proteínas de la mielina como la MBP, 

está aumentada en el suero de pacientes con lesión medular309–311, y también se ha observado 

que los pacientes con una lesión de médula espinal tienen niveles crónicamente elevados de 

autoanticuerpos en suero310,312,313. El impacto patológico de la AIT no está del todo claro aún, ya 

que no se ha demostrado que los linfocitos autorreactivos sean responsables del desarrollo de 

enfermedades autoinmunitarias en individuos con lesión de médula espinal. Esto puede deberse 

a la inducción de mecanismos reguladores y reparadores que se activan de manera paralela con 

los mecanismos perjudiciales reportados. También es posible que los efectos perjudiciales de la 

AIT sean enmascarados por la manifestación de otros síntomas convergentes en el paciente con 
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lesión de médula espinal314. Estos estudios ponen en evidencia que aún queda mucho por 

estudiar en cuánto al rol de los linfocitos en los mecanismos subyacentes a los problemas 

generados por las lesiones de médula espinal, y el potencial del desarrollo de estrategias que 

tengan como blanco estas poblaciones celulares para promover mejoras en la recuperación de 

las funciones luego de una lesión de médula espinal.   

Macrófagos en la respuesta frente a una lesión de médula espinal 

Luego de una lesión en la médula espinal, las señales como CCL2, provenientes de la microglía 

y otras células presentes en el sitio de la lesión, reclutan macrófagos derivados de monocitos 

desde la circulación hacia el parénquima lesionado315. En las etapas más agudas de la lesión 

durante el primer día, la microglía es la principal encargada de fagocitar el material dañado316. 

Cuando los macrófagos ingresan a la médula espinal lesionada de 2 a 3 días después de la 

lesión, comienzan a fagocitar axones y otros componentes dañados del tejido nervioso.  Para el 

día 7 post-lesión cuando alcanzan su máximo número en el tejido lesionado, superan 

ampliamente a la microglía en la capacidad de fagocitosis de los componentes del tejido 

dañado316. Se ha sugerido que los macrófagos derivados de monocitos están mucho más 

especializados en fagocitar tejido dañado en la médula espinal lesionada que la microglía. Se ha 

planteado que el rol principal de la microglía en las etapas sub-agudas de la lesión es intentar 

restaurar el tejido a la homeostasis normal y por lo tanto dejan la tarea de fagocitosis del tejido 

dañado y las células apoptóticas a los macrófagos derivados de monocitos316. Trabajos in vitro 

evidenciaron que los macrófagos no responden de la misma manera a la fagocitosis de mielina, 

neutrófilos apoptóticos o de glóbulos rojos317, por lo que se debe profundizar en el estudio de 

esta función celular en los macrófagos en diferentes situaciones y analizar el impacto sobre el 

desarrollo de los procesos fisiopatológicos luego de una lesión de médula espinal. 

 

Además de su rol en la fagocitosis, los macrófagos presentan una variedad de funciones que son 

de gran relevancia en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y en la regeneración luego de 

una lesión de médula espinal. Se ha planteado que los macrófagos que ingresan al tejido 

lesionado pueden promover tanto la propagación de la lesión, como la regeneración318–321. Estos 

efectos divergentes podrían atribuirse a diferentes subconjuntos de macrófagos y la activación 

de cascadas de señalización intracelular específicas, ya que la población de macrófagos 

derivados de monocitos que ingresan al tejido presenta gran heterogeneidad en sus funciones y 

fenotipos celulares.   
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Varios estudios han demostrado que la eliminación o la inhibición funcional de los macrófagos 

en las etapas agudas de la lesión es neuroprotectora y promueve la recuperación de las 

funciones318,319,321. Se ha sugerido que la causa más probable es que la microglía y los monocitos 

recién reclutados se diferencian en macrófagos proinflamatorios M1 en los sitios de la lesión322. 

Las células M1 se mantienen en los sitios de la lesión durante semanas después de la lesión, en 

parte porque los mecanismos de señalización proinflamatoria persisten de manera crónica en el 

tejido lesionado. Se ha sugerido que la respuesta polarizada hacia macrófagos tipo M1 luego de 

una lesión de médula espinal dificulta la recuperación funcional, en parte por la propagación de 

cascadas neurodegenerativas secundarias que promueven la retracción de axones323. Los 

mecanismos que median estos efectos negativos de los macrófagos M1 son variados, pero se 

ha propuesto que la liberación de citoquinas pro-inflamatorias, óxido nítrico, especies reactivas 

de oxígeno y de enzimas proteolíticas por parte de estas células son los principales mediadores 

de estos efectos negativos en el contexto de una lesión de médula espinal324. A pesar de esto, 

también se observa una respuesta de macrófagos con fenotipo asociado al M2 luego de una 

lesión de médula espinal en el sitio lesionado, pero ésta es de corta duración, encontrándose 

principalmente entre los 3 a 7 días posteriores a la lesión322. Una característica fenotípica 

distintiva de los macrófagos M2 es la expresión aumentada del receptor de manosa (CD206) 43. 

CD206 se une a células apoptóticas y necróticas y facilita la eliminación sin desencadenar 

señales inflamatorias325. Teniendo en cuenta estas diferencias en los fenotipos de la población 

de macrófagos a nivel de la médula espinal lesionada, se ha sugerido que promover la respuesta 

M2 podría representar un mecanismo para el desarrollo de estrategias terapéuticas que busquen 

mejorar la eliminación de restos del tejido dañado, al tiempo que promuevan la regeneración 

axonal y la recuperación funcional322.  

 

Como fue mencionado previamente, los monocitos migran hacia el lugar de la lesión y 

experimentan una diferenciación en macrófagos en múltiples fases. En ratones, se observa una 

primera fase que inicia aproximadamente 3 días después de la lesión y alcanza su punto máximo 

alrededor de los 7 días. Después de una ligera disminución, una segunda fase comienza a los 

14 días, llegando a otro pico a los 60 días, y se mantiene estable durante al menos 180 días 

después de la lesión287,297. Interesantemente, se observó que al impedir esta fase tardía de 

infiltración de macrófagos mediante la inhibición del receptor C5a empeora la recuperación 

locomotora, lo que sugiere que esta población de macrófagos que aparece tardíamente es 

beneficiosa para la recuperación funcional luego de la lesión297. En los seres humanos, se 
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observa un patrón temporal agudo similar, pero aún no se sabe si también presentan una 

segunda fase de infiltración de macrófagos326. 

 

Estudios iniciales demostraron que los monocitos circulantes que se dirigen a los sitios de 

inflamación se originan desde la médula ósea327. Inclusive, más recientemente se ha demostrado 

que médula ósea en los huesos adyacentes al SNC (cráneo o vértebras) constituyen uno de los 

sitios donde se originan los macrófagos y neutrófilos que migran a las meninges y al parénquima 

del nervioso luego de una lesión328. Sin embargo, estudios más recientes en un modelo de ratón 

con lesión isquémica en el miocardio demostraron que los macrófagos inflamatorios también 

derivan de reservorios extramedulares de monocitos. Específicamente, se encontró que los 

monocitos en el bazo migran hacia la circulación y se acumulan en el miocardio lesionado, donde 

se diferencian en macrófagos329,330. A su vez, se asoció a los macrófagos provenientes del bazo 

que migran hacia los tejidos dañados con un fenotipo principalmente pro-inflamatorio. Luego de 

este estudio, también se ha demostrado la migración de macrófagos desde el bazo hacia el SNC, 

particularmente luego de un accidente cerebrovascular331 y luego de una lesión de médula 

espinal332.  

 

El bazo como interfaz neuroinmune después de una lesión de médula 

espinal 

 

Los estudios anteriormente mencionados posicionaron al bazo como un actor fundamental en el 

desarrollo de la respuesta inflamatoria luego de una lesión de médula espinal y como un potencial 

blanco sobre el cual actuar para modular la respuesta inflamatoria a nivel de todo el organismo 

y en la médula espinal luego de una lesión. 

 

El bazo es un órgano muy relevante en la coordinación de la respuesta periférica ante la 

presencia de antígenos, ya sea debido a infecciones o daño en los tejidos, así como también 

participa en la filtración de la sangre y la remoción de eritrocitos dañados y/o envejecidos333. A 

pesar de que existe la noción de que el bazo no es esencial, su importancia se hace evidente 

cuando se realiza una esplenectomía, ya que esto duplica el riesgo de que una persona 

desarrolle tromboembolias fatales y contraiga infecciones que pueden ser letales.  
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Como fue mencionado previamente, el bazo tiene un rol fundamental en el desarrollo de la 

respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal luego de una lesión, ya que es la principal 

fuente de macrófagos que ingresan al sitio lesionado en las etapas agudas de la lesión. Además, 

el bazo es un lugar fundamental de coordinación entre la respuesta inmune innata y adaptativa, 

por lo que también puede asociarse con otros procesos fisiopatológicos que ocurren luego de la 

lesión vinculados con la autoinmunidad334. Sin embargo, la importancia del bazo luego de una 

lesión de médula espinal no se limita a los efectos que se pueden observar en el tejido nervioso 

dañado, sino que tiene un impacto sobre otras funciones sistémicas fundamentales luego de un 

trauma, inclusive se asocia con la principal causa de muerte luego de una lesión de médula 

espinal que es la neumonía335. Se ha descrito una serie de síntomas asociados con las lesiones 

de médula espinal, particularmente cuando se dan en los segmentos superiores, conocido como 

síndrome de depresión inmunológica inducido por lesión de la médula espinal (SCI-IDS, por su 

sigla en inglés) que se caracteriza por una disfunción leucocitaria general y leucopenia, así como 

también se observa una marcada atrofia del bazo336,337. Este funcionamiento alterado y deficiente 

del sistema inmune facilita el desarrollo de infecciones como la neumonía, en pacientes 

politraumatizados que generalmente se encuentran en un estado muy delicado, generando 

complicaciones que pueden ser letales.   

 

A pesar de que las causas del desarrollo de SCI-IDS aún no están del todo claras, se ha 

planteado que un factor determinante es la alteración de la comunicación entre el sistema 

nervioso y el bazo. Este órgano presenta una extensa inervación por parte del sistema nervioso 

autónomo, en forma de fibras noradrenérgicas que se extienden por todo el tejido del bazo, 

principalmente en las zonas donde se concentran grandes números de células inmunes (Figura 

19 B).  La función inmune del bazo está bajo control del sistema nervioso autónomo, lo que coloca 

al bazo en una situación única como interfaz neuroinmune, coordinando la comunicación entre 

ambos sistemas para controlar las respuestas inflamatorias. Esta inervación del bazo es un 

componente fundamental en un mecanismo de control de la respuesta inmune a nivel sistémico 

llamado “reflejo colinérgico anti-inflamatorio”338. Este reflejo es un mecanismo fisiológico que 

permite mantener la inflamación bajo control, al prevenir la propagación excesiva de la respuesta 

del sistema inmune frente a daños o patógenos. Una vez que se detectan altos niveles de 

moléculas pro-inflamatorias, este reflejo actúa a modo de freno para evitar la retroalimentación 

positiva de las células del sistema inmune y una respuesta inflamatoria descontrolada. Los 

principales mecanismos que participan en este reflejo colinérgico anti-inflamatorio se 

esquematizan en la Figura 19 A339.  
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Frente a un estímulo como una infección o daño tisular, en las etapas más agudas de las 

respuestas inflamatorias se liberan grandes cantidades de citoquinas que alcanzan la circulación 

sanguínea. Este aumento de citoquinas pro-inflamatorias en sangre es detectado a nivel de los 

quimiorreceptores en el cuerpo carotídeo y vagal340,341, causando la activación de las vías 

aferentes sensoriales del nervio vago que alcanzan a los cuerpos neuronales preganglionares 

en el núcleo motor dorsal (DMN) del nervio vago ubicado en el tronco encefálico. Las fibras 

nerviosas eferentes motoras parasimpáticas del DMN luego activan neuronas postganglionares 

ubicadas en el ganglio celíaco342. Estas neuronas simpáticas adrenérgicas luego inervan al bazo 

a través del nervio esplénico (Figura 19). La activación de estas terminaciones nerviosas genera 

la liberación noradrenalina en el bazo, estimulando la producción y liberación de acetilcolina por 

parte de los linfocitos T343. La acetilcolina alcanza a los macrófagos esplénicos, actuando sobre 

el receptor nicotínico de acetilcolina α7nAChR y generando en los macrófagos una cascada de 

señalización que culmina en la reducción de la producción de mediadores pro-inflamatorios como 

TNFα e IL1β, al bloquear la vía inflamatoria mediada por NF-κB341,344. 

 

 
 
Figura 19. Ilustración del reflejo colinérgico anti-inflamatorio y la inervación por el sistema nervioso 
autónomo simpático del bazo. (A) En el reflejo colinérgico anti-inflamatorio, el nervio vago aferente 
responde a los mediadores inflamatorios y envía señales al tronco encefálico, donde se origina una señal 
que es transmitida por el nervio vago eferente hacia el nervio esplénico y el bazo. Esto provoca la liberación 
de noradrenalina (NA) en el bazo. Los linfocitos T CD4+ que expresan el receptor beta-2 de adrenalina 

A B 

C 

Tirosina hidroxilasa (TH) 
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(β2AR) captan NA y liberan acetilcolina (ACh). La acetilcolina inhibe la producción de citocinas 
proinflamatorias en los macrófagos que expresan el receptor α7nAChR (receptores nicotínicos de 
acetilcolina α7). Además, el reflejo anti-inflamatorio reduce la expresión de CD11b en los neutrófilos y 
disminuye la secreción de anticuerpos y la migración de linfocitos B. Imagen adaptada de Ramos-Martinez 
et al., 2021 339. (B) inmunofluorescencia de tejido del bazo donde se muestra el patrón de la inervación 
simpática en el bazo. Las neuronas simpáticas que inervan el bazo tiñen positivamente para la tirosina 
hidroxilasa (rojo) y se observan con frecuencia extendiendo procesos hacia las zonas de linfocitos B 
CD45R+ (en verde) en la pulpa blanca. Barra de escala=75 μm. (C) a mayor aumento se observa la 
estrecha proximidad entre los axones y los linfocitos B, con puntos de contacto entre el axón y la célula 
indicados en amarillo y contactos sinápticos presumibles indicados por flechas blancas. Barra de 
escala=20 μm. B y C son imágenes adaptadas de Noble et al., 2018 345. 
 

Además de inhibir la producción de citoquinas pro-inflamatorias por parte de los leucocitos 

esplénicos, la activación de estas fibras noradrenérgicas simpáticas conduce a la apoptosis de 

estas poblaciones celulares y a la atrofia del bazo337, así como también inhibe la migración de 

linfocitos T346 y neutrófilos347 hacia la circulación sanguínea. Finalmente, este reflejo colinérgico 

anti-inflamatorio también participa en la resolución de la inflamación, al estimular la liberación de 

mediadores lipídicos, entre ellas las resolvinas, protectinas, lipoxinas y maresinas348. 

 

La observación de estos mecanismos, rápidamente evidenciaron el potencial terapéutico del 

reflejo colinérgico anti-inflamatorio como un fuerte candidato para la modulación de las 

respuestas inflamatorias en diferentes condiciones patológicas en las que se ven involucradas 

las diferentes poblaciones celulares del sistema inmune presentes en el bazo, incluido en 

numerosas patologías en las cuales se ha demostrado que la neuroinflamación es un 

componente fundamental en determinar la fisiopatología 349. La estimulación con agonistas 

colinérgicos ha demostrado resultados beneficiosos en la reducción de la inflamación en la 

encefalomielitis autoinmune experimental350–352, la enfermedad de Parkinson353 y de 

Alzheimer354–356, la epilepsia357, la depresión358,359 y la esquizofrenia360,361.  

 

Algunos estudios han planteado efectos beneficiosos en la recuperación funcional tras la 

modulación de la respuesta del bazo luego de una lesión de médula espinal. La esplenectomía 

previa a la lesión de médula espinal en ratones demostró mejorar la recuperación funcional y una 

patología asociada a la lesión atenuada332. Esto se atribuyó principalmente a la ausencia de 

leucocitos provenientes del bazo al sitio de la lesión en la médula espinal en las primeras etapas 

de la respuesta inflamatoria, lo que promueve un ambiente menos pro-inflamatorio y una mayor 

neuroprotección. Particularmente, se observó en un modelo murino de lesión de médula espinal, 

que la esplenectomía previa a la lesión generó una gran reducción en el número de macrófagos 
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derivados de monocitos a los 7 días después de la lesión332. Sin embargo, se observó que la 

segunda ola de macrófagos que ocurre hacia las dos semanas post-lesión se mantiene, lo que 

sugiere que los macrófagos que ingresan a la zona lesionada durante las primeras etapas de la 

respuesta inflamatoria provienen principalmente del bazo, y que a su vez coincide con una mayor 

proporción de macrófagos con fenotipo pro-inflamatorio. Mientras que más tardíamente ingresan 

macrófagos con un fenotipo predominantemente pro-regenerativo y migran desde la médula ósea 

hacia la circulación sanguínea y luego a la médula lesionada. Luego de una lesión medular a 

nivel medio torácico, el control sobre el bazo permanece en su mayoría intacto, mientras que el 

control simpático sobre la médula ósea que se encuentra bajo el control de los segmentos 

inferiores de la médula espinal se ve alterado336,362. Aún no se ha establecido el impacto de estas 

diferencias en el control nervioso de la médula ósea y el bazo sobre la respuesta inflamatoria 

luego de una lesión de médula espinal. Se debe profundizar en mayor detalle en el aporte de 

cada uno de estos órganos sobre la respuesta inflamatoria, ya que el conocimiento de los 

mecanismos que subyacen a la movilización de células de estos órganos puede ampliar las 

posibilidades de tratamientos para modular la respuesta inflamatoria luego de una lesión de 

médula espinal.  

 

Como fue mencionado previamente, los inmunorreceptores presentan una oportunidad única 

como blancos para la modulación de las respuestas inflamatorias debido a su variedad de 

funciones y de efectos que tiene sobre diferentes vías de señalización dentro de las células del 

sistema inmune. Por lo tanto, resulta relevante el estudio de estos inmunorreceptores a nivel del 

bazo y de la médula ósea como potenciales blancos de modulación. Dentro de los 

inmunorreceptores en cuestión, CD200R1 emerge como un componente de gran relevancia en 

la modulación de la respuesta inflamatoria en el bazo tras una lesión de médula espinal, por 

diversas razones. Una de ellas radica en que la activación de CD200R1 afecta la vía de NF-κB, 

el cual es un componente fundamental del reflejo colinérgico anti-inflamatorio. A su vez, el órgano 

donde se expresa CD200R1 en mayor medida es en el bazo (Figura 20). Esto puede colocar a 

CD200R1 como un potencial actor relevante en el control de la activación de las células inmunes 

del bazo luego de la lesión y por lo tanto de la migración de estas células hacia la médula espinal 

lesionada. Por lo tanto, resulta relevante analizar el rol del receptor CD200R1 y del ligando 

CD200 en el bazo luego de una lesión de médula espinal.  
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Figura 20. Expresión de CD200R1 en diferentes tejidos humanos. Se obtuvieron muestras de 54 
voluntarios sin enfermedades y se analizó la expresión en diferentes tejidos por secuenciación de ARN. 
Los valores de expresión para cada órgano se muestran normalizados como transcritos por millón de 
kilobases. El bazo es el órgano con mayor expresión de CD200R1 en todo el organismo (señalado con 
círculo rojo). Otros órganos relevantes para el presente trabajo se señalan con sus respectivos colores. 
Imagen adaptada363. 
 

 

Interacción CD200-CD200R1 luego de una lesión de médula espinal 

La interacción entre CD200 y CD200R1 ya ha sido estudiada en el contexto de la lesión de 

médula espinal por nuestro grupo89 y otros108. Estos estudios evidenciaron un rol de esta 

interacción en el desarrollo de la respuesta inflamatoria a nivel local en el sitio de la lesión, 

limitando la inflamación y la progresión del daño en el tejido nervioso. En el trabajo previo por 

nuestro grupo de investigación, observamos que la modulación de la interacción CD200-

CD200R1 genera alteraciones en la recuperación de las funciones locomotoras y de la respuesta 

inflamatoria luego de la lesión de médula espinal. Al bloquear el receptor con un anticuerpo 

bloqueante específico que se une a CD200R1 e impide su interacción con el ligando CD200, 

observamos un empeoramiento en la recuperación de las funciones locomotoras, que se asoció 
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con una respuesta inflamatoria exacerbada y una mayor pérdida de tejido nervioso. Por el 

contrario, cuando activamos el receptor con un agonista, observamos una mejora en la 

recuperación funcional asociada a un rol neuroprotector del receptor89. El estudio realizado por 

Cohen y sus colaboradores108 destaca la relevancia del ligando CD200 presente en las células 

endoteliales formadas luego de una lesión. En este contexto, identificaron a CD200 como uno de 

los factores determinantes en la regulación de las células mieloides a nivel de la médula espinal. 

 

A pesar de que estos trabajos hasta el momento han demostrado un rol importante de CD200-

CD200R1 en la propagación del daño luego de una lesión de médula espinal, debido a su rol 

como reguladores de la actividad de las células del sistema inmune que infiltran al tejido 

lesionado, no se ha estudiado el rol de esta interacción en el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria luego de la lesión a nivel de todo el organismo. El estudio de la respuesta a nivel 

global del organismo es sumamente relevante ya que podría permitir comprender con mayor 

detalle los procesos que ocurren fuera del sitio lesionado pero que tienen un impacto en el daño 

al tejido nervioso, lo que puede llevar al desarrollo de estrategias terapéuticas poco invasivas y 

más precisas para la modulación de la respuesta inflamatoria que permitan una mayor 

recuperación luego de las lesiones traumáticas a la médula espinal. 
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Inflamación sistémica por administración de lipopolisacárido (LPS) 
 

En el contexto de la neuroinflamación, en las últimas décadas se ha planteado a la modulación 

de la inflamación periférica como un enfoque prometedor en el desarrollo de estrategias 

terapéuticas, principalmente para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas364. 

Considerando que CD200-CD200R1 ha sido ampliamente estudiado en contextos de 

inflamación, tanto en el sistema nervioso como en otros sistemas del organismo, resulta relevante 

el estudio de la interacción en las respuestas inflamatorias que se originan fuera del sistema 

nervioso pero que conllevan a cierto grado de neuroinflamación. En este sentido, un modelo 

experimental que tiene muchas ventajas para analizar estos procesos es el de inflamación 

sistémica por administración de lipopolisacárido (LPS). El LPS es una endotoxina que se 

encuentra en la membrana externa de bacterias gramnegativas, y es utilizado frecuentemente 

como un inflamógeno modelo, ya que cuando entra en contacto con células del sistema inmune, 

es reconocido como un PAMP que desencadena una potente respuesta inflamatoria de la cual 

se conocen muchos mecanismos. La estimulación del LPS en células de mamíferos ocurre a 

través de una serie de interacciones con varias proteínas, incluyendo la proteína de unión al LPS 

(LBP), CD14, la proteína-2 de diferenciación de mieloides MD-2 y el receptor-4 de tipo Toll (TLR4) 

(Figura 21)365,366. LBP es una proteína de transporte soluble que se une directamente al LPS y 

facilita la asociación entre el LPS y CD14367,368. CD14 es una proteína anclada a 

glicosilfosfatidilinositol, que también existe en forma soluble. CD14 facilita la transferencia del 

LPS al complejo receptor TLR4/MD-2 y modula el reconocimiento del LPS369. La unión del LPS 

al TLR4 desencadena cascadas de señalización intracelular por medio de las vías dependiente 

e independientes de MyD88, que promueven la transcripción de NF-κB y la liberación de grandes 

cantidades de TNFα, así como IL-1, IL-6, IL-18 e IL-12370. Esta "tormenta de citocinas" temprana 

tiene efectos directos e indirectos que amplifican la inflamación a nivel de todo el organismo.  
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Figura 21. Resumen de las vías de 
señalización de LPS-TLR4. El reconocimiento 
del LPS es facilitado por la proteína de unión de 
LPS (LBP) y CD14, y es mediado por el 
complejo receptor TLR4/MD-2. La señalización 
de LPS-TLR4 se puede dividir en vías 
dependientes de MyD88 y vías independientes 
de MyD88, que median la activación de genes 
proinflamatorios y de interferón Tipo I. La 
activación de NF-κB forma parte de ambas vías 
de señalización y constituye una de las 
respuestas más importantes frente a la 
estimulación de las células con LPS. Imagen 
adaptada de Lu et al., 2008 371. 
 

  

 

 

 

 

 

Neuroinflamación frente a la estimulación con LPS 

 

La inflamación periférica generada por la estimulación del sistema inmune con LPS es percibida 

por el SNC. Esta activación del sistema inmune es comunicada al SNC a través de varias vías 

neurales y humorales, y estas señales de inflamación son interpretadas y propagadas dentro del 

SNC. La comunicación entre el sistema inmune y el sistema nervioso, la cual es bidireccional, 

resulta en la propagación de las señales de inflamación en el SNC por parte de la microglía, que 

aumentan la producción a nivel local de citoquinas y quimioquinas372,373. Este efecto del LPS 

administrado periféricamente es probablemente mediado a través de receptores de LPS 

ubicados fuera del SNC en lugar de actuar directamente sobre la microglía, ya que se observó 

que la capacidad del LPS de atravesar la barrera hematoencefálica es escasa374. 

 

Probablemente, estas señales de inflamación alcanzan el SNC mediante varios mecanismos que 

impactan diferentes regiones del cerebro. Las citoquinas producidas como resultado de 

respuestas inflamatorias podrían activar las fibras sensoriales vagales que transmitirían la 
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activación a diferentes regiones en el SNC. Además, los estímulos inflamatorios circulantes 

podrían activar macrófagos de barrera, ubicados en las meninges y en los espacios 

perivasculares, desencadenando la producción local de prostaglandinas375.  

 

Como consecuencia de la propagación de las señales neuroinflamatorias en el SNC, ocurre la 

inducción de un proceso que se denomina “comportamiento de enfermedad” o “sickness 

behaviour” en inglés. Esto comprende una respuesta coordinada mediada por la unidad 

neurovascular376 y las células gliales residentes372,377, que causan los cambios evidentes 

fisiológicos y conductuales, incluyendo fiebre, hipofagia, letargo, apatía, disminución de la 

actividad e interacción social reducida378. Estos cambios conductuales son evolutivamente 

adaptativos y necesarios para redistribuir los recursos del huésped y combatir infecciones8,9, ya 

que se ha visto que interrupciones en esta respuesta tienen un efecto negativo en la morbilidad 

y mortalidad10. Por lo tanto, cuando esta respuesta está adecuadamente controlada y se 

resuelve, es un ejemplo de neuroinflamación aguda que es adaptativa y beneficiosa, a diferencia 

de los ejemplos que se han descrito hasta ahora. Sin embargo, se han reportado condiciones en 

las que una única administración de LPS sistémico promueve un estado de neuroinflamación 

crónica y pérdida neuronal379. Estas observaciones se realizaron administrando dosis muy altas 

de LPS intraperitoneal, por lo que estos efectos observados podrían deberse a estas condiciones 

exacerbadas de inflamación en donde se desencadena una respuesta descontrolada, 

representando un caso donde el sistema es llevado al extremo. 

 

Luego de la administración periférica de LPS, varios trabajos han reportado un aumento en el 

número de microglía a nivel del cerebro, así como también importantes cambios morfológicos 

característicos de la microglía activada (Figura 22)380–385. Se ha documentado ampliamente que 

la inyección periférica de LPS induce una variedad de efectos centrales mediados, en parte, por 

las citoquinas proinflamatorias liberadas principalmente por la microglía, entre ellas IL-1β, TNFα 

e IL-6 desempeñan un papel clave en la inducción y mantenimiento de la respuesta386,387. A su 

vez, estas citoquinas llevan a la activación temporal de los astrocitos además de las células 

microgliales388 (Figura 22). Además de las citoquinas, los efectos de la activación de la microglía 

dependen de otros importantes mediadores como el óxido nítrico, especies de superóxido, 

eicosanoides y ácido quinolínico389,390. 
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Figura 22. Respuesta de la microglía y astrocitos frente a la administración de LPS intraperitoneal. 
Se muestran secciones representativas de corteza cerebral de ratones a las 24 horas de la administración 
con LPS o con vehículo. A nivel de la corteza cerebral, se observan importantes cambios morfológicos 
experimentados por la microglía y astrocitos, así como también se hace evidente el aumento del número 
de células en el tejido. Barra de calibración: 200 µm. Imagen adaptada de Jin et al., 2014 382. 
 

 

Otra de las diferencias fundamentales entre este modelo experimental de neuroinflamación en 

comparación con los vistos hasta el momento, es que ocurre sin comprometer la integridad de la 

barrera hematoencefálica. Esto significa que no se produce la entrada de células inmunitarias 

periféricas en el SNC378, a diferencia de los modelos de lesiones traumáticas en los que 

observamos una infiltración considerable de células del sistema inmune hacia el tejido nervioso. 

Esto nos permite analizar en mayor detalle los procesos en los que se ve involucrada la microglía, 

sin tener una interacción directa con otros tipos celulares del sistema inmune. A pesar de que 

hay una comunicación entre la microglía en el SNC y las células inmunes en los tejidos 

periféricos, como fue mencionado previamente, esta comunicación es indirecta y por lo tanto nos 

permite profundizar en el rol específico de la microglía en los procesos neuroinflamatorios.  

 

Vehículo LPS 



76 

CD200-CD200R1 en la neuroinflamación desencadenada por LPS 

 

En el contexto de la activación microglial luego de la estimulación con LPS a nivel sistémico, se 

ha sugerido a la interacción entre CD200 y CD200R1 como un actor fundamental en este 

proceso, debido a la naturaleza de CD200R1 en el mantenimiento de la microglía en un estado 

homeostático. En este sentido, un estudio reportó una rápida disminución en la expresión de 

CD200R1 en el cerebro de ratones a las 4 horas luego de la administración sistémica de LPS, 

que se mantiene hasta las 24 horas391. A su vez, reportaron una reducción de la expresión de 

CD200 en el cerebro a las 4 horas de la administración de LPS, pero que retorna a valores 

normales dentro de las 24 horas posteriores. Sin embargo, en este trabajo utilizaron dosis muy 

altas de LPS, mientras que otros estudios que utilizan dosis más bajas no reportan esta 

disminución de CD200R1 luego de la administración sistémica de LPS110. 

 

El rol de CD200-CD200R1 en los procesos que llevan a la activación de la microglía luego de 

una administración de LPS ha sido demostrado en numerosos estudios, tanto in vivo105,110,391–393 

como in vitro392–395. En todos estos estudios se plantea a la interacción entre CD200 y CD200R1 

como uno de los factores determinantes en el mantenimiento de la microglía en un estado de 

homeostasis, que se ve afectado luego de la administración con LPS, lo que determina una 

activación y el desarrollo de una respuesta inflamatoria por parte de las células microgliales. La 

relevancia de esta interacción se manifiesta claramente cuando ésta es modulada, ya que se ha 

observado que su bloqueo o ausencia conlleva a una respuesta inflamatoria a nivel del SNC 

exacerbada luego de la administración de LPS395. Mientras que cuando se activa el receptor por 

medio de agonistas de CD200R1, la respuesta inflamatoria frente al LPS se ve atenuada105,392–

394,396. Sin embargo, hasta el momento, no hay estudios que analicen la respuesta a nivel del 

SNC luego de una administración sistémica de LPS cuando el receptor CD200R1 no es 

expresado de manera constitutiva. Esto permitiría analizar tanto el rol del receptor a nivel del 

SNC, como la comunicación entre el sistema nervioso y el sistema inmune a nivel del todo el 

organismo en condiciones de una inflamación sistémica. 

 

El bazo en una inflamación sistémica 

Como fue mencionado previamente, la respuesta inflamatoria fuera del SNC determina los 

efectos de la neuroinflamación a nivel central en el modelo de administración de LPS. Por lo 

tanto, los principales órganos responsables de desencadenar la respuesta inflamatoria luego de 
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la administración de LPS tienen un rol directo en determinar la magnitud de la neuroinflamación. 

Debido a que el LPS alcanza la circulación sanguínea, el bazo es el principal responsable del 

filtrado de la sangre para reconocer potenciales señales de daño o de patógenos, lo que coloca 

al bazo como un actor fundamental en la inflamación sistémica. Cuando se administra LPS en 

un organismo huésped sano, luego de alcanzar el bazo por la circulación sanguínea, se activan 

diferentes tipos celulares del sistema inmune, entre los que se encuentran los macrófagos en la 

zona marginal y pulpa roja del bazo397, los neutrófilos398 y los linfocitos399. Esto lleva a la 

activación de estas células y a la liberación de una gran cantidad de citoquinas pro-inflamatorias, 

desencadenando la respuesta inflamatoria a nivel sistémico. Si esta respuesta inflamatoria 

esplácnica no está adecuadamente regulada, se puede producir un síndrome de shock séptico 

fatal y una falla multiorgánica400. En este sentido, el reflejo colinérgico anti-inflamatorio explicado 

previamente tiene un importante papel en el control de la respuesta inflamatoria para que no 

llegue a causar un shock séptico. Dentro de los modelos murinos experimentales utilizados para 

inducir este shock séptico se encuentra la administración de LPS a dosis extremadamente altas 

(15 mg/kg), la contaminación e infección peritoneal y la ligadura y punción cecal401.  

 

Luego de la estimulación con LPS, una de las observaciones que hacen más evidente su 

importancia en este modelo experimental es la esplenomegalia, es decir el aumento de tamaño 

del bazo401,402. Interesantemente, esta esplenomegalia se observa inclusive en presencia de un 

aumento de la apoptosis a nivel del bazo401, que probablemente tenga una base en la activación 

del reflejo colinérgico anti-inflamatorio. Sin embargo, el aumento en el tamaño del bazo se debe 

probablemente a un aumento en el número de células presentes en este órgano luego de la 

administración de LPS401, ya sea por la proliferación de células398, la migración de células 

(principalmente monocitos y neutrófilos) hacia este órgano o por la acumulación de eritrocitos en 

la pulpa roja401.  

 

Estas observaciones colocan al bazo como un actor principal en el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria luego de una inflamación sistémica. Teniendo en cuenta que la neuroinflamación 

observada en este modelo experimental depende de la intensidad de esta respuesta inflamatoria 

que es transmitida al SNC, resulta relevante comprender los mecanismos que ocurren a este 

nivel para dilucidar los mecanismos que pueden tener un impacto sobre la neuroinflamación. 

Como fue mencionado previamente, el bazo es el órgano que expresa en mayor proporción al 

receptor CD200R1, por lo tanto, es un potencial candidato como actor fundamental en el 

desarrollo de la respuesta de este órgano frente a LPS y podría ser un importante determinante 
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de la severidad de la neuroinflamación resultado de la inflamación sistémica. Uno de los trabajos 

por el grupo de Gorczynski demostró que CD200R1 promueve la atenuación de los efectos del 

LPS en cultivo de esplenocitos105, por lo que esto sugiere que al estar ausente el receptor en las 

células del bazo, podría promover una respuesta inflamatoria sistémica exacerbada que resulta 

en una neuroinflamación exacerbada. Por el contrario, la activación de CD200R1 a nivel del bazo 

podría constituir una estrategia para modular la neuroinflamación de manera indirecta sin tener 

que intervenir sobre el SNC.   
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HIPÓTESIS 
 

La interacción entre el ligando CD200 y el inmunorreceptor CD200R1 tiene un rol fundamental 

en la modulación de la neuroinflamación frente a diferentes estímulos inflamatorios. Esta 

modulación es dependiente del contexto de inflamación, por lo que comprender en profundidad 

los mecanismos en los que se ve implicada esta interacción puede permitir el desarrollo de 

estrategias terapéuticas que busquen la modulación de la neuroinflamación frente a un daño al 

sistema nervioso.  
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OBJETIVO GENERAL 
Evaluar el rol de la interacción entre CD200 y CD200R1 en diferentes modelos experimentales 

de neuroinflamación con el propósito de comprender los mecanismos que intervienen en la 

comunicación entre el sistema inmune y el sistema nervioso, tanto en condiciones normales 

como patológicas. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

1. Capítulo 1: 
a. Objetivo específico 1: Determinar el rol de la interacción CD200-CD200R1 en el 

desarrollo de la respuesta inflamatoria luego de una lesión de nervio ciático, así 

como también determinar su impacto sobre la regeneración y recuperación por 

medio de la modulación de esta interacción. 

2. Capítulo 2: 
a. Objetivo específico 2: Profundizar en los mecanismos que subyacen a la 

activación de CD200R1 luego de una lesión de médula espinal, analizando la 

respuesta inflamatoria a nivel local en el tejido nervioso lesionado y vinculándolo 

con su rol en la respuesta de otros tejidos relevantes en el desarrollo de la 

inflamación. Profundizar en el rol de CD200R1 en la fagocitosis de mielina. 

3. Capítulo 3: 
a. Objetivo específico 3: Analizar el rol de CD200R1 en el desarrollo de la 

neuroinflamación producto de una inflamación sistémica por LPS, vinculando los 

procesos que ocurren a nivel periférico con la neuroinflamación a nivel del SNC.  

4. Capítulo 4: 
a. Objetivo específico 4: Evaluar la ventana temporal terapéutica del tratamiento 

con proteínas recombinantes basadas en la activación de CD200R1 luego de una 

lesión de médula espinal.  

b. Objetivo específico 5: Desarrollar nuevas proteínas recombinantes que activen 

CD200R1 y permitan formas de administración poco invasivas para la modulación 

de la neuroinflamación en diferentes contextos. 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Mantenimiento de animales 
Todos los procedimientos experimentales fueron aprobados por el Comité de Ética en el Uso 

Animal (CEUA) del Institut Pasteur de Montevideo (licencias 005-19 y 001-22) y fueron 

conducidos de acuerdo con las guías internacionales FELASA, las leyes nacionales, las guías 

éticas de la Comisión Honoraria de Experimentación Animal (CHEA) y las guías ARRIVE para el 

reporte de la experimentación animal. Los procedimientos experimentales realizados en la 

Universitat Autònoma de Barcelona fueron aprobados por el Comité de Experimentación Animal 

de la Universitat Autònoma de Barcelona.  

 

Los animales fueron mantenidos en condiciones ambientales estándar controladas (ciclo de luz-

oscuridad de 12 horas, 20 ± 1 °C, humedad entre 40-60%) en cajas de 4 a 6 animales y con agua 

y comida ad libitum.  

 

Para los estudios de lesión de nervio ciático, se utilizaron machos y hembras C57BL/6 de 10 a 

12 semanas de edad, con un peso de 25 a 30 g. Para todos los análisis del capítulo 1 se utilizaron 

machos, salvo en el análisis de citometría de flujo. También se utilizaron en uno de los análisis 

hembras de 10 a 14 semanas de edad CD200R1+/+ wild type (wt) o CD200R1-/- Knock-out (KO) 

(B6N.129S5-Cd200r1tm1Lex/Mmucd) adquiridos de Mutant Mouse Resource and Research 

Centers (UC Davis), con fondo C57BL/6. El rango de masa corporal para las hembras fue de 19 

a 22 g y para los machos de 23 a 27 g.  

 

Para los estudios del capítulo 2, capítulo 3 y capítulo 4/objetivo específico 5 se utilizaron ratones 

hembras wt y CD200R1-KO de 10 a 14 semanas de edad y rango de peso de 19 a 22 g.  

 

Para el capítulo 4, objetivo específico 4 donde se evaluó la administración de CD200-His luego 

de una lesión de médula espinal se utilizaron ratones hembras C57BL/6 (obtenidos de Charles 

River) de 8 a 10 semanas de edad con un peso entre 20 y 22 g. 
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Lesión de médula espinal y cuidados post-operatorios 
Previo a todos los procedimientos quirúrgicos, los animales fueron anestesiados con ketamina 

(90 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) de administración intraperitoneal (i.p.). Para realizar las lesiones 

de médula espinal por contusión, se le realizó a los ratones anestesiados una laminectomía a la 

altura de la 11a vértebra torácica403, que se corresponde con el primer segmento lumbar de la 

médula espinal404. La laminectomía consiste en realizar una pequeña incisión en la piel y músculo 

subyacente, para luego exponer la médula espinal quitando fragmentos de hueso de la 11a 

vértebra, con la precaución de no tocar el tejido medular. Una vez que la médula espinal queda 

expuesta únicamente en el segmento determinado, se procede a inmovilizar el animal por medio 

de la sujeción de la columna vertebral (Figura 23B y C). Luego se realiza la lesión de médula 

espinal por contusión utilizando el dispositivo PinPoint PCI3000 Precision Cortical Impactor 

(Hatteras Instruments) (Figura 23 D). Este dispositivo controlado por computadora permite 

regular el impacto de un pistón de 1 mm de diámetro sobre la médula espinal, al controlar la 

velocidad, la distancia de desplazamiento sobre la médula espinal y el tiempo que permanece el 

pistón sobre la médula espinal. Se analizaron diferentes condiciones de impacto del pistón para 

analizar la severidad de la lesión y determinar las condiciones óptimas de velocidad, distancia y 

tiempo que generan una lesión con una ventana de recuperación lo suficientemente amplia para 

observar diferencias en la recuperación funcional luego de la lesión. Las condiciones que se 

determinaron óptimas y fueron utilizadas para los posteriores análisis fueron: velocidad: 1.5 m/s, 

distancia: 1.2 mm, tiempo que se mantuvo el pistón sobre la médula espinal después de la llegar 

a la distancia: 0 segundos. Una vez realizada la lesión, se procedió a cerrar la herida mediante 

suturas 5-0 para suturar los músculos y grapas (FST, 7.5 x 1.75 mm) para aproximar la herida 

de la piel. Finalmente se colocaron los ratones en una manta térmica hasta que finalizó el efecto 

de la anestesia. Luego de la completa recuperación de la anestesia, los ratones fueron 

administrados con tramadol (5 mg/kg; i.p.) como tratamiento analgésico una vez por día durante 

72 horas post-lesión. La expresión manual de la vejiga se realizó una vez por día hasta alcanzar 

el completo control de la vejiga. 

 

En las lesiones para el estudio de la administración de CD200-His dentro del parénquima de la 

médula espinal a las 24 y 48 horas post-lesión, se utilizó el contusor Infinite Horizon Impactor 

(Precision Scientific) (Figura 23 A), debido a que este es el dispositivo con el que cuenta la 

Universitat Autònoma de Barcelona para realizar las contusiones. Estas lesiones fueron 
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realizadas con una fuerza de 60 kdynes y un desplazamiento de la médula espinal de 500-550 

µm.  

 

 
Figura 23. Configuración experimental y dispositivos utilizados para realizar las lesiones de médula 
espinal. (A) Imagen del dispositivo Infinite Horizon Impactor (Precision Scientific), utilizado para realizar 
las lesiones donde se evaluó el efecto de la administración de CD200-His. (B) Imagen superior que 
muestra la médula espinal expuesta a la altura de T11, luego de realizar la laminectomía. (C) Imagen que 
muestra el sistema de sujeción de la columna vertebral utilizado en conjunto con el dispositivo Infinite 
Horizon Impactor. También se observa la punta del pistón utilizado para realizar la contusión controlada 
de la médula. Imágenes A-C adaptadas de Amo-Aparicio et al., 2018 403. (D) Imagen del pistón y el sistema 
de sujeción de la columna cerebral utilizado con el dispositivo PinPoint PCI3000 Precision Cortical Impactor 
(Hatteras Instruments). 
 

Lesión de nervio ciático  
El procedimiento quirúrgico fue realizado en el nervio ciático derecho de ratones anestesiados 

con Ketamina 90 mg/kg y Xilacina 10 mg/kg i.p. Luego de una incisión en la piel a la altura del 

nervio, se procedió a abrir el plano fascial entre el glúteo mayor y el bíceps femoral para exponer 

al nervio ciático derecho405. El nervio se aplastó a unos 45 mm de la punta del tercer dedo durante 

30 segundos con una pinza.  

Inyecciones dentro del nervio ciático 
Las inyecciones se realizaron directamente en el nervio ciático inmediatamente antes de realizar 

la lesión por aplastamiento en el lugar exacto de la lesión. Para ello, se inyectaron 2 µg de rat 

anti-mouse CD200R1 (Clone OX-131; FcSilentTM Absolute Antibody; Oxford, UK) o rat-IgG1 

D 
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(FcSilentTM Absolute Antibody; Oxford, UK) en un volumen de 2 µL, utilizando una aguja 

Hamilton de calibre 33 conectada a una jeringa Hamilton de 10 μL. Estos dos anticuerpos 

recombinantes fueron diseñados para minimizar la unión del receptor FcγR y también 

demostraron tener menor unión del sistema del complemento. Se ha demostrado que el anti-

CD200R1 utilizado es específico para el CD200R1 en ratones C57BL/6, ya que no reconoce al 

CD200R2, CD200R3 y CD200R4406. Ambos anticuerpos fueron suministrados libres o en muy 

bajas concentraciones de endotoxinas (nivel de endotoxinas menor a 1 EU/mL). 

 

Todos los experimentos de lesión de nervio ciático fueron realizados en machos, a excepción de 

los análisis por citometría de flujo que fueron realizados en hembras, debido a la disponibilidad 

de animales de ese sexo al momento de realizar los experimentos.  

 

Tratamiento con lipopolisacárido (LPS) 
Ratones hembra wt y CD200R1-KO fueron administrados con 2 mg/kg masa corporal de 

lipopolisacárido (LPS, Sigma) o vehículo control (PBS) i.p. Se disecó y colectó tejido a las 16 o 

24 horas post-administración. Se registró el peso corporal y del bazo luego de su disección.  

 

Administración de CD200-His dentro del tejido de 
médula espinal 
La administración dentro del tejido de la médula espinal se realizó a las 24 y 48 horas luego de 

haber realizado la lesión, por medio de la introducción de una aguja de vidrio de 30 μm de 

diámetro (marca Eppendorf) acoplada a una jeringa Hamilton de 10 mL. En el lugar de la lesión, 

sobre la línea m´dia de la médula espinal, se introdujo la aguja hasta 0.4 mm dentro del tejido y 

se inyectó 1 μL de CD200-His (1.22 µg/µL) o vehículo control (PBS) a una velocidad constante 

de 2 μL/min controlada por un inyector automático (KDS 310 Plus; KD Scientific). La punta de la 

aguja se mantuvo dentro del tejido de la médula espinal por 3 minutos luego de cada inyección 

para evitar el reflujo del líquido hacia fuera del tejido. La proteína recombinante CD200-His fue 

producida por la empresa Sinobiological (China) en células HEK293 y fue suministrada sin 

conservantes para poder ser administrada in vivo. 
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Evaluación funcional y test comportamentales 

Índice funcional del ciático 
La recuperación de las funciones después de la lesión de nervio ciático fueron evaluadas a través 

del índice funcional del ciático. Antes de la lesión y a 1, 3, 5, 7, 10, 14, 17, 21 y 28 dpl se marcó 

la superficie de las patas traseras con tinta y se dejaron caminar los ratones a través de una 

pasarela con papel en la base para evidenciar las pisadas. Luego se midió la longitud de la huella 

y la distancia entre el primer y quinto dedo para 3 pisadas de cada pata. Teniendo en cuenta 

estos parámetros se calculó el índice funcional del ciático como fue propuesto por Inserra et al.407. 

Se promedió el valor del índice funcional del ciático para las 3 pisadas evaluadas en cada pata y 

se normalizaron restando el valor basal previo a la lesión para cada animal.  

Basso Mouse Scale 
La recuperación de las funciones locomotoras luego de una lesión de médula espinal fue 

evaluada a 1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 y 28 días post-lesión (dpl) colocando a los animales en un campo 

abierto y observando diferentes parámetros de la locomoción. Utilizando la escala Basso Mouse 

Scale (BMS)408, se evaluó la función locomotora de acuerdo a los parámetros de movimiento y 

coordinación de los miembros inferiores observados por dos observadores independientes, sin 

conocimiento sobre los grupos experimentales. El puntaje consenso se tuvo en cuenta para 

determinar el puntaje final. En la Tabla 1 se muestran los parámetros de la locomoción a observar 

para determinar el puntaje en la escala BMS. A los 28 dpl se determina si el ratón presenta 

determinados movimientos para cada miembro inferior, otorgándole un puntaje a cada una de 

ellas y haciendo un promedio entre ambos miembros para determinar el puntaje total del ratón a 

ese día post-lesión. El puntaje en la escala BMS fue utilizado como control de un correcto 

procedimiento quirúrgico y de lesión para excluir lesiones parciales. Ratones con un puntaje 

mayor a 0 en el BMS a 1 dpl o con una diferencia mayor a 2 puntos entre un miembro y el otro 

fueron excluidos debido a una lesión incompleta o lateralizada respectivamente.  
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Tabla 1. Puntajes del 0 al 9 en la escala Basso Mouse Scale y las acciones locomotoras a observar en 
los ratones lesionados para determinar el puntaje del ratón. Tabla adaptada de Basso et al., 2006 408. 
 

 
 

Test de campo abierto 
Se realizó el test de campo abierto con el fin de evaluar la actividad locomotora de los ratones 

luego de la inoculación con LPS. Este test comportamental fue realizado durante la etapa de luz 

del ciclo bajo condiciones de bajo ruido y luz roja. El campo abierto consiste en una caja de 

acrílico de dimensiones 40 cm x 60 cm x 50 cm de alto. El software Any Maze fue utilizado para 

el seguimiento del video y el registro de la actividad. Los animales fueron expuestos a la arena 
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durante 6 minutos y se registró la distancia horizontal total recorrida. La arena fue limpiada con 

etanol 10% entre animales para eliminar rastros de animales anteriores que pudieran interferir 

con los resultados.  

 

Análisis de preservación de vías motoras por 
potenciales evocados 
Para la evaluación del estado de preservación de las vías motoras centrales, se registraron 

potenciales motores evocados en el músculo gastrocnemio en respuesta a una estimulación 

eléctrica transcraneal de la corteza motora409 de ratones anestesiados. La estimulación realizada 

consistió en pulsos unitarios rectangulares de 0,1 ms de duración, entregados a través de agujas 

a modo de electrodos introducidos subcutáneamente (Figura 24). El cátodo se colocó sobre el 

cráneo por encima de la corteza somatosensorial y el ánodo sobre la nariz. Posteriormente a la 

estimulación, se midieron diferentes parámetros de la respuesta en el músculo gastrocnemio, 

entre ellos la amplitud de la respuesta y la latencia. Todos los potenciales fueron amplificados y 

mostrados en un osciloscopio digital (Tektronix 450S). 

 

 

A B 
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Figura 24. Configuración experimental para el análisis de potenciales motores evocados. (A) 
Colocación de electrodos para la estimulación subcutánea. El cátodo se colocó sobre el cráneo (electrodo 
rojo) y el ánodo (amarillo) sobre la nariz. (B) Colocación de electrodos para el registro en el músculo 
gastrocnemio.  
 

Diseño y producción de la proteína recombinante 
CD200-X 
La proteína recombinante CD200-X fue diseñada para contener un dominio de CD200 que se 

une y active al CD200R1, y un dominio de penetración celular “X”. La producción de la proteína 

fue llevada a cabo por la Dra. Clauda Ortega de la Unidad de Ingeniería de Proteínas del Institut 

Pasteur de Montevideo. Se transfectaron células EXPI293F en suspensión a una concentración 

de 2x106 células/ml con el vector de expresión pCMVTwin. El sobrenadante fue purificado por 

columna de afinidad a streptactina a través del StrepTagII. Se obtuvieron alrededor de 6 mg de 

proteína, con un peso molecular superior al teórico, debido a la glicosilación de la proteína 

propiciado por el sistema de expresión utilizado. 

Cultivos celulares 

Macrófagos derivados de la médula ósea  
Los macrófagos derivados de la médula ósea (BMDM: bone marrow derived macrophages) 

fueron obtenidos a partir de ratones hembras wt o CD200R1-KO. Luego de la perfusión de los 

ratones con PBS, se disecó la tibia y fémur de una de las patas traseras limpiando el tejido 

muscular adyacente. Se extrajo la médula ósea de las diáfisis de los huesos por medio de lavado 

con DMEM/F12 con 10% de FBS y Penicilina/Streptomicina (DMEM/F12 completo). Luego de 

una centrifugación a 500 G durante 5 minutos, se resuspendió el pellet en 1 mL de medio 

DMEM/F12 completo y se contó el número de células. Los BMDM se cultivaron durante 7 días a 

37° C en atmósfera húmeda controlada con 5% de CO2
 en placas de Petri de 100 mm con medio 

DMEM/F12 completo y 20 ng/mL de factor estimulante de colonias de macrófagos recombinante 

(M-CSF, Biolegend #576406). Posteriormente, las células fueron plaqueadas en placas de 24 o 

96 pocillos, si fueron utilizadas para el análisis de expresión de citoquinas o para el análisis de 

fagocitosis, respectivamente.  
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Para los experimentos de expresión de citoquinas, las células fueron plaqueadas en placas de 

24 pocillos a una densidad de 200.000 células por pocillo durante 24 horas a 37° C en medio 

DMEM/F12 completo y 20 ng/mL de M-CSF. Posteriormente, las células fueron incubadas con 

los diferentes tratamientos (LPS 100 ng/mL y/o CD200-X a 1 o 5 µg/mL) durante 24 horas a 37° 

C en medio DMEM/F12 completo y 5 ng/mL de M-CSF. Finalmente se guardó el sobrenadante y 

las células fueron lisadas con 300 µL de Trizol para su posterior análisis.  

 

Células de la línea BV-2 
La línea celular BV-2 fue cultivada a 37° C en atmósfera húmeda controlada con 5% de CO2. Se 

utilizó el medio RPMI 1640 GlutaMAX suplementado con 10% de FBS. Para su mantenimiento 

en cultivo se utilizaron botellas de tipo T de 25, 75 y 150 cm2. Se realizaron cambios de medio 

cada 2-3 días y se realizaron pasajes de las mismas cuando alcanzaban un 80 % de confluencia 

utilizando tripsina-EDTA para su disgregación. Se utilizó la línea reportera BV-2 NF-κB hGFP 

previamente generada mediante transfección con el plásmido pNF-κB-hrGFP. Este plásmido 

contiene un promotor con múltiples sitios de unión al factor de transcripción NF-κB, por lo tanto 

la expresión del gen reportero GFP se induce al activarse dicha vía transcripcional. Se sembraron 

25.000 células por pozo en placas de 96 pocillos. Luego de 24 horas se adicionó el tratamiento 

correspondiente y se incubaron durante 2 horas a 37 °C, previo al agregado del estímulo pro-

inflamatorio LPS (100 ng/mL). 24 h después se levantaron las células con Tripsina-EDTA 0.25% 

y se resuspendieron en medio de cultivo para su análisis por citometría de flujo con el equipo 

Attune NxT. Se utilizó DAPI (1:1000, Sigma D9542) para determinar la viabilidad celular. Se 

realizaron los tratamientos además del LPS:  CD200-X a 0.1, 1, 5 o 10 µg/mL; CD200-Fc (R&D 

Systems, 3355-CD) a 1 o 5 µg/mL. El mantenimiento y tratamiento de los cultivos de células BV-

2 fue realizado en conjunto con Karen Perelmuter de la Unidad de Biología Celular del Institut 

Pasteur de Montevideo. 
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Citometría de flujo 

Tejido de médula espinal 
Luego de ser anestesiados, los ratones fueron perfundidos con PBS frío para eliminar rastros de 

sangre y se disecaron 6 mm de tejido de médula espinal centrado en la lesión. El tejido fue 

cortado con una tijera en pedazos más pequeños y fue incubado por 30 minutos a 37°C para la 

disgregación enzimática con colagenasa 0.125% (Sigma C9407) y DNAsa 0.125% (Sigma 

D4527) en PBS sin calcio y magnesio. Luego de la digestión, el tejido fue disgregado 

mecánicamente a través de una malla de 70 µm y la suspensión de células en buffer de 

disociación (FBS 2%, EDTA 0.1M en PBS) fue centrifugada a 500 x G por 10 minutos. Cada 

muestra fue posteriormente dividida en tubos para el marcaje con anticuerpos o en un tubo 

control sin marca para determinar la autofluorescencia. Las células fueron incubadas durante 1 

hora a 4°C con la mezcla de anticuerpos. Luego de lavados, las células fueron procesadas en el 

citómetro Attune NxT y analizadas con el software FlowJo. Los siguientes anticuerpos fueron 

utilizados para marcar las poblaciones celulares en la médula espinal a modo de realizar la 

estrategia de selección de poblaciones de acuerdo con Amo-Aparicio et al., 2018 403 y Lago et 

al., 2018 89: CD45-eFluor405 (1:200, eBioscience 48-0451-82), CD11b-APC-Cy7 (1:100, 

Biolegend 101226), F4/80-PerCP-Cy5.5 (1:100 eBioscience 45-4801-82) Ly6G-PE (1:200, 

Biolegend 127608) y Ly6C-FITC (1:100, Biolegend 128005). La población de microglía se 

seleccionó como CD11b+ CD45low, mientras que el resto de las células mieloides se seleccionaron 

como CD11b+ CD45high. A partir de esa población, los neutrófilos se seleccionaron a partir de la 

población Ly6G+ y los macrófagos a partir de la población Ly6G- F4/80+. 

 

Citometría de flujo de células del bazo 
Luego de la perfusión con PBS, se disecó el bazo de los ratones y un tercio de este tejido fue 

procesado para citometría de flujo. El tejido fue cortado en trozos pequeños y fue incubado por 

30 minutos a 37°C para la disgregación enzimática con colagenasa 0.125% y DNAsa 0.125% en 

PBS sin calcio y magnesio. Luego de la digestión, el tejido fue disgregado mecánicamente a 

través de una malla de 70 µm y la suspensión de células en buffer de disociación (FBS 2%, EDTA 

0.1M en PBS) fue centrifugada a 500 x G por 10 minutos. El pellet de células fue resuspendido 

en 1 mL de FBS y 10% de DMSO. Los crioviales fueron congelados lentamente utilizando un Mr 
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Frosty (ThermoFisher, #5100-0001) con alcohol isopropílico y las células fueron almacenadas a 

-80°C hasta su posterior análisis. Para su análisis las células fueron descongeladas rápidamente 

y luego de un lavado fueron incubadas durante 1 hora a 4°C con la mezcla de anticuerpos. Luego 

de lavados, las células fueron procesadas en el citómetro Attune NxT y analizadas con el software 

FlowJo. Los siguientes anticuerpos fueron utilizados para marcar las poblaciones celulares en el 

bazo de acuerdo a Rose et al., 2011 410: CD11b-APC-Cy7 (1:100, Biolegend 101226), Ly6G-PE 

(1:200, Biolegend 127608), CD11c-FITC (1:100, Biolegend 117305), CD19-APC (1:100, 

Biolegend 152409), CD3-FITC (1:100, Biolegend 100204), CD4-PE (1:100, Biolegend 100408). 

A partir de las células vivas (DAPI-), la población de linfocitos B se seleccionó a partir de las 

células CD19+. De las células CD19-, los linfocitos T se seleccionaron como CD3+, mientras que 

las células dendríticas como CD11c+. De las CD11c-, los neutrófilos se seleccionaron como 

Ly6G+, y los macrófagos como Ly6G- SSClow, mientras que los eosinófilos como Ly6G- SSChigh 

 

Análisis de fagocitosis de mielina por citometría 
de flujo 

Obtención de mielina y conjugación a pHrodo 
Para la obtención de mielina purificada y la conjugación a pHrodo se siguió el protocolo de 

Gomez-Lopez et al., 2021 411. Para ello, los ratones fueron sacrificados y perfundidos con PBS 

frío para remover la sangre y se disecaron los hemisferios cerebrales. El tejido fue cortado con 

tijeras en pequeños trozos y fue incubado por 30 minutos a 37°C para la disgregación enzimática 

con colagenasa 0.125% y DNAsa 0.125% en PBS sin calcio y magnesio. Luego de la digestión, 

el tejido fue disgregado mecánicamente a través de una malla de 70 µm y la suspensión de 

células en buffer de disociación (FBS 2%, EDTA 0.1M en PBS) fue centrifugada a 500 x G por 

10 minutos. El pellet fue resuspendido en PBS y llevado hasta un volumen final de 5.6 mL y 

posteriormente se añadió 1.4 mL de Percoll de densidad 1.22 g/mL. Luego se colocaron 

cuidadosamente por debajo de esta mezcla 2 mL de Percoll de densidad 1.088 g/mL utilizando 

una pipeta de vidrio hasta el fondo del tubo, quedando separadas las dos fases de percoll. 

Finalmente se colocaron 2 mL de PBS por encima de la mezcla de percoll y la muestra de tejido 

cuidadosamente de no mezclar las fases. Luego de una centrifugación de 600 x G por 20 minutos 

a temperatura ambiente, se colectó la fase entre el PBS y el percoll, donde se ubica la mielina. 
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Luego se procedió a la cuantificación proteica de la mielina por medio del método del ácido 

bicunculínico (BCA) según Smith et al., 1985 412 en una placa de 96 pocillos. La curva de 

calibración se realizó con concentraciones conocidas (0, 31.25, 62.5, 125, 500, 1000, 1500 y 

2000 μg/μL) de seroalbúmina bovina (BSA) diluidas en PBS. En cada pocillo (por duplicado) se 

colocaron 8 μL de las muestras de tejido diluidas previamente 1:50 en PBS y de las diferentes 

concentraciones de BSA. Luego de incubar las muestras con 200 μL de la mezcla BCA/CuSO4 

(50 mL de BCA y 1 mL de CuSO4 al 4%) durante 30 minutos a 37°C, se realizó la medición de 

absorbancia a 562 nm. Con los valores de absorbancia de la curva estándar de BSA, se realizó 

una regresión lineal a partir de la cual se interpolaron los valores de absorbancia de las diferentes 

muestras de tejido para determinar la concentración total de proteínas. 

 

Una vez obtenida la fracción de mielina, se procedió a la conjugación con el pHrodo reconstituido 

en DMSO. Para la conjugación se incubaron 277.5 µg de la fracción de mielina purificada en PBS 

a pH 8.0 con el pHrodo durante 45 minutos en agitación a temperatura ambiente y en oscuridad. 

Luego se centrifugó a 4000 x G durante 10 minutos y se descartó el sobrenadante. El pellet se 

resuspendió en 950 µL de PBS a pH 7.4 para obtener mielina conjugada a pHrodo con una 

concentración final de 0.3 µg/mL. 

 

Fagocitosis en tejido de médula espinal 
Luego de obtener la suspensión de células a partir del tejido de médula espinal como fue descrito 

previamente (ver sección de citometría de flujo de tejido de médula espinal), los tubos destinados 

al análisis de la fagocitosis de mielina fueron incubados durante 4 horas a 37 °C en oscuridad 

con 3 µg de mielina conjugada a pHrodo según Gomez-Lopez et al., 2021 411. Luego de un lavado, 

se procedió al marcaje de las células con los anticuerpos mencionados previamente y al análisis 

por citometría de flujo utilizando el citómetro Attune NxT y el software FlowJo para la 

cuantificación.  
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Fagocitosis en cultivo celular de macrófagos derivados de la 

médula ósea 

Luego de la diferenciación de los precursores durante 7 días  se plaquearon las células en placas 

de 96 pocillos a una densidad de 75.000 células por pocillo durante 1 día en medio DMEM/F12 

completo con 20 ng/mL de M-CSF. Se realizó el tratamiento con CD200-X (5 o 100 µg/mL) y/o 

LPS (100 ng/mL) durante 24 horas. Luego las células se incubaron con 1.8 µg de mielina 

conjugada a pHrodo en medio DMEM/F12 completo con 5 ng/mL de M-CSF durante 1 hora. 

Finalmente, las células fueron levantadas con tripsina durante 30 minutos y analizadas en el 

citómetro Attune Nxt y el software FlowJo para la cuantificación. Las células se incubaron con 

DAPI (1:1000, Sigma D9542) durante unos segundos previos a la adquisición para evidenciar las 

células muertas.  

 

Procesamiento histológico 

Nervio ciático 
Los ratones fueron anestesiados profundamente con pentobarbital y se realizó la perfusión 

intracardíaca con 40 mL de paraformaldehído (PFA, Sigma) al 4% frío en buffer fosfato (PB) 0.1 

M. Se disecaron 10 mm del nervio ciático lesionado y sin lesionar desde la salida de la columna 

vertebral. Los nervios fueron post-fijados con PFA al 4% en 0.1 M PB durante 3 horas y luego de 

un lavado con PBS fueron crioprotegidos en solución de sacarosa (Sigma) al 30% en PBS a 4 

°C por al menos 48 horas. Posteriormente, las muestras fueron embebidas en un compuesto 

soluble en agua de glicoles y resinas (Tissue-Tek; Sakura) y se congelaron rápidamente en 

nitrógeno líquido. Las muestras de nervio ciático congeladas se cortaron en el criostato Leica 

CM1850 UV, y las secciones de 8 µm fueron colectadas en portaobjetos de vidrio gelatinizados 

y almacenadas a -20 °C hasta su posterior análisis.  

 

Para realizar la inmunofluorescencia sobre las secciones en portaobjetos, se dejaron 

descongelar las secciones a temperatura ambiente durante 30 minutos y luego de lavados con 

PBS y PBS + Tritón 1%, se procedió al bloqueo de las muestras durante 1 hora a temperatura 
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ambiente con PBS + 1% Tritón X-100 + 10% suero fetal bovino (FBS; GIBCO 10270-106). Se 

incubaron las secciones con los anticuerpos primarios rata anti-CD200 (1:100; Serotec 

MCA1958), conejo anti- S100β (1:150; Sigma SAB5700647), rata anti-Ly6G (1:200; Biolegend 

127601) y/o lectina de Lycopersicon esculentum (1:100; Sigma L9389) diluidos en PBS + 1% 

Tritón X-100 + 10% FBS durante toda la noche a temperatura ambiente. Luego de lavados con 

PBS + Tritón 1%, las secciones fueron incubadas con los correspondientes anticuerpos 

secundarios diluidos 1:400 en PBS + 1% Tritón X-100 + 10% FBS: anti-rata Alexa 488 

(Invitrogen), anti-conejo Alexa 633 (Invitrogen) o Streptavidina 660 (Invitrogen). Luego de lavados 

con PBS, las muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente con DAPI 

(1:1000, Sigma D9542). Finalmente, se montaron las muestras con glicerol 80% en PBS y se 

obtuvieron imágenes confocales utilizando el microscopio ZEISS LSM 880.  

 

El número total de neutrófilos en las secciones de nervio ciático fue determinado a 1 día post-

lesión por medio del conteo de células totales Ly6G+ en la sección. Luego de la incubación con 

los anticuerpos primarios y secundarios, se obtuvieron imágenes de epifluorescencia de toda la 

sección longitudinal de nervio ciático a 63x con el microscopio ZEISS LSM 800, y las imágenes 

individuales fueron juntadas para formar toda la sección de nervio. Tres secciones por animal 

fueron utilizadas para cuantificar el número de células Ly6G+. El conteo de células fue realizado 

con el software ImageJ y el número de células fue normalizado por el área total de la sección 

longitudinal del nervio ciático.  

 

Separación (teasing) de fibras nerviosas en nervio ciático 
Para la inmunofluorescencia de fibras aisladas, nervios ciáticos de ratones sin lesionar fueron 

disecados e inmersos inmediatamente en PFA al 4% en 0.1 PB durante 3 horas. Luego de 

lavados con PBS, el tejido de nervio ciático fue colocado sobre un portaobjetos gelatinizado y se 

procedió a la separación de las fibras nerviosas. En primer lugar,  el tejido fibroso perineural fue 

removido y los fascículos de fibras nerviosas fueron separadas progresivamente bajo lupa 

utilizando agujas (Alcon 8065446520). Se dejó secar el tejido para permitir la adherencia al 

portaobjetos y luego se procedió al bloqueo de las fibras nerviosas separadas con PBS + 1% 

Tritón + 10% FBS, por 1 hora a temperatura ambiente. Luego se incubaron con los anticuerpos 

primarios rata anti-CD200 (1:100; Serotec MCA1958) y conejo anti- S100β (1:150; Sigma 

SAB5700647) diluídos en PBS + 1% Tritón + 10% FBS durante toda la noche a temperatura 
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ambiente. Luego de los lavados con PBS + Tritón 1%, las fibras fueron incubadas con los 

anticuerpos secundarios anti-rata Alexa 488 (Invitrogen) y anti-conejo Alexa 633 (Invitrogen) 

diluidos 1:400 en PBS. Luego de los lavados con PBS, las muestras se incubaron con DAPI 

(1:1000, Sigma D9542) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se lavaron las 

muestras con PBS y se montaron utilizando glicerol 80% en PBS. Se obtuvieron imágenes 

confocales de las fibras separadas utilizando un microscopio confocal ZEISS LSM 880 y se 

analizaron posteriormente utilizando el software ImageJ.	 
 

Nervio tibial 
El nervio tibial fue colectado a los 28 dpl para el análisis de remielinización luego de la lesión de 

nervio ciático. Luego de la perfusión con PFA 4%, se disecaron los nervios tibiales a nivel del 

tobillo y post-fijados en glutaraldehído al 2% en 0.1M PB. Luego las muestras fueron incluidas en 

resina Epon para la preparación de cortes semifinos. Para ello, las muestras de tejido de nervio 

tibial fueron incluidas en una solución de osmio al 1.5% en PB durante 60 a 90 minutos. Luego 

de lavados con PB, las muestras fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de etanol 

hasta llegar al 100% de etanol. Posteriormente las muestras fueron incluidas en soluciones 

crecientes de resina en acetona, para luego dejar las muestras en resina durante toda la noche. 

Finalmente, se colocaron las muestras en los recipientes con resina para formar los bloques 

durante 48 horas a 60 °C y luego se dejaron enfriar a temperatura ambiente. Los cortes semifinos 

fueron realizados con el vibratomo Leica VT1000 y se colectaron secciones transversales del 

nervio tibial de 1 µm de grosor. Se realizó la tinción de las secciones con azul de metileno durante 

1 minuto. Se capturaron imágenes de toda la sección transversal del nervio tibial a 10x utilizando 

el microscopio Olympus CX41 con la cámara Media Cybernetics PLS-A662 acoplada a una 

computadora. Se obtuvieron por muestreo al azar imágenes a 100x que representaran al menos 

el 30% del área total transversal del nervio. Luego se cuantificó el área total de la sección 

transversal del nervio con las imágenes a 10x y se realizó el conteo de fibras mielínicas con las 

imágenes a 100x utilizando el software ImageJ. Finalmente se normalizó el número de fibras 

mielínicas de acuerdo con el área transversal del nervio.  
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Inervación de la piel 
La inervación de la piel fue evaluada por medio del análisis de densidad de fibras nerviosas 

presentes en la epidermis de las patas traseras. Para ello, se disecó el tejido de la piel de las 

patas traseras a los 28 días post-lesión de nervio ciático y sin lesionar, y se procesó el tejido de 

la misma manera que el nervio ciático hasta el paso de congelamiento del tejido. Previo al 

congelamiento del tejido, se disecó aún más el tejido de la piel para quedarse únicamente con la 

almohadilla plantar correspondiente para su posterior análisis. El tejido de la almohadilla fue 

cortado en criostato Leica en secciones de 70 µm que fueron colectadas en medio OLMOS y 

almacenados a -20 °C hasta su posterior análisis. Para realizar el marcaje por 

inmunofluorescencia de las secciones de piel de las patas traseras, en primer lugar se realizaron 

lavados con PBS para eliminar el medio OLMOS de las secciones y luego se bloqueó el tejido 

con PBS + 1% Tritón + 10% FBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego las secciones 

fueron incubadas durante 24 horas a 4°C con el anticuerpo primario de conejo anti-producto del 

gen de proteína 9.5 (PGP9.5, 1:500; Cedarlane CL7756AP), el cual marca las fibras nerviosas 

en la epidermis. Luego de lavados con PBS + Tritón 1%, las secciones fueron incubadas con el 

anticuerpo secundario de burro anti-conejo Cy3 (1:200; Millipore) durante 24 horas a 4°C. Luego 

de los lavados, se colocaron las secciones en portaobjetos gelatinizados y se montaron con 

glicerol 80% en PBS. Cinco secciones de cada muestra de piel fueron utilizadas para cuantificar 

las fibras nerviosas presentes en la epidermis de las almohadillas plantares. Las secciones de 

tejido fueron examinadas utilizando un microscopio Olympus IX81 y las imágenes de secciones 

longitudinales fueron adquiridas a 20x con la cámara AxioCam MRm Zeiss acoplada a una 

computadora. Para la cuantificación y posterior análisis de las imágenes se utilizó el software 

ImageJ. Se cuantificó el área total de la epidermis en cada sección y se contó el número de fibras 

nerviosas PGP9.5+. Finalmente se normalizó el número de fibras nerviosas de acuerdo al área 

total de la epidermis en cada sección. Se midieron tres secciones por muestra y se tomó el valor 

promedio de las tres secciones como el valor final de fibras por área de epidermis.  

Médula espinal 
El tejido de médula espinal se obtuvo de ratones hembras C57BL6/J, wt o CD200R1-KO a los 28 

días post contusión de médula espinal. El tejido se obtuvo de la misma manera como fue 

detallado previamente para el nervio ciático. Se disecaron 6 mm de médula espinal con el 

epicentro en la lesión. Las secciones de tejido transversales se realizaron con el crióstato Leica. 

Se realizaron 4 series de portaobjetos, en el cual se colocaron secciones transversales de 14 μm 
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de grosor, por lo que las secciones adyacentes en el mismo portaobjetos representan una 

separación de 140 μm de la médula espinal. Los portaobjetos con los cortes seriados de la 

médula espinal fueron almacenados a -20 °C hasta su posterior análisis.  

 

Bazo 
El bazo de ratones hembras wt o CD200R1-KO fue disecado luego de la perfusión del animal 

con PFA 4% a las 24 horas o 15 días post lesión de médula espinal. Luego del procesamiento 

de tejido ya mencionado para el tejido de nervio ciático, se hicieron secciones del tejido de bazo 

de 70 µm de grosor y se colocaron en medio OLMOS. Las secciones se almacenaron a -20 °C 

hasta su posterior análisis. Las fibras noradrenérgicas en el bazo fueron detectadas y 

cuantificadas por inmunofluorescencia para la tirosina hidroxilasa413. Luego de lavados con PBS 

para eliminar el OLMOS de las secciones de bazo, se realizó el bloqueo del tejido con PBS + 1% 

Tritón + 10% FBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente se incubaron las 

secciones en flotación con el anticuerpo primario conejo anti-tirosina hidroxilasa (Abcam, ab6211) 

diluído 1:100. Luego de lavados con PBS + Tritón 1%, se incubaron con el anticuerpo secundario 

de detección anti-conejo Alexa 633 (Invitrogen) diluído 1:400. Luego de lavados con PBS se 

colocaron las secciones en portaobjetos de vidrio gelatinizados y se montaron con glicerol 80% 

en PBS. Se adquirieron imágenes de epifluorescencia con el microscopio Zeiss LSM 800 a un 

aumento de 20x. Las imágenes de toda la sección del bazo fueron luego juntadas para formar 

una composición de todo el tejido. Utilizando el software ImageJ se cuantificó el área total de 

tejido de la sección y el área positiva para tirosina hidroxilasa determinando un único umbral de 

intensidad de fluorescencia. Se cuantificaron tres secciones por animal y se utilizó el valor 

promedio de área tirosina hidroxilasa positiva normalizada por el área total de tejido del bazo.   

 

Cuantificación del número de microglía en cerebro 
Para la cuantificación del número de células microgliales en el cerebro, se sacrificaron los ratones 

wt y CD200R1-KO a las 24 horas luego de la administración con LPS 2 mg/kg intraperitoneal. Se 

realizó la perfusión intracardíaca con 40 mL de PFA 4% frío en PB. Se disecó el cerebro y se 

post-fijó con PFA 4% durante 4 horas. Luego se crioprotegió el tejido con sacarosa 30% en PBS 

a 4 °C por al menos 48 horas. Posteriormente se realizaron secciones coronales del cerebro de 
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30 µm de espesor, se colocaron en medio OLMOS y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior 

procesamiento.  

 

Para cuantificar el número de microglía, se realizó la detección de microglía por 

inmunohistoquímica contra Iba-1. Para ello, se realizaron lavados con PBS para eliminar el 

OLMOS de las secciones de cerebro, se realizó el bloqueo del tejido con PBS + 1% Tritón + 10% 

FBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Previo a la incubación con los anticuerpos, se 

inactivó la peroxidasa endógena incubando a las secciones de tejido con metanol 70% en PBS 

30% y H2O2 2% durante 10 minutos. Posterior a los lavados con PBS + Tritón 1%, se incubaron 

las secciones en flotación con el anticuerpo primario conejo anti-Iba-1 (1:500, Wako 019-19741) 

durante toda la noche. Luego de lavados con PBS + Tritón 1%, se incubó el tejido con el 

anticuerpo secundario de detección anti-conejo HRP (1:250, Invitrogen). Luego de lavados con 

PBS, se incubaron las secciones con DAB 0,5mg/ml en PBS + H2O2 0.3% para revelar la 

marcación. Finalmente, se colocaron las secciones en portaobjetos de vidrio gelatinizados, se 

deshidrataron las muestras con concentraciones crecientes de etanol y xilol, y se montaron con 

medio DPX. Posteriormente, se adquirieron imágenes a 20x de la corteza cerebral adyacente y 

superior al hipocampo con el microscopio Olympus CX41 acoplado a la cámara Media 

Cybernetics PL-A662. Utilizando el software ImageJ, se cuantificó el número de células Iba-1+ en 

tres secciones por animal y se normalizó con el área total de tejido en la imagen. 

 

Análisis de limpieza de mielina en el tejido 
Para el análisis de la limpieza de mielina, se utilizaron secciones longitudinales de 8 µm de grosor 

de nervio ciático, así como también series de secciones de 14 µm de médula espinal y se realizó 

la tinción con Luxol Fast Blue (LFB; Sigma). Luego de deshidratar las muestras por el pasaje de 

alcoholes de concentración creciente, las secciones fueron incubadas durante toda la noche a 

37 ◦C con una solución de 1 mg/mL de LFB en etanol 95% y 0.05% de ácido acético. Luego, las 

secciones fueron lavadas con agua destilada antes de ser desteñidas con una solución de Li2CO3 

0.05% en agua destilada por 10 segundos. Luego de un breve pasaje por etanol 70%, las 

secciones fueron deshidratadas con concentraciones crecientes de alcohol y xilol para ser 

montadas en medio DPX (Sigma). Se adquirieron imágenes a 20x con el microscopio Olympus 

CX41 acoplado a la cámara Media Cybernetics PL-A662. Utilizando el software ImageJ, se 



99 

cuantificó el área LFB+ en tres secciones por animal y se normalizó con el área total de tejido en 

la imagen.  

Análisis de degradación de mielina en el tejido 
Para el análisis de la degradación de mielina, las secciones de nervio ciático fueron teñidas con 

Oil Red O (ORO, Sigma). Para ello, las secciones fueron incubadas en una solución con ORO al 

60% en alcohol isopropílico durante 10 minutos a temperatura ambiente y luego colocadas bajo 

agua corriente durante 30 minutos. Las secciones fueron luego montadas en glicerol 80% en 

PBS. Se adquirieron imágenes a 20x con el microscopio Olympus CX41 acoplado a la cámara 

Media Cybernetics PL-A662. Utilizando el software ImageJ, se cuantificó el área ORO+ en tres 

secciones por animal y se normalizó con el área total de tejido en la imagen. 

 

Análisis de parámetros sanguíneos 

Analizador hematológico 
Se realizó el análisis de parámetros sanguíneos por medio de un analizador hematológico a partir 

de una muestra de sangre de ratones wt o CD200R1-KO en condiciones normales, luego de una 

lesión de médula espinal o luego de la administración con LPS. Se colectó la sangre de la aurícula 

derecha en tubos con EDTA-2K (1:10, Wiener Lab QC-1898552-W), luego de que los ratones 

fueron anestesiados profundamente y previo al momento de realizar la perfusión intracardíaca. 

Las muestras de sangre fueron analizadas con el analizador hematológico Mindray-BC 5000 Vet. 

Análisis de la expresión génica  

Extracción y purificación de ARN mensajero 
Con el fin de evaluar los niveles de expresión génica para diferentes genes relacionados con la 

respuesta inflamatoria en los diferentes tejidos, se realizó la extracción de ARN de nervio ciático 

y de macrófagos derivados de médula ósea, se retrotranscribieron las muestras a ADN copia y 

luego se analizaron diferentes genes por PCR cuantitativa (qPCR). En primer lugar, los ratones 

fueron anestesiados profundamente con pentobarbital y se realizó la perfusión intracardíaca con 
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PBS frío para eliminar la sangre. Se disecaron los tejidos (nervio ciático, bazo y/o 8 mm de 

médula espinal centrado en la lesión) y fueron congelados inmediatamente con nitrógeno líquido. 

Luego, las muestras de nervio ciático fueron homogeneizadas en 500 µL de Trizol (SIGMA, 

T9424) mientras que las muestras de bazo y médula espinal fueron homogeneizadas en 800 µL 

de Trizol, utilizando el dispositivo T10 basic ULTRA-TURRAX (IKA) durante 1 minuto, 

manteniendo las muestras en hielo. Luego de una centrifugación a 13.000 xG durante 1 minuto, 

se procedió a la purificación de la fase acuosa utilizando el kit Direct-zol RNA MiniPrep Plus 

(Zymo Research, R2070). Para el caso de la extracción de ARN de BMDM, las células fueron 

lisadas en 300 µL de trizol y el procedimiento de aquí en más fue el mismo que para las muestras 

de tejido.  

 

Brevemente, luego de quedarse con el sobrenadante de la muestra homogeneizada en trizol, se 

mezcló con el mismo volumen de etanol 100%. Todo el volumen se cargó en las columnas del 

kit y se centrifugaron las columnas. Luego de un lavado con el buffer Wash del kit, se incubaron 

las columnas con 80 µL de ADNasa (6 U/µL) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Luego 

de lavados con el buffer Pre-wash, se realizó un lavado con el buffer Wash para eliminar todos 

los restos de los reactivos utilizados y se procedió a eluir el ARN retenido en la columna con 

agua libre de ARNasas y ADNasas. Las muestras de nervio ciático y de BMDM fueron eluidas 

en un volumen de 50 µL de agua, mientras que las muestras de bazo y médula espinal fueron 

eluidas con 80 µL de agua. Luego, se cuantificó la concentración de ARN y la pureza de las 

muestras utilizando el dispositivo Nanodrop o Quanterix. Luego se procedió a realizar la 

retrotranscripción de las muestras de ARN, teniendo en cuenta que todas las muestras 

analizadas por qPCR fueron procesadas simultáneamente para tener una cantidad de ADN copia 

similar.  

Retrotranscripción del ARN mensajero a ADN copia 
A modo de que todas las muestras tengan la misma concentración de ARN, se diluyeron todas 

las muestras de ARN a analizar en simultáneo con agua libre de ARNasas y ADNasas hasta la 

menor concentración presente en las muestras. Para la retrotranscripción se utilizó el kit M-MLV 

RT (Invitrogen, #28025-013). Se incubaron las muestras durante 5 minutos a 65 °C con una 

mezcla de nucleótidos (10 mM) y random primers (250 ng/µL). Luego fueron incubadas durante 

2 minutos a 37 °C con buffer First Strand 1X y DTT (0.1 M). Finalmente, las muestras fueron 
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incubadas con la enzima retrotranscriptasa M-MLV RT durante 10 minutos a 25 °C, 50 minutos 

a 37 °C y 15 minutos a 70 °C.  

Amplificación por PCR cuantitativa 
Con el fin de analizar los niveles de expresión génica en los diferentes tejidos, se analizaron las 

muestras de ADN copia por qPCR. TaqMan Fast Advanced Master Mix (Invitrogen, 4444557) fue 

añadido a las muestras de ADN copia, junto con las siguientes sondas: CD200 

(Mm00487740_m1), CD200R1 (Mm00491164_m1), IL1-β (Mm01336189_m1), IL-6 

(Mm00446190_m1), IL-10 (Mm01288386_m1), TGF-β (Mm00178820_m1), TNFα 

(Mm00443258_m1), INF-γ (Mm001168134_m1), CCL2 (Mm00441242_m1), CCL3 

(00441259_g1), CD68 (Mm00444543_m1). La reacción de amplificación fue realizada con el 

termiciclador QuantStudio 3 (Thermo-Fisher), siguiendo las siguientes condiciones de ciclado: 2 

minutos a 50 °C, 2 minutos a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 1 segundo a 95 °C y 20 segundos 

a 60 °C. La expresión relativa de cada gen se calculó utilizando las eficiencias de la PCR en 

tiempo real y la desviación del punto de cruce de una muestra desconocida frente a un control. 

El control endógeno GAPDH (Mm99999915_g1) se incluyó para estandarizar cada reacción con 

respecto a la integridad del ARN y como control de carga. 

Secuenciación de ARN y análisis transcripcional 
Para el análisis transcripcional, siguiendo el protocolo detallado anteriormente, se realizó la 

extracción de ARN total de uno de los hemisferios cerebrales. Los ratones se sacrificaron a las 

16 horas de la administración i.p. de LPS (2 mg/kg masa corporal) o vehículo (PBS). Se utilizaron 

ratones hembra wt y CD200R1-KO de 12 semanas de edad, con un tamaño de muestra de cuatro 

animales por grupo experimental. Luego de la extracción, se determinó la calidad del ARN con 

el dispositivo NanoDrop ND-1000 (Thermo-Fisher). Las muestras de ARN fueron enviadas a 

Macrogen (Corea del Sur) para su secuenciación. Se utilizó el kit de preparación de muestras 

TruSeq Stranded mRNA LT de Illumina para la construcción de la biblioteca y se obtuvieron 

lecturas pareadas (150x2 pares de bases) mediante secuenciación Illumina. El posterior análisis 

de los resultados de secuenciación fue realizado en conjunto con Natalia Rego de la Unidad de 

Bioinformática del Institut Pasteur de Montevideo. Se utilizó BBduk414 para recortar las lecturas. 

La calidad de las secuencias crudas y procesadas se evaluó con FastQC v0.11.9415 y MultiQC 

v1.11416. Se utilizó STAR417 para mapear las lecturas al genoma del ratón utilizando el genoma y 

anotaciones de referencias de Genconde M32 (ensamblaje primario GRCm39); el alineamiento 
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se realizó utilizando las opciones estándar de ENCODE418. Los perfiles de expresión a nivel 

génico se obtuvieron utilizando FeatureCounts v2.0.1419 con las opciones -p -s 2 -M--fraction.  

 

Sobre las matrices de expresión obtenidas, se utilizó el paquete DESeq2 v1.36.0 de R para 

normalizar los datos, corregir por la profundidad de secuenciación de las bibliotecas y realizar 

pruebas de expresión diferencial. Se realizó un prefiltrado mínimo de la matriz para conservar 

sólo los genes que tenían al menos 10 lecturas. Se realizaron análisis de componentes 

principales con los paquetes de R FactoMineR v2.4420 y factoextra v1.0.7, usando los datos 

transformados por estabilización de varianza (vst, blind=TRUE) y seleccionando los 500 genes 

más variables. Para estimar los cambios en los niveles de expresión entre los genotipos wt y 

CD200R1-KO y su significancia estadística, se utilizó la prueba de Wald con el diseño 

“tratamiento + genotipo”, tanto para la hipótesis |log2FC|>0 como |log2FC|>1. Se realizó una 

corrección del tamaño del efecto estimado (log2FC) mediante el método apeglm421 implementado 

en DESeq2. Para la corrección de las pruebas múltiples, se utilizó un enfoque estratificado de 

falsos descubrimientos con p-valores corregidos por Benjamini-Hochberg. Definimos como 

genes diferencialmente expresados aquellos que presentaban un valor de p corregido por FDR 

<0.1 y abs(log2FC corregido por apeglm)>0.35, umbral que implica un tamaño mínimo de efecto 

del 25% aproximadamente. El gráfico de volcán se produjo con el paquete R/Bioconductor 

EnhancedVolcano v1.14.0. Se realizó el análisis de sobre-representación de las vías de Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)422 y Gene Ontology (dominio de Procesos 

Biológicos - GO:BP)423, usando los paquetes de R/Bioconductor ClusterProfiler, enrichplot, y 

org.Mm.eg.db.  

Procesamiento de datos y análisis estadístico 
Los datos en las gráficas de columnas se muestran como el promedio ± el desvío estándar (SD), 

mientras que en las gráficas de puntos a diferentes tiempos se muestran como el promedio ± el 

error estándar de la media (SEM). Para los análisis estadísticos donde se compararon los 

genotipos frente a otra variable independiente, se utilizó el test de ANOVA de dos vías seguido 

del test post-hoc de Bonferroni. Para los datos experimentales con más de un grupo experimental 

y una variable independiente se utilizó el test de ANOVA de una vía seguida del test post-hoc de 

Bonferroni o de Tukey. Para la comparación de las diferencias de promedios de dos grupos 

experimentales se utilizó el test t de Student de dos colas. Un valor de p ≤ 0.05 fue considerado 

como estadísticamente significativo.  
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RESULTADOS 

Capítulo 1 / Objetivo específico 1: Rol de CD200-
CD200R1 en una lesión de nervio periférico 
En primer lugar, nos planteamos estudiar el rol de la interacción entre el ligando CD200 y el 

receptor CD200R1 en el sistema nervioso periférico en condiciones normales y luego de una 

lesión traumática. Este abordaje nos brinda la oportunidad de adentrarnos en una comprensión 

más profunda de los mecanismos que subyacen a la degeneración Walleriana y la regeneración 

del SNP. Al aumentar nuestro entendimiento de estos procesos, podemos evidenciar las 

diferencias clave entre las respuestas a una lesión en el SNP y el SNC, que en última instancia 

contribuyen a promover la regeneración del tejido nervioso tras un trauma y una recuperación 

eficaz y parte de los resultados de este trabajo fueron publicados recientemente148. 

 

Caracterización de la expresión de CD200 y CD200R1 en el nervio 

ciático normal y luego de una lesión traumática 
 

Expresión de CD200 en nervio ciático 

 

Estudios previos demostraron la presencia por inmunohistoquímica de CD200 en nervio ciático 

de rata sin lesionar, principalmente en las células de Schwann, y un descenso a los 7 dpl147. 

Teniendo esto en cuenta, nos planteamos profundizar en la caracterización de la expresión de 

CD200 en nervio ciático de ratón en condiciones normales y a diferentes tiempos post-lesión. 

Para ello, realizamos inmunofluorescencia de secciones longitudinales de nervio ciático sin 

lesionar, utilizando anticuerpos que reconocen a CD200 en conjunto con otros marcadores para 

evidenciar qué tipo celular y/o estructura es el que expresa CD200. En primer lugar, marcamos 

CD200 en conjunto con S100-β, el cual es utilizado como marcador de células de Schwann en 

el SNP, con el fin de confirmar la presencia de CD200 en este tipo celular162. Por un lado, 
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observamos la presencia de CD200 en estructuras en donde se evidencia una interrupción de la 

vaina de mielina con S100-β, sugiriendo la presencia de CD200 en los nodos de Ranvier (flechas 

en la Figura 25 A-C), como fue descrito previamente. Sin embargo, observamos a su vez la 

presencia de CD200 en estructuras negativas para S100-β, señaladas con las puntas de flechas 

en la Figura 25 A-C. Se ha reportado que las células endoteliales expresan CD200 en altos 

niveles108, por lo tanto, nos propusimos analizar si estas estructuras CD200+/S100-β- 

correspondían a vasos sanguíneos, también teniendo en cuenta la morfología alargada 

observada de estas estructuras en las inmunofluorescencias. Para ello, utilizamos la lectina de 

tomate, la cual se une a las células endoteliales, y observamos una co-localización de CD200 

con estas estructuras (Figura 25 D-F), por lo que confirmamos la presencia de CD200 en las 

células endoteliales presentes en el nervio ciático sin lesionar. Luego, para caracterizar en mayor 

detalle la localización de CD200 en las células de Schwann y en los diferentes dominios que 

éstas presentan, realizamos la técnica de “teasing” de fibras nerviosas del nervio ciático sin 

lesionar. Esta técnica nos permite aislar una única fibra nerviosa, permitiendo un mayor detalle 

de las diferentes regiones de ésta424. Por medio de esta técnica confirmamos la presencia de 

CD200 en los nodos de Ranvier (flechas en Figura 25 G-I) al igual que en las 

inmunofluorescencias de secciones longitudinales del nervio ciático. Sin embargo, esta técnica 

nos permitió evidenciar la presencia de CD200 en las incisuras de Schmidt-Lanterman (puntas 

de flecha en Figura 25 G-I). 
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Figura 25. Localización de CD200 en el nervio ciático en condiciones normales. (A-F) En las 
imágenes se observa un plano confocal de 1 µm de inmunofluorescencia en secciones longitudinales de 
nervio ciático sin lesionar. CD200 (en amarillo) se observa en los nodos de Ranvier (flechas) y en los vasos 
sanguíneos (puntas de flecha). S100-β (en magenta) es expresado por las células de Schwann, mientras 
que la lectina de tomate (en magenta) es un marcador de células endoteliales. (G-I) Imágenes de un plano 
confocal de 1 µm de inmunofluorescencia de fibras de nervio ciático sin lesionar “teased”. Se observa la 
presencia de CD200 en los nodos de Ranvier (flechas) y en las incisuras de Schmidt-Lanterman (puntas 
de flecha). Escala: 30 µm. 
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En una siguiente instancia, nos propusimos analizar en detalle la dinámica temporal y espacial 

de los cambios de expresión de CD200 luego de una lesión de nervio por aplastamiento. Para 

ello, analizamos la presencia de CD200 en el nervio ciático por PCR cuantitativa e 

inmunofluorescencia a 1, 7, 14 y 28 dpl (Figura 26). Por PCR cuantitativa observamos un 

descenso leve pero rápido en la expresión de CD200 a las 24 horas post-lesión que se mantiene 

hasta los 7 dpl (Figura 26 A), lo que concuerda con lo observado por Chang et al.147 por 

inmunofluorescencia a los 7 dpl. A los 14 dpl observamos un aumento en la expresión de CD200 

que se mantiene en altos niveles hasta los 28 dpl cuando comparamos con los valores a 1 y 7 

dpl, mientras que cuando comparamos con la condición naïve observamos una tendencia a 

duplicar la expresión de CD200 (p = 0.06, ANOVA de una vía seguido de test post-hoc de 

Bonferroni). Por inmunofluorescencia confirmamos el descenso a las 24 horas post-lesión en 

segmento distal del nervio lesionado (Figura 26 B). A las 24 horas post-lesión, no detectamos 

CD200 en vasos sanguíneos, pero sí en los nodos de Ranvier, sugiriendo que el descenso de 

CD200 a las 24 horas post-lesión puede deberse a la pérdida de CD200 en los vasos sanguíneos 

y no en las células de Schwann. A los 7 dpl se observa un leve aumento, comparado con las 24 

horas post-lesión, en la presencia de CD200 principalmente en estructuras que se asemejan a 

vasos sanguíneos.  A los 14 dpl confirmamos el aumento de la presencia de CD200 en el nervio 

ciático observado por PCR cuantitativa.  

 

 

A B 

Sin lesión 1 dpl 

7 dpl 14 dpl 
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Figura 26. Cambios en la expresión de CD200 luego de una lesión de nervio ciático por 
aplastamiento. (A) La expresión de CD200 en el nervio ciático evaluada por PCR cuantitativa en tiempo 
real, disminuye a las 24 horas post-lesión y permanece en bajos niveles a los 7 dpl. A los 14 dpl se observa 
un aumento que se mantiene hasta los 28 dpl (ANOVA de una vía seguida de la prueba post hoc de 
Newman-Keuls *p < 0.05, **p < 0.01; n=3-4 animales por punto de tiempo) (B) A nivel del tejido del nervio 
ciático lesionado, por inmunofluorescencia para CD200 (en amarillo) se observa una disminución a las 24 
horas post-lesión, principalmente por la pérdida de CD200 en vasos sanguíneos. A los 14 dpl se observa 
un aumento en la marca para CD200 en concordancia con lo observado por PCR cuantitativa.  
 

 

Análisis de la expresión de CD200R1 en nervio ciático 

 

Previo a la publicación de nuestro grupo148, no se había analizado la dinámica temporal de 

CD200R1 en nervio ciático antes y después de una lesión, así como tampoco el rol de este 

receptor en los procesos que ocurren tras la lesión. Al igual que lo que ocurre con otros 

inmunoreceptores que se encuentran en muy baja proporción en las células, y considerando que 

en condiciones normales, la presencia de células mieloides en el tejido que puedan expresar 

CD200R1 es escasa y se reduce a unos pocos macrófagos residentes425, la detección del 

receptor CD200R1 por inmunofluorescencia en el tejido del nervio ciático presenta muchas 

complicaciones. Por lo tanto, nos propusimos analizar la dinámica de expresión de CD200R1 en 

el tejido de nervio ciático por PCR cuantitativa y por citometría de flujo, las cuales permiten 

evidenciar con mayor precisión la presencia de CD200R1. En primer lugar, por PCR cuantitativa 

analizamos los cambios en la expresión de CD200R1 en el nervio ciático sin lesionar y a 1, 7, 14 

y 28 dpl (Figura 27 A). Después de la lesión se observó una tendenci al aumento de la expresión 

de CD200R1, principalmente a los 14 dpl cuando comparamos con la condición naïve (p = 0.06, 

ANOVA de una vía con test post-hoc de Bonferroni), donde aumentó 19 veces en comparación 

con la condición basal. Luego, nos propusimos determinar en mayor detalle cuáles son las 

poblaciones celulares que expresan CD200R1 en el nervio lesionado y su dinámica espacio-

temporal. Mediante citometría de flujo, fue analizada la presencia de CD200R1 en las 

poblaciones de macrófagos y neutrófilos luego de la lesión, ya que comprenden las principales 

poblaciones del sistema inmune que ingresan al tejido nervioso participando activamente en la 

degeneración Walleriana426,427. Observamos un rápido ingreso de neutrófilos y macrófagos al 

nervio lesionado como ya se describió anteriormente. Mientras que los neutrófilos rápidamente 
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disminuyeron en número encontrándose en bajos números a los 5 dpl, la población de 

macrófagos continuó aumentando en número hasta alcanzar el pico máximo a los 5 dpl. Luego, 

a los 14 dpl la población de macrófagos disminuye pero permanece en niveles más altos que en 

condiciones normales sin lesionar. Al analizar la presencia de CD200R1 en la población de 

macrófagos residentes, es decir en el nervio en condiciones normales, observamos que a pesar 

de que se encuentran en baja cantidad, alrededor de un 60% de estos macrófagos residentes en 

el nervio son CD200R1+. Interesantemente, esta proporción de macrófagos CD200R1+ se 

mantiene constante luego de la lesión (Figura 27 C). A su vez, la medida de la mediana de 

intensidad de fluorescencia para CD200R1 en la población de macrófagos, nos permitió 

evidenciar que luego de la lesión, los macrófagos presentes en el nervio expresan una menor 

cantidad de CD200R1 que los macrófagos residentes en condiciones normales (Figura 27 D). En 

conjunto, estos resultados sugieren que a pesar de que la proporción de macrófagos que 

expresan CD200R1 se mantiene constante, luego de la lesión los macrófagos expresan una 

menor cantidad de CD200R1. Sin embargo, dado que ingresa una gran cantidad de macrófagos 

y neutrófilos al tejido nervioso lesionado, observamos un aumento neto en los niveles de 

expresión de CD200R1 en el tejido de nervio por PCR cuantitativa. En cuanto a la población de 

neutrófilos, observamos que a las 24 horas post-lesión, aproximadamente un 10% de los 

neutrófilos expresan CD200R1 (datos no mostrados en gráficos).  
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Figura 27. Expresión de CD200R1 ARNm en nervio en condiciones normales y luego de una lesión 
por aplastamiento. (A) Estrategia de selección de las poblaciones de macrófagos y neutrófilos en el nervio 
por citometría de flujo. Se muestran histogramas representativos de la marca de CD200R1 en comparación 
con el isotipo control en la población de macrófagos y neutrófilos. (B) Expresión de CD200R1 a nivel de 
ARNm aumenta después de la lesión. (C) Cuantificación del número total de macrófagos y neutrófilos en 
el nervio ciático sin lesionar (naïve) y a 1, 5 y 14 dpl. (D) Porcentaje de macrófagos que expresan CD200R1 
en condiciones naïve y a 1, 5 y 14 dpl. (E) Mediana de intensidad de fluorescencia de CD200R1 expresado 
en macrófagos (ANOVA de una vía seguida de la prueba post hoc de Bonferroni **p < 0.01, ***p < 0.001; 
n=2-3 animales por punto de tiempo). 
 

Efecto del bloqueo de CD200R1 in vivo luego de una lesión de 

nervio ciático 
 

Considerando los resultados previos, observamos que la interacción CD200-CD200R1 presenta 

cambios temporales en el nervio ciático luego de una lesión y que estas proteínas se encuentran 
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presentes en los principales tipos celulares que participan en el proceso de degeneración 

Walleriana, sugiriendo un posible rol de esta interacción en la regulación de los eventos que 

ocurren luego de una lesión. Por lo tanto, nos propusimos profundizar en el rol de CD200-

CD200R1 en los procesos que forman parte de la degeneración Walleriana y en la regeneración 

y recuperación luego de una lesión por aplastamiento.       

 

Con este fin, realizamos lesiones por aplastamiento y seguidamente inyectamos en el sitio de la 

lesión un anticuerpo que se une y bloquea al receptor CD200R1, impidiendo su interacción con 

el ligando CD200. Se ha demostrado que este anticuerpo se une a CD200R1 en ratones C57BL/6 

y que previene la señal inhibitoria correspondiente406. Luego de realizar una única administración 

del anticuerpo bloqueante y de realizar la lesión por aplastamiento, analizamos en mayor 

profundidad si este bloqueo tiene un impacto en la respuesta inflamatoria luego de la lesión en 

el marco del proceso de degeneración Walleriana, así como también evaluar si esto tiene un 

efecto a nivel de la regeneración del tejido y la recuperación de las funciones locomotoras luego 

de la lesión.  

Impacto sobre  la respuesta inflamatoria al bloquear CD200R1 a nivel local 

luego de una lesión de nervio ciático 

 

En primer lugar, evaluamos si el bloqueo de CD200R1 luego de la lesión del nervio ciático, genera 

un cambio en el perfil de expresión de citoquinas de forma aguda a las 24 horas post-lesión. Por 

medio del análisis de PCR en tiempo real, observamos, según lo esperado, que la lesión por 

aplastamiento generó un aumento significativo de IL-1β, TNF-α, IL-6, CCL2 y CCL3 a las 24 

horas de la lesión en el grupo tratado con vehículo (Figura 28). Sin embargo, no se observó un 

aumento significativo de IL-1β, TNF-α e IL-6 en los nervios de ratones administrados con anti-

CD200R. A pesar de esto, no se observaron diferencias significativas en la expresión de las 

citoquinas analizadas entre el grupo administrado con vehículo o con anti-CD200R1. 
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Figura 28. Análisis por PCR cuantitativa en tiempo real del tejido de nervio ciático a 24 horas post-
lesión para evaluar el efecto del bloqueo de CD200R1 en la expresión de citoquinas. Se observó un 
aumento significativo en los niveles de IL1-β (A), TNF-α (B) e IL-6 (C) a las 24 horas post-lesión en los 
nervios de animales administrados con vehículo pero no se observa un aumento significativo en los 
animales del grupo con anti-CD200R1. No se observan diferencias significativas en los niveles de 
expresión de TGF-β (D), IL-10 (E) y CD68 (F) entre las condiciones analizadas. Se observó un aumento 
significativo en los niveles de expresión de CCL2 y CCL3 luego de la lesión tanto para el grupo control 
como para el grupo con anti-CD200R1, pero no se observaron diferencias significativas al bloquear 
CD200R1 en comparación con el grupo control. (Test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguida de la 
prueba post hoc de Bonferroni; **p≤0.01 vs grupo Naïve) 
 

 

Para profundizar en los posibles efectos del bloqueo de CD200R1 en el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria luego de la lesión de nervio ciático, analizamos la dinámica temporal de las 

poblaciones de macrófagos y neutrófilos en el nervio a las 24 horas post-lesión, así como también 
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posibles efectos sobre el fenotipo de estos tipos celulares, por citometría de flujo e 

inmunofluorescencia del tejido de nervio ciático. La estrategia de selección de poblaciones a 

partir de una muestra de tejido de nervio ciático lesionado por citometría de flujo se muestra en 

la Figura 29 A. La administración de anti-CD200R1 inmediatamente después de la lesión del 

nervio ciático, generó una disminución en el número de macrófagos presentes en el parénquima 

nervioso a las 24 horas post-lesión (Figura 29 A) con respecto al grupo control. Con el fin de 

analizar el fenotipo de estos macrófagos presentes en el tejido, analizamos por citometría de flujo 

la presencia de los marcadores pro-inflamatorios Ly6C428,429 y CD16/32430,431, así como también 

el marcador CD206 el cual se ha asociado a un fenotipo más anti-inflamatorio325. No observamos 

diferencias en la proporción de macrófagos que expresan los marcadores pro-inflamatorios Ly6C 

y CD16/32 (Figura 29 B) entre el grupo administrado con el anti-CD200R1 y el grupo control. Sin 

embargo, el bloqueo de CD200R1 generó un aumento en la proporción de macrófagos CD206+ 

a las 24 horas post-lesión en el nervio ciático (Figura 29 B), sugiriendo que el bloqueo de 

CD200R1 promueve la presencia de macrófagos con fenotipo regenerativo a tiempos tempranos.  

 

En cuanto a la población de neutrófilos, por citometría de flujo no observamos diferencias 

significativas en el número de células en el tejido lesionado a las 24 horas post-lesión a causa 

de la administración de anti-CD200R1 en comparación con la administración de vehículo (Figura 

29 C). Sin embargo, por inmunofluorescencia del tejido de nervio ciático lesionado, utilizando un 

anticuerpo que reconoce Ly6G, que se utiliza para reconocer neutrófilos tanto por citometría de 

flujo como por inmunofluorescencia, observamos que el bloqueo de CD200R1 redujo de manera 

significativa el número de neutrófilos en el nervio lesionado (Figura 29 D y E).  
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Figura 29. El bloqueo de CD200R1 promueve una menor infiltración de macrófagos y neutrófilos en 
el nervio ciático a las 24 horas post-lesión. (A) El análisis por citometría de flujo del tejido de nervio 
ciático a las 24 horas post-lesión permitió evidenciar un menor número de macrófagos en el nervio 
lesionado a causa del bloqueo de CD200R1 (Prueba t de Student; *p≤0.05 vs Vehículo). (B) La 
administración de anti-CD200R1 en el nervio no tuvo efecto en la proporción de macrófagos Ly6C+ y 
CD16/32+, sin embargo el bloqueo de CD200R1 generó que haya una mayor proporción de macrófagos 
CD206+ en el nervio ciático a las 24 horas post-lesión (Prueba t de Student; *p≤0.05 vs Vehículo). (C) Por 
citometría de flujo no se observa una diferencia significativa en el número de neutrófilos a las 24 horas 
post-lesión por la administración de anti-CD200R1 (Prueba t de Student vs Vehículo). (D) A través de la 
cuantificación de células Ly6G+ en secciones de nervio ciático por inmunofluorescencia se observó un 
menor número de neutrófilos en el nervio ciático a las 24 horas post-lesión en animales del grupo con anti-
CD200R1 en comparación con el grupo control. (Prueba t de Student; *p≤0.05 vs Vehículo). (E) 
Inmunofluorescencia representativa utilizando anti-Ly6G (en amarillo) y DAPI (en violeta), para evidenciar 
neutrófilos en secciones de nervio a las 24 horas post-lesión. Se observan los núcleos polilobulados 
característicos de los neutrófilos en las células Ly6G+ (barra de calibración: 100 µm). 
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Luego analizamos el efecto del bloqueo de CD200R1 en la respuesta inflamatoria a tiempos más 

tardíos luego de una lesión traumática de nervio ciático, con el fin de determinar si al afectar la 

respuesta de manera aguda, se ven modificados los procesos de la degeneración Walleriana en 

tiempos más tardíos. En primer lugar, analizamos la infiltración de macrófagos a los 7 dpl, debido 

a su relevancia como momento crucial en la respuesta inflamatoria al encontrarse el mayor 

número de macrófagos en el tejido. A su vez constituye un momento bisagra en la respuesta 

inflamatoria ya que comienzan a ocurrir cambios que dirigen la respuesta hacia la reparación y 

resolución316,326. Por citometría de flujo, no observamos diferencias significativas en el número 

de macrófagos a los 7 dpl en los nervios inyectados con anti-CD200R1 en comparación con los 

administrados con vehículo (Figura 30 A). A su vez, tampoco se observaron diferencias en la 

proporción de macrófagos Ly6C+ y CD16/32+, considerados marcadores de fenotipo pro-

inflamatorio, así como tampoco en la proporción de macrófagos CD206+, considerado un 

marcador de fenotipo resolutivo (Figura 30 B). Inclusive, cuando evaluamos el número de 

macrófagos en el tejido a los 28 dpl por inmunofluorescencia, no encontramos una diferencia 

significativa a causa del bloqueo de CD200R1 al momento de la lesión (Figura 30 C y D). Esto 

nos llevó a considerar que el efecto del bloqueo de CD200R1 al momento de la lesión genera 

cambios en la respuesta inflamatoria temprana y de forma aguda, pero que no altera los procesos 

inflamatorios que ocurren más tardíamente en el proceso de degeneración Walleriana. Sin 

embargo, no podemos descartar que la falta de efecto luego de administrar el anticuerpo 

bloqueante también se deba a efectos compensatorios de otros inmunoreceptores y vías 

intracelulares que permiten mantener la robustez de estos procesos a pesar de la falta de 

señalización por parte de un receptor.  
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Figura 30. Análisis de la respuesta inflamatoria tardía a los 7 y 28 días post-lesión de nervio ciático. 
(A) El análisis de tejido de nervio ciático a los 7 dpl muestra que no hay diferencias significativas en el 
número de macrófagos en el nervio lesionado luego de una semana post-lesión cuando se bloquea 
CD200R1 de forma aguda en el momento de la lesión. (B) Este bloqueo tampoco modifica el fenotipo de 
los macrófagos a los 7 dpl en el nervio ciático ya que no se observan diferencias significativas en la 
proporción de macrófagos Ly6C+, CD16/32+ o CD206+ por citometría de flujo.  (E) Inmunofluorescencia 
representativa de una sección distal de nervio ciático a los 28 dpl, utilizando anti-CD68 (en amarillo) y DAPI 
(en magenta). Se observan macrófagos, con su característico aspecto “espumoso” debido a la cantidad 
de productos de fagocitosis en su citoplasma. Barra de calibración: 100 µm. (D) No se observa una 
diferencia significativa en el número de macrófagos CD68+ en el nervio lesionado a los 28 dpl a causa del 
bloqueo de CD200R1 al momento de la lesión. (Test t de Student vs Vehículo) 
 

 

A B 

C D 

αC
D6

8 
28

 d
pl

 

CD68 / DAPI 

Ly6C CD16/32 CD206
0

20

40

60

80

100

Marcadores de 
macrófagos a 7 dpl

%
 d

e 
m

ac
ró

fa
go

s 
+

Vehículo
anti-CD200R1



116 

Análisis de la limpieza de mielina en el nervio ciático luego del bloqueo de 

CD200R1 

Posteriormente, exploramos si este patrón de respuesta inflamatoria, que se encuentra alterado 

en las etapas iniciales, pero vuelve a la normalidad en etapas posteriores, ejerce algún efecto 

sobre otros factores que influyen en el proceso de degeneración Walleriana. Entre ellos, la 

limpieza de los restos de mielina es un proceso fundamental para lograr una regeneración y 

recuperación funcional exitosa, que dependen en gran medida de la respuesta inflamatoria en el 

transcurso de la primera semana. En una primera instancia analizamos la presencia de mielina 

a 1, 3, 7 y 28 dpl en el tejido de nervio lesionado, con el fin de evaluar si el bloqueo de CD200R1 

tiene un impacto en la dinámica temporal de la limpieza de mielina y la formación de nuevas 

fibras mielínicas. Para ello, por medio de la tinción de Luxol Fast Blue evaluamos el área de 

mielina en el tejido del nervio lesionado a diferentes tiempos post-lesión. No observamos 

diferencias significativas en el área de mielina en los diferentes tiempos post-lesión analizados 

entre los nervios a los cuales se les administró anti-CD200R1 o vehículo (Figura 31 A y B), lo 

cual concuerda con la respuesta inflamatoria normal evidenciada previamente a los 7 y 28 dpl. 

En una segunda instancia analizamos la presencia de lípidos neutros a 7 dpl por medio de la 

tinción con Oil Red O de los nervios lesionados (Figura 31 C y D). Esta tinción nos permite 

analizar la acumulación de gotas de lípidos neutros y por lo tanto podemos evaluar la degradación 

de lípidos432,433. Tampoco observamos diferencias significativas en la acumulación de lípidos a 

los 7 dpl, sugiriendo que el bloqueo agudo de CD200R1 al momento de la lesión no tiene un 

efecto significativo sobre la desmielinización y remielinización durante el proceso de 

degeneración Walleriana. Sin embargo, la falta de diferencias significativas a nivel histológico no 

implica directamente que no tiene efecto a nivel del funcionamiento fisiológico de las fibras 

nerviosas presentes en el nervio lesionado, por lo que nos planteamos determinar si estas 

alteraciones en la respuesta inflamatoria aguda tienen un efecto a nivel de la recuperación 

funcional que se relaciona, no solo con la regeneración de las fibras nerviosas dañadas, sino que 

también con la capacidad de estas fibras de cumplir su función normal.  
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Figura 31. El bloqueo agudo de CD200R1 no tiene efecto en la limpieza de mielina, así como 
tampoco en la población de macrófagos en el nervio ciático lesionado a los 7 dpl. (A) Imagen 
representativa de una sección de nervio ciático teñido con Luxol Fast Blue condiciones normales (basal) y 
a los 7 dpl. Barra de calibración: 50 µm. (B) La cuantificación de área de mielina teñida con Luxol Fast 
Blue (LFB) a 1, 3, 7 y 28 dpl permitió evidenciar que el bloqueo de CD200R1 al momento de la lesión no 
tiene efecto en la limpieza de la mielina (ANOVA de dos vías). (C) Imagen representativa de una sección 
de nervio ciático a los 28 dpl teñida con Oil Red O. Barra de calibración: 50 µm. (D) El bloqueo de CD200R1 
no tiene efecto en la degradación de lípidos neutros luego de la lesión ya que no se observan diferencias 
significativas en el porcentaje del área de nervio teñida con Oil Red O (ORO) (Test t de Student). 

 

Limitación en la recuperación de las funciones luego de una lesión de nervio 

ciático a causa del bloqueo de CD200R1 localmente 

 

Con el fin de determinar el impacto del bloqueo agudo de CD200R1 localmente sobre la 

recuperación motora de la pata lesionada a través del análisis de la pisada al caminar, lo que 
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permite calcular el índice funcional del ciático. Este índice fue desarrollado para ratas434 y 

adaptado para ratones407. Realizamos el seguimiento luego de la lesión evaluando el índice a 1, 

3, 5, 7, 10, 14, 17, 21 y 28 dpl (Figura 32). Luego de una lesión por aplastamiento, el índice 

funcional del ciático disminuye un 95% comparado con el valor previo a la lesión, manteniéndose 

en bajos niveles hasta los 14 dpl, donde se observa una mejora muy marcada abrupta. Luego la 

tasa de mejoría continúa en aumento hasta los 28 dpl, aunque en menor medida, hasta llegar a 

un valor similar al previo a la lesión. Interesantemente, observamos que cuando bloqueamos 

CD200R1 por medio de la administración del anticuerpo bloqueante en el nervio ciático al 

momento de la lesión, los ratones tienen una peor recuperación de las funciones locomotoras 

cuando comparamos con los ratones a los cuales se les administró vehículo (Figura 32). Esta 

diferencia se hace más evidente a partir de los 17 dpl.  

 

 
 
Figura 32. El bloqueo de CD200R1 en el nervio ciático promueve una peor recuperación de las 
funciones luego de una lesión por compresión. En la parte superior se muestran imágenes 
representativas de las pisadas de la pata lesionada en el tiempo. La recuperación de las funciones luego 
de la lesión de nervio se evaluó a través del índice funcional del nervio ciático en el cual se analizan 
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parámetros de la pisada de las patas traseras al caminar. Los valores se muestran normalizados para cada 
ra´ón con respecto a la medida del índice basal previa a la lesión. El seguimiento de los ratones lesionados 
hasta los 28 dpl permitió evidenciar que el bloqueo de CD200R1 por medio de la administración de un 
anticuerpo al momento de la compresión promueve una peor recuperación funcional. (ANOVA de dos vías, 
tratamiento p = 0.002, interacción p = 0.03, test post-hoc  de Bonferroni * p≤0.05; n = 9 vehículo n = 8 
αCD200R1).  
 

Reinervación de la piel y regeneración no se ven afectadas al bloquear 

CD200R1 localmente luego de la lesión de nervio ciático  

 

A su vez, evaluamos la reinervación de la piel, analizando la cantidad de fibras PGP9.5+ en la 

epidermis de las almohadillas de las patas traseras lesionadas y sin lesionar (Figura 33 A). A los 

28 dpl observamos un número significativamente menor de fibras PGP9.5+ a nivel de la 

epidermis en los dos grupos con lesión, sin que haya diferencias entre los tratamientos (Figura 

33 B), sugiriendo que el bloqueo de CD200R1 no generó un impacto sobre la regeneración de 

estas fibras sensitivas a nivel de las patas. A su vez, evaluamos el número de fibras nerviosas 

mielínicas en el nervio tibial, con el fin de evaluar la regeneración y remielinización de los axones 

en una región que se encuentra distal a la lesión (Figura 33 C). Este análisis reveló una 

disminución en el número de fibras mielínicas en el nervio tibial después de 28 días de la lesión 

con ambos tratamientos en comparación con la condición sin lesión. Esto indica que, a pesar de 

la recuperación funcional evaluada por el índice funcional del ciático se asemeja mucho a los 

valores iniciales al mes de la lesión, la regeneración axonal y la mielinización no alcanzaron su 

estado inicial (Figura 33 D). También podemos evidenciar que el bloqueo de CD200R1 al 

momento de la lesión no tiene un efecto sobre el número de fibras mielínicas a los 28 dpl, 

apoyando lo observado con el análisis de la reinervación de la piel. 
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Figura 33. Cuantificación de la reinervación de la piel de las patas traseras inervadas por el nervio 
ciático. (A) Imágenes representativas de inmunofluorescencias de la piel de una almohadilla de las patas 
traseras en las que se observan las fibras PGP9.5+. Barra de calibración: 100 µm (B) Cuantificación de las 
fibras PGP9.5+ para evaluar la reinervación a los 28 dpl de la piel de la almohadilla de las patas traseras. 
Se observa una disminución significativa en la cantidad de fibras PGP9.5+ en la piel a los 28 dpl, pero no 
se observan diferencias entre los animales administrados con el anticuerpo bloqueando o con el vehículo. 
(ANOVA de una vía seguido por test post-hoc de Tukey; **** p ≤ 0.0001 vs Contralateral). (C) Imágenes 
representativas de secciones transversales semifinas de nervio tibial en condiciones normales (naïve) y a 
los 28 dpl. Barra de calibración: 10 µm. (D) Cuantificación de las fibras mielínicas en toda la sección 
transversal de nervio tibial en condiciones normales y a los 28 dpl en animales tratados con vehículo o con 
anti-CD200R1 al momento de la lesión. Se observa una reducción significativa en el número de fibras 
mielínicas a los 28 dpl en comparación con la condición naïve, tanto para el grupo inyectado con vehículo 
o con anti-CD200R1. No se observan diferencias significativas en el número de fibras mielínicas a los 28 
causadas por la administración de anti-CD200R1 en comparación con la administración de vehículo 
(ANOVA de una vía seguido por test post-hoc de Tukey; ** p ≤ 0.01 vs Contralateral).  
 

 

A 

B 

C 

D 

Naïve 28 dpl Naïve 28 dpl PGP9.5 PGP9.5 



121 

 

Evaluación in vivo de la proteína CD200-His en la recuperación 

funcional luego de una lesión de nervio ciático 
 

Con el objetivo de determinar si la activación del receptor CD200R1 tiene un efecto contrario a 

lo observado cuando bloqueamos la interacción con su ligando, administramos de la misma 

manera la proteína recombinante CD200-His dentro del nervio al momento de realizar la lesión. 

Esta proteína recombinante fue diseñada para unirse y activar al receptor CD200R1. Estudios 

anteriores de nuestro grupo de investigación han evidenciado un efecto neuroprotector que 

favorece la recuperación funcional en un modelo de lesión medular tras la administración de 

CD200-His89. Por lo tanto, nos planteamos evaluar el efecto de la administración del agonista 

luego de una lesión por aplastamiento del nervio ciático, analizando el índice funcional del ciático 

hasta los 28 dpl (Figura 34). Este análisis nos permitió evidenciar que la activación de CD200R1 

sobre los valores fisiológicos por medio de la administración de la proteína recombinante agonista 

no tiene ningún efecto sobre la recuperación de las funciones locomotoras luego de una lesión 

traumática de nervio ciático. Sin embargo, esto no implica que la activación de CD200R1 no 

juegue un papel en los procesos posteriores a una lesión que promueven la regeneración y la 

recuperación, ya que previamente hemos observado que bloquear la activación de este receptor 

no conduce a una recuperación exitosa. La falta de efecto observada tras la administración de 

CD200-His podría atribuirse al hecho de que, en condiciones normales, una lesión por 

aplastamiento representa un modelo en el cual se produce una regeneración exitosa, como lo 

indican los valores del índice funcional que vuelven a niveles similares a los anteriores a la lesión. 

En consecuencia, es posible que no exista margen para mejorar estos valores más allá de lo 

considerado normal. 
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Figura 34. Análisis del efecto de la activación de CD200R1 en la recuperación luego de una lesión 
de nervio ciático. La administración en el nervio ciático al momento de la lesión de la proteína 
recombinante CD200-His no tuvo efecto en la recuperación de las funciones evaluadas por el índice 
funcional del ciático. Se puede observar que normalmente (en la condición que se administró el vehículo 
PBS), la recuperación alcanza a los valores del índice previos a la lesión, de la misma manera que con la 
administración con CD200-His (ANOVA de dos vías, tratamiento p = 0.068, interacción p = 0.19, test post-
hoc  de Bonferroni;   n = 7 vehículo, n = 8 CD200-His). 

 

Recuperación funcional luego de una lesión de nervio ciático en 
ratones knock-out para CD200R1 
 

Considerando los resultados previos en los que el bloqueo al momento de la lesión de la 

interacción entre CD200 y CD200R1 localmente en el sitio de la lesión sugieren cambios en la 

respuesta inflamatoria y en la recuperación de funciones locomotoras, nos planteamos evaluar 

si la ausencia de manera constitutiva en todo el organismo también tiene cambios en la 

recuperación luego de una lesión de nervio ciático. Para ello realizamos lesiones por 

aplastamiento del nervio ciático de ratones knock-out para CD200R1, los cuales no expresan 

CD200R1 en todas las células (CD200R1-KO) y comparamos la recuperación de las funciones 

locomotoras contra los ratones wt que sí expresan CD200R1. A pesar de que parece observarse 



123 

una recuperación levemente peor en los ratones CD200R1-KO, no se observaron diferencias 

significativas en la progresión del índice funcional del ciático hasta los 28 dpl, entre los ratones 

que expresan CD200R1 y los que no (Figura 35), sugiriendo que la ausencia de CD200R1 a nivel 

constitutivo no tiene un efecto significativo en la recuperación de las funciones luego de una 

lesión de nervio ciático. 

 

 
Figura 35. Evaluación de la recuperación de funciones locomotoras en ausencia de CD200R1. Por 
medio del análisis de las pisadas de las patas traseras se calculó el índice funcional del ciático a diferentes 
tiempos post-lesión. No se observan diferencias significativas entre el índice funcional del ciático a los 
tiempo post-lesión analizados entre los ratones que no expresan CD200R1 (CD200R1-KO) y los que sí lo 
hacen (wt) (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.49, interacción p = 0.10, test post-hoc  de Bonferroni;   n 
= 9 por genotipo).  
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Resumen de los principales resultados del Capítulo 1/Objetivo 

específico 1 
 

En el nervio ciático de ratón en condiciones normales, se evidenció la presencia de CD200 

principalmente en los vasos sanguíneos, y en las fibras nerviosas en los nodos de Ranvier y las 

incisuras de Schmidt-Lanterman. Luego de una lesión por aplastamiento, la expresión de CD200 

en el nervio disminuye, recuperando la expresión a partir de la segunda semana. Por otro lado, 

la expresión de CD200R1 se evidenció en condiciones normales en los macrófagos residentes, 

mientras que luego de la lesión aumenta considerablemente la presencia del receptor en el tejido 

lesionado, principalmente debido a la entrada de macrófagos y neutrófilos, que invaden el tejido 

y expresan este receptor. Al bloquear e impedir la interacción entre CD200 y CD200R1 en el 

nervio al momento de la lesión, se observaron cambios en las etapas agudas de la respuesta 

inflamatoria, principalmente promoviendo un ambiente menos pro-inflamatorio, sugerido por la 

presencia de menos neutrófilos y macrófagos a las 24 horas de la lesión. A pesar de que el 

bloqueo de la interacción al momento de la lesión no tiene efecto en la desmielinización y 

remielinización luego de la lesión, así como tampoco en la respuesta inflamatoria en tiempos más 

avanzados, se observó que el bloqueo promueve una peor recuperación de las funciones 

locomotoras luego de la lesión. Sin embargo, no se observaron diferencias en la regeneración 

axonal y en la reinervación de la piel generadas por este bloqueo. Interesantemente, cuando se 

analizó la recuperación de las funciones locomotoras en los ratones CD200R1-KO, los cuales no 

expresan el receptor de manera constitutiva, no se observaron diferencias significativas en la 

recuperación, a diferencia de lo observado con el bloqueo agudo. Finalmente, la administración 

dentro del nervio lesionado al momento de la lesión de un agonista del receptor no generó ningún 

efecto sobre la recuperación de las funciones locomotoras luego de la lesión.  
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Capítulo 2 / Objetivo específico 2: Papel de 
CD200R1 en la respuesta frente una lesión de 
médula espinal por contusión 
 

Las diferencias fundamentales en los procesos que ocurren luego de una lesión traumática en el 

SNP y el SNC, son determinantes en la capacidad de regeneración y recuperación luego de 

lesiones a las diferentes regiones del sistema nervioso. A pesar de que se han estudiado 

extensamente los mecanismos que ocurren luego de una lesión al SNP y al SNC y que se 

conocen algunas de las diferencias en estos mecanismos entre un tipo de lesión y otro, aún 

queda mucho por comprender en cuanto al impacto de estas diferencias y cómo utilizarlas a 

nuestro favor para promover la recuperación. La interacción entre CD200 y CD200R1 representa 

una oportunidad interesante para estudiar un mecanismo de modulación de la respuesta 

inflamatoria en ambas situaciones de lesión y su rol en determinar las diferencias en la 

regeneración y recuperación. Por un lado, el modelo de lesión por aplastamiento del nervio 

ciático, nos resulta útil para analizar las condiciones que llevan a una regeneración y 

recuperación exitosa luego de una lesión al sistema nervioso. A diferencia de los que ocurre con 

las lesiones al SNC, las cuales llevan a discapacidades crónicas a causa de una regeneración y 

recuperación ineficaz e incompleta. Como modelo de lesión traumática al SNC utilizamos la 

lesión de médula espinal por contusión en ratones, en el cual se observa una escasa capacidad 

de recuperación funcional luego de la lesión. Previamente en nuestro grupo de investigación, 

evidenciamos un crucial rol de CD200-CD200R1 en el desarrollo de la respuesta inflamatoria a 

nivel de la médula espinal luego de una lesión, que es determinante de la capacidad de 

recuperación de las funciones locomotoras89. Por lo tanto, nos planteamos profundizar en el rol 

de esta interacción en este modelo de lesión al SNC, analizando en mayor detalle los 

mecanismos subyacentes a la activación del receptor CD200R1 y su participación en los 

procesos que ocurren luego de las lesiones y que favorecen o empeoran la regeneración del 

tejido nervioso y la recuperación de las funciones.  
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Puesta a punto del modelo de lesión de médula espinal por 

contusión 
 

Con el fin de poner a punto el modelo de lesión de médula espinal, utilizando las instalaciones y 

dispositivos en el Institut Pasteur, evaluamos diferentes condiciones de lesión para determinar la 

combinación de parámetros de la lesión que permitan una recuperación en la cual se pueda 

observar un potencial efecto en la recuperación de las funciones locomotoras, ya sea una mejora 

o un empeoramiento en ésta. El dispositivo utilizado para realizar las lesiones es el  PinPoint 

PCI3000 Precision Cortical Impactor, el cual debió ser adaptado para sostener a la médula 

espinal mientras que es golpeada por el pistón (imagen en apartado de materiales y métodos). 

Este dispositivo permite controlar 3 parámetros relacionados con la lesión: la velocidad con la 

que el pistón desciende sobre el tejido; la distancia desplazada una vez que el pistón entra en 

contacto con el tejido (profundidad) y el tiempo de permanencia una vez alcanzada la profundidad 

determinada. De acuerdo con estudios preliminares, determinamos mantener fijos los 

parámetros de velocidad en 1.5 m/s y tiempo de permanencia en 0 segundos, y a partir de allí 

evaluar diferentes profundidades para determinar la ventana de recuperación óptima. La 

recuperación de las funciones locomotoras fue evaluada utilizando la escala de Basso para 

ratones (BMS408), en la cual se evalúan diferentes parámetros de la locomoción, otorgándole un 

puntaje de acuerdo con los parámetros observados mientras los ratones caminan libremente. 

Con el fin de determinar el parámetro óptimo de la profundidad para generar lesiones de médula 

espinal por contusión que nos permitan observar efectos positivos y negativos en la recuperación 

de las funciones locomotoras, analizamos la recuperación con las condiciones de lesión de 

velocidad y tiempo mencionadas previamente, en conjunto con la profundidad a 1.0, 1.2 y 1.5  

mm (Figura 36 A). Se observó que la lesión menos severa generó una recuperación funcional 

muy rápida, ya que a partir de los 5 dpl el puntaje en el BMS alcanzó valores muy similares a los 

previos de la lesión, sugiriendo que estas condiciones de lesión no serían las óptimas al dificultar 

la capacidad de observar posibles efectos positivos o mejoras en la recuperación de las funciones 

locomotoras luego de la lesión. Generalmente en estudios donde se utiliza el modelo de lesión 

de médula espinal por contusión en ratones, cuando los animales presentan movimiento en las 

patas traseras (puntaje en el BMS > 0) a las 24 horas de la lesión, se excluye a esos animales 

del estudio debido a que se considera que algo en el procedimiento de la lesión fue incorrecto. 

Esto sugiere que las condiciones de lesión menos severas utilizadas no son suficientes para 

lograr un daño suficiente para lograr una reproducibilidad de acuerdo con los modelos utilizados 
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en la actualidad.  Por otro lado, la lesión más severa a 1.5 mm, generó una escasa recuperación 

funcional, ya que los ratones a los 28 dpl alcanzan a un puntaje de 1 en el BMS, lo cual implica 

únicamente un movimiento de talón. Esto implica que la lesión a 1.5 mm de profundidad no 

resulta de gran utilidad para evaluar efectos que puedan empeorar la recuperación funcional. 

Teniendo en cuenta esto, determinamos que las condiciones óptimas para realizar las lesiones 

requeridas en este trabajo son: profundidad de impacto de 1.2 mm, velocidad de impacto 1.2 m/s 

y tiempo de lesión de 0 segundos. Este tipo de lesiones nos permite una ventana de evaluación, 

en la cual se puede observar una mejora o deterioro en la recuperación funcional luego de la 

contusión medular. Estas condiciones son las que serán utilizadas de aquí en adelante salvo que 

se mencione lo contrario.  

 

   
Figura 36. Puesta a punto del modelo de lesión de médula espinal por contusión. Por medio de la 
escala de BMS, se evaluó la recuperación de las funciones locomotoras luego de una lesión de médula 
espinal. Se realizaron lesiones con diferente profundidad para evaluar su efecto sobre la recuperación y 
determinar las condiciones óptimas para generar lesiones que permitan observar efectos positivos como 
negativos en la capacidad de recuperación de la locomoción. Las profundidades de lesión realizadas 
fueron 1.5 mm (en violeta), 1.2 mm (en azul) y 1.0 mm (en celeste). A una profundidad de 1.5 mm, se 
genera una lesión muy severa que dificulta la recuperación funcional, mientras que a 1.0 mm se genera 
una lesión incompleta, evidenciada por un puntaje de BMS de 3 a las 24 horas post-lesión. La lesión a 1.2 
mm genera una ventana de recuperación óptima y es la que se utilizará en adelante. (n=5 a 1.0 mm, n=10 
a 1.2 mm, n=6 a 1.5 mm). 
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Respuesta inflamatoria local luego de una lesión de médula 

espinal en ausencia de CD200R1 

Efecto de la ausencia de CD200R1 en la dinámica temporal de las 

principales poblaciones celulares de la respuesta inflamatoria luego de una 

lesión de médula espinal 

 
En trabajos previos de nuestro laboratorio, evidenciamos el importante rol de la interacción entre 

CD200 y CD200R1 en el desarrollo de la respuesta inflamatoria luego de una lesión de médula 

espinal por contusión89. Por lo tanto, en primer lugar, nos planteamos profundizar en los 

mecanismos que subyacen al rol de CD200-CD200R1 en los procesos neuroinflamatorios a nivel 

local luego de una lesión de médula espinal, analizando el impacto de la ausencia de CD200R1 

de manera constitutiva en todo el organismo. Con este fin analizamos la dinámica temporal de 

las principales poblaciones celulares involucradas en la respuesta inflamatoria mediante 

citometría de flujo a partir de tejido de médula espinal lesionado. Analizamos la presencia de las 

poblaciones de microglía, macrófagos y neutrófilos en el tejido lesionado a los 1, 3, 7 y 14 dpl, 

así como también diferentes marcadores indicadores de su fenotipo. En la Figura 37 A, se puede 

observar la estrategia de selección de poblaciones en el tejido de médula espinal por citometría 

de flujo. Realizamos a su vez una cirugía control (Sham), donde se llevó a cabo la laminectomía 

de la misma manera pero no la contusión de la médula,  analizando el tejido a las 24 horas desde 

la cirugía. Por este medio evidenciamos que en el caso de la cirugía control se observó la 

población de microglía (CD11bbajo, CD45bajo), pero no se observó una gran densidad de eventos 

en la población de células mieloides infiltrantes (CD11balto, CD45alto). Por el contrario, a las 24 

horas de la contusión medular sí se observó claramente un aumento en el número de células 

infiltrantes (CD11balto, CD45alto) debido a la rotura de la barrera hematoencefálica (Figura 37 A). 

Con respecto a la población microglial y según lo reportado anteriormente403, se observó un 

aumento progresivo luego de la lesión, alcanzando un pico máximo a los 7 dpl (Figura 37 B). La 

ausencia de CD200R1 no tuvo un impacto en el número de células microgliales en la médula 

espinal luego de la lesión en los tiempos post-lesión analizados. La población de neutrófilos 

alcanzó el número máximo de células en el tejido lesionado a las 24 horas post-lesión y luego 



129 

rápidamente decayó (Figura 37 C). La ausencia de CD200R1 no tuvo un efecto en el número de 

neutrófilos a 1 y 7 dpl, sin embargo se observó una disminución significativa en el número de 

neutrófilos en el tejido lesionado a los 3 dpl en los ratones que no expresan CD200R1. Por otro 

lado, se observó que el número de macrófagos en la médula espinal alcanza un máximo luego 

de una semana post-lesión (Figura 37 D), con una dinámica temporal muy similar a la población 

de microglía. Interesantemente, se observó un aumento significativo en el número de macrófagos 

en el tejido de médula espinal lesionado en los ratones CD200R1-KO a las 24 horas post-lesión. 

A su vez, la ausencia de receptor generó que a las 24 horas post-lesión haya una mayor 

proporción de macrófagos Ly6C+ en el sitio de la lesión (Figura 37 E). Se considera que los 

macrófagos Ly6C+ comprenden una subpoblación de macrófagos con un fenotipo pro-

inflamatorio428–430. Por lo tanto, estos resultados sugieren que la ausencia de CD200R1 promueve 

alteraciones principalmente en la población de macrófagos, de manera transitoria en los 

momentos iniciales de la respuesta inflamatoria luego de la lesión, promoviendo un ambiente 

más pro-inflamatorio.  
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Figura 37. Efecto de la ausencia de CD200R1 en la dinámica temporal de las principales poblaciones 
celulares del sistema inmune en el tejido de médula espinal por citometría de flujo a 1, 3, y 7 días 
post-lesión (dpl). (A) Estrategia de selección de poblaciones de microglía, macrófagos y neutrófilos a 
partir de citometría de flujo de tejido de médula espinal. Gráficos representativos de una médula espinal 
lesionada a las 24 horas (inferior) y de una médula espinal con cirugía control (Sham) donde se realizó 
laminectomía sin impactar la médula (superior), donde no se observa infiltración de macrófagos y 
neutrófilos. (B-E) Número de células de las poblaciones analizadas en el sitio de la lesión, normalizado por 
el número total de células. En verde se representan los valores para los ratones wild-type (wt) y en azul 
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los ratones knock-out para CD200R1 (CD200R1-KO). Poblaciones representadas: (B) microglía; (C) 
neutrófilos; (D) macrófagos y (E) porcentaje de macrófagos positivos para Ly6C (ANOVA de dos vías 
seguida de la prueba post hoc de Bonferroni; *p < 0.05, **p < 0.01). 

 

Impacto de la ausencia de CD200R1 en la fagocitosis de mielina 
Como fue mencionado previamente, la fagocitosis de mielina y de restos celulares, es un proceso 

fundamental luego de una lesión al sistema nervioso ya que en los restos de mielina dañados 

hay componentes que son inhibitorios para la regeneración, y por lo tanto que limitan la 

recuperación de funciones. Se ha planteado que la fagocitosis incompleta e ineficiente de mielina 

en el SNC durante el proceso de degeneración Walleriana es una de las principales diferencias 

con el SNP que provocan que no se pueda alcanzar una regeneración y recuperación exitosa, a 

diferencia de lo que ocurre en el SNP.  

 

Por lo tanto, resulta relevante comprender el rol de CD200R1 en la fagocitosis, particularmente 

de restos de mielina. Para ello, en primer lugar analizamos la fagocitosis de mielina in vitro en 

macrófagos derivados de médula ósea (BMDM) de ratones wt o CD200R1-KO. La capacidad 

fagocítica fue evaluada utilizando mielina conjugada a la sonda pHrodo411,435. Esta herramienta 

resulta muy útil para estudiar la capacidad fagocítica, ya que en este caso nos permite estudiar 

el ingreso de la mielina a los lisosomas, el cual es un indicativo de los procesos de fagocitosis 

que ocurren en las células. La presencia de mielina-pHrodo dentro de los BMDM se analizó por 

citometría de flujo. A su vez, se evaluó la fagocitosis frente al LPS, el cual constituye un fuerte 

estímulo inflamatorio y se ha demostrado que genera una disminución en la fagocitosis de los 

BMDM436. Analizando la mediana de intensidad de fluorescencia para pHrodo, observamos que 

los macrófagos que provienen de ratones CD200R1-KO fagocitan menos mielina que los 

macrófagos que sí expresan el receptor (Figura 38 B y C). A su vez, luego de incubar con LPS, 

la fagocitosis de los macrófagos wt disminuyó, mientras que la fagocitosis en los macrófagos que 

no expresan CD200R1 la fagocitosis es la misma en presencia o ausencia de LPS. Estos 

resultados sugieren un rol de CD200R1 en la fagocitosis de mielina por parte de los BMDM in 

vitro.  
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Figura 38. Impacto de la ausencia de CD200R1 en la fagocitosis de mielina in vivo y ex vivo. (A) 
Estrategia de selección de poblaciones de macrófagos derivados de médula ósea. Las células vivas se 
identifican por la ausencia de marcación con DAPI. Se muestran histograma representativos de un cultivo 
sin mielina-pHrodo (en gris) y uno incubado con mielina-pHrodo (en violeta). (B y C) Estudio in vitro 
utilizando macrófagos derivados de la médula ósea (BMDM), donde se evaluó la fagocitosis de mielina-
pHrodo. Los BMDM se obtuvieron a partir de animales wt y CD200R1-KO y se incubaron solo con mielina 
conjugada a pHrodo o en conjunto con LPS 100 ng/mL y luego fueron analizados por citometría de flujo. 
(D) Mediana de intensidad de fluorescencia y (C) porcentaje de células positivas para pHrodo en los BMDM 
de animales wt y CD200R1-KO donde se observa una menor fagocitosis en los macrófagos que carecen 
de CD200R1 en condiciones basales pero no luego de la estimulación con LPS. (ANOVA de dos vías 
seguida de la prueba post hoc de Bonferroni; *p < 0.05, ***p < 0.001, ****p < 0.0001) (D-F) a partir del tejido 
de médula espinal lesionado de ratones wt o CD200R1-KO a 1, 3 y 7 dpl, se analizó la capacidad fagocítica 
de microglía (E), neutrófilos (F) y macrófagos (G) a partir de la incubación del homogeneizado con mielina 
conjugada a pHrodo (ANOVA de dos vías seguida de la prueba post hoc de Bonferroni; *p < 0.05, **p < 
0.01).  
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Luego analizamos la fagocitosis de mielina en las principales poblaciones celulares que 

participan en la respuesta inflamatoria luego de una lesión de médula espinal, y que tienen 

capacidades fagocíticas, que corresponde a la microglía, macrófagos y neutrófilos. Para ello, se 

disgregó el tejido de médula espinal lesionado a 1, 3 y 7 dpl, y se incubó la suspensión de células 

con mielina conjugada a pHrodo durante 4 horas, de acuerdo con el protocolo planteado por 

Gómez-López et al.411. La presencia de pHrodo en las células se analizó por citometría de flujo 

en las distintas poblaciones. En las Figuras 38 D-F se puede observar la dinámica temporal de 

la fagocitosis en estas poblaciones luego de una lesión de médula espinal. La población 

microglial presenta una disminución en la fagocitosis de mielina-pHrodo a los 3 dpl que se 

mantiene hasta los 7 dpl, mientras que en la población de neutrófilos se mantiene relativamente 

constante durante los tiempos post-lesión analizados. Los macrófagos presentan una dinámica 

similar a la de la microglía, observándose un descenso en la presencia de mielina-pHrodo a los 

3 dpl que aumenta levemente a los 7 dpl. 

 

La ausencia de CD200R1 no afecta la fagocitosis de mielina por parte de la microglía y de los 

neutrófilos. Sin embargo, se observa una disminución significativa en la proporción de 

macrófagos que fagocitan mielina-pHrodo a las 24 horas post-lesión en los ratones CD200R1-

KO (Figura 38 F), lo que coincide con lo observado in vitro con los macrófagos derivados de la 

médula ósea. 
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Recuperación de funciones locomotoras luego de una lesión de 

médula espinal en ausencia de CD200R1 
 

Con el fin de profundizar en el rol de CD200R1 en el desarrollo de la patología luego de una 

lesión de médula espinal, realizamos el seguimiento de los ratones CD200R1-KO y wt durante 

28 dpl evaluando diferentes parámetros de la locomoción a través de la escala BMS mencionada 

previamente. En la Figura 39 A se puede observar la puntuación obtenida durante los 28 días de 

seguimiento. A los 5 dpl, se observan los primeros signos de ganancia de función, aumentando 

progresivamente hasta alcanzar un puntaje de alrededor de 3 en el BMS, el cual constituye la 

capacidad de apoyar la planta de las patas traseras. Interesantemente y contrario a lo esperado, 

observamos que la ausencia de CD200R1 no tuvo impacto en la recuperación de funciones 

locomotoras luego de la contusión medular. Dado que el bloqueo de la interacción entre CD200 

y CD200R1 en la médula espinal generó una peor recuperación funcional luego de la lesión, 

esperábamos un efecto en la misma dirección cuando el receptor está ausente en todo el 

organismo ya que no va a ocurrir la señalización por la activación del receptor. 

 

La extensión de pérdida de tejido nervioso y la recuperación funcional por lo general están 

estrechamente relacionadas. Salvo que existan mecanismos de plasticidad a nivel del tejido 

preservado que permitan mantener las funciones del tejido dañado, una peor recuperación 

funcional se asocia con una mayor pérdida de tejido nervioso. Por lo tanto, nos planteamos 

analizar si se observa un impacto en la neuroprotección, con el fin de profundizar en los factores 

que expliquen la falta de efecto a nivel de la recuperación funcional. Para ello, realizamos el 

análisis de la preservación de mielina a través de la tinción con Luxol Fast Blue en secciones 

transversales seriadas de las médulas espinales lesionadas (Figura 39 B y C). Este análisis 

evidenció que no hay diferencias en el área de mielina perdida luego de la lesión en los ratones 

CD200R1-KO comparado con los wt (Figura 39 C). Esto concuerda con lo observado 

previamente, ya que es un factor que generalmente se asocia directamente con la recuperación 

de las funciones locomotoras. En su conjunto estos resultados sugieren que la ausencia de 

CD200R1 de manera constitutiva en todo el organismo no tiene un impacto en el resultado final 

funcional y en la preservación del tejido nervioso luego de una lesión por contusión. Esto puede 

deberse a numerosas causas que serán discutidas en mayor profundidad más adelante. 
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Interesantemente, observamos que los ratones CD200R1-KO perdieron una mayor proporción 

del peso corporal luego de la lesión (Figura 39 D), indicando que posiblemente haya alteraciones 

sistémicas causadas por la ausencia de CD200R1, que no tienen un impacto en la recuperación 

de funciones locomotoras, pero pueden tener un impacto en otras funciones corporales igual de 

importantes y que se ven afectadas luego de una lesión de médula espinal. 

   

 
Figura 39. Recuperación de funciones locomotoras en ausencia de CD200R1 luego de una lesión 
de médula espinal. (A) No se observan diferencias en la recuperación de funciones locomotoras 
evaluadas a través de la escala BMS hasta los 28 dpl entre los ratones CD200R1-KO y wt (ANOVA de dos 
vías, genotipo p = 0.92, interacción p = 0.97, test post-hoc  de Bonferroni;   n = 10 wt, n = 9 CD200R1-KO). 
(B) imágenes representativas de secciones transversales de médula espinal de ratones wt y CD200R1-
KO en el epicentro de la lesión a los 28 dpl, teñidas con Luxol Fast Blue (en azul) para evidenciar el área 
de tejido ocupado por mielina. Barra de calibración: 500 µm. (C) La preservación de mielina a los 28 dpl 
se evaluó a través de la cuantificación del área marcada con Luxol Fast Blue en secciones seriadas cada 
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14 µm centradas en el epicentro en dirección caudal y rostral. Se indican las distancias desde el epicentro 
en sentido rostral (R420-R1260: de 420 a 1260 μm en sentido rostral) y caudal rostral (C420-C1260: de 
420 a 1260 μm en sentido caudal). No hay diferencias significativas en el área de mielina a los 28 dpl entre 
los ratones CD200R1-KO y wt (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.99, interacción p = 0.90, test post-hoc  
de Bonferroni;   n = 6 wt, n = 5 CD200R1-KO). (D) La ausencia de CD200R1 genera una mayor pérdida 
de peso luego de una contusión medular. (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.08, interacción p = 0.005, 
test post-hoc  de Bonferroni, **p < 0.01;  n = 10 wt, n = 9 CD200R1-KO). 

 

Análisis de parámetros sanguíneos luego de una lesión de médula 

espinal en ausencia de CD200R1 

 
En vista de que los ratones CD200R1-KO pierden una mayor proporción del peso corporal, 

sugiriendo alteraciones a nivel sistémico, nos planteamos analizar otros parámetros indicadores 

de funciones sistémicas relacionadas al desarrollo de la patología luego de una lesión de médula 

espinal. La comunicación entre el sitio de la lesión en la médula espinal y otros tejidos es 

fundamental durante el desarrollo de la respuesta inflamatoria. La circulación sanguínea es uno 

de los principales componentes de esa comunicación entre el tejido lesionado y el resto de los 

tejidos y comprende la principal vía por la cual ingresan componentes celulares y humorales de 

la respuesta inflamatoria al tejido lesionado. Por lo tanto, nos planteamos analizar si la ausencia 

de CD200R1 tiene un impacto a nivel de las células de la sangre, con el fin de profundizar en los 

mecanismos que subyacen a las alteraciones sistémicas generadas por la ausencia de este 

receptor.  

 

Evaluamos el número de leucocitos en sangre, en condiciones sin lesionar y a diferentes tiempos 

post-lesión de médula espinal (Figura 40), utilizando el analizador hematológico Mindray BC-

5000. En condiciones normales, no se observaron diferencias en el número de leucocitos en 

sangre entre los ratones CD200R1-KO y wt, salvo en la población de linfocitos donde se observó 

un menor número en los ratones CD200R1-KO (Figura 40 C). Luego de la cirugía control (Sham) 

y a 1, 3, 7, 14 y 28 dpl no se observaron diferencias en el número de leucocitos, neutrófilos, 

macrófagos y linfocitos a causa de la ausencia de CD200R1. 
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Figura 40. Número de células de las principales poblaciones celulares de leucocitos en sangre en 
condiciones normales, luego de una cirugía control (Sham) o a 1, 3, 7, 14 y 28 dpl en ratones 
CD200R1-KO y wt, evaluadas a través del analizador hematológico. (A) Se observa un menor número 
de leucocitos en ratones CD200R1-KO en comparación con los wt únicamente en condiciones sin lesionar. 
Luego de la cirugía control o de la lesión de médula espinal no se observan diferencias (ANOVA de dos 
vías, genotipo p = 0.56, interacción p = 0.11, test post-hoc  de Bonferroni, *p < 0.05). (B) La ausencia de 
CD200R1 no afecta el número de neutrófilos en sangre en condiciones normales y luego de la lesión 
(ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.61, interacción p = 0.44, test post-hoc  de Bonferroni). (C) El número 
de linfocitos en sangre en condiciones normales en ratones CD200R1-KO es menor en comparación con 
ratones wt, pero luego de la lesión control o de una lesión de médula espinal no se observan diferencias 
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(ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.04, interacción p = 0.08, test post-hoc  de Bonferroni, **p < 0.01). (D) 
No se observan diferencias en el número de monocitos en las condiciones analizadas entre los ratones 
CD200R1-KO y ratones wt (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.46, interacción p = 0.43, test post-hoc  de 
Bonferroni).  
 

Alteraciones en el bazo frente a una lesión de médula espinal en 

ausencia de CD200R1 
 

El bazo es considerado un órgano del sistema inmune que es fundamental en el desarrollo de la 

respuesta inflamatoria luego de una lesión de médula espinal, ya que actúa como reservorio de 

células del sistema inmune que pueden migrar hacia el sitio de la lesión332,333,345,437–439. El bazo 

comprende una interfaz neuroinmune, en la cual se comunican el sistema nervioso y el sistema 

inmune. Este órgano se encuentra inervado por el sistema nervioso autónomo y se ha planteado 

que la activación de estas fibras nerviosas adrenérgicas participa en la movilización de células 

del sistema inmune presentes en el bazo hacia la circulación sanguínea346,347. A pesar de que 

aún está en discusión, se ha planteado que la gran parte de los macrófagos presentes en la 

médula espinal a los 7 dpl provienen del bazo332, aunque los que provienen de la médula ósea 

también son relevantes en el desarrollo de la respuesta inflamatoria en la médula espinal 

lesionada. A su vez, el bazo es uno de los órganos del cuerpo con mayores niveles de expresión 

de CD200R1 (Figura 20). Por lo tanto, nos propusimos analizar el impacto que tiene la ausencia 

de CD200R1 en el bazo en condiciones normales y luego de una lesión de médula espinal.  

 

Cambios en el peso del bazo luego de una lesión de médula espinal 

En este estudio, evaluamos el peso del bazo en condiciones normales y en diferentes momentos 

posteriores a una lesión en la médula espinal. El peso del bazo es considerado un indicador de 

la respuesta de este órgano a diversos estímulos inflamatorios331,333. En condiciones normales y 

después de una laminectomía de control (sham), observamos que el peso del bazo en los ratones 

CD200R1-KO es menor que el de los ratones wt (Figura 41). A las 24 horas después de la lesión 

de la médula espinal, observamos una ligera atrofia en el bazo de los ratones wt y CD200R1-

KO.  Interesantemente, el peso del bazo de ambos genotipos es similar a 1, 3 y 14 días después 

de la lesión, donde no se observan diferencias significativas. Sin embargo, hacia el día 28 

después de la lesión, el peso del bazo vuelve a la normalidad tanto en los ratones wt como en 
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los CD200R1-KO, y se vuelve a observar un peso del bazo significativamente más bajo en los 

ratones CD200R1-KO. Estos resultados sugieren que el receptor desempeña un papel 

importante en la respuesta del bazo ante daños específicos en la médula espinal, en 

contraposición a daños generales. Esto se evidencia al observar que, frente a la cirugía de control 

donde la médula espinal queda intacta, se observa lo mismo que en condiciones normales, 

mientras que luego de la lesión de médula espinal no. 

      

 
 
Figura 41. Peso del bazo normalizado por el peso corporal en ratones CD200R1-KO y wt en 
condiciones normales (naïve), luego de una laminectomía de control (sham) y a 1, 3, 14 y 28 dpl. En 
condiciones normales y luego de una laminectomía control, el peso del bazo de los ratones CD200R1-KO 
es significativamente menor al de los ratones wt que expresan el receptor. A 1 y 3 dpl, se observa un 
descenso en el peso del bazo, tanto en los ratones wt como en los CD200R1-KO, que vuelve a restaurarse 
a los valores normales hacia los 14 y 28 dpl. Cuando se compara el peso del bazo entre los ratones wt y 
CD200R1 a 1, 3 y 14 dpl, no se observan diferencias significativas, mientras que a los 28 dpl sí se observa 
un peso del bazo significativamente menor en los ratones CD200R1-KO (ANOVA de dos vías, genotipo p 
<0.0001, interacción p = 0.107, test post-hoc  de Bonferroni, *p < 0.05, **p < 0.01; ***p < 0.001). 
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Análisis de las principales poblaciones celulares del sistema inmune en el 

bazo en ausencia de CD200R1 luego de una lesión de médula espinal 

 

Luego analizamos las principales poblaciones celulares del sistema inmune (macrófagos, 

neutrófilos, eosinófilos, células dendrítica y linfocitos) presentes en el bazo en condiciones 

normales (naïve) y a 1, 3 y 14 días post-lesión de médula espinal en presencia o ausencia de 

CD200R1. El objetivo fue evaluar si la ausencia de CD200R1 tiene un efecto en la movilización 

y/o apoptosis de células a nivel de este órgano luego de una lesión, que explique al menos en 

parte las alteraciones observadas a nivel del peso del bazo. Observando la dinámica temporal 

de las diferentes poblaciones, se puede apreciar que el número de macrófagos aumenta en el 

bazo a los 14 dpl (Figura 42 B), similar a lo que ocurre con la población de eosinófilos (Figura 42 

D) y células dendríticas (Figura 42 E). Por otro lado, la población de neutrófilos presenta un 

aumento bifásico, ya que se observan dos picos a 1 y 14 dpl, en comparación con el naïve (Figura 

42 C). Los linfocitos B y T presentan dinámicas temporales similares, sin tener importantes 

cambios en número luego de la lesión de médula espinal (Figura 42 F-H), a pesar de que se 

observa un leve descenso en el número de linfocitos B hacia los 14 dpl (Figura 42 F). En cuanto 

al efecto de la ausencia de CD200R1 en la dinámica temporal del número de células de estas 

poblaciones, las diferencias se observan únicamente a los 14 dpl, donde la ausencia del receptor 

promueve un menor número de neutrófilos en el bazo (Figura 42 C), y una tendencia hacia un 

menor número de macrófagos (Figura 42 B). Por el contrario, se observa un leve aumento en el 

número de linfocitos B a los 14 dpl en el bazo de ratones CD200R1-KO (Figura 42 F).   
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Figura 42. Análisis de las poblaciones de células mieloides y linfocitos en el bazo luego de una 
lesión de médula espinal en ausencia de CD200R1. (A) Estrategia de selección de las principales 
poblaciones celulares del sistema inmune en el bazo por citometría de flujo a partir de tejido. (B-H) Se 
evaluó el número de (B) macrófagos, (C) neutrófilos, (D) Eosinófilos, (E) células dendríticas, (F) linfocitos 
B, (G) linfocitos T CD4- y (H) linfocitos T CD4+ en el tejido de bazo a 1, 3, 7 y 14 días post-lesión de médula 
espinal. A los 14 dpl se observó un número de neutrófilos significativamente menor en el bazo de ratones 
CD200R1-KO en comparación con los wt (C), así como también una tendencia (p=0.066) en la misma 
dirección para la población de macrófagos (B). Por otro lado, se observó un aumento leve pero significativo 
de linfocitos B en el bazo de los ratones CD200R1-KO a los 14 dpl (F). (ANOVA de dos vías, test post-hoc  
de Bonferroni, *p < 0.05) 
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Análisis de la inervación de fibras noradrenérgicas en el bazo en ausencia 

de CD200R1 luego de una lesión de médula espinal 

Como fue mencionado previamente, el bazo constituye una interfaz neuroinmune, ya que 

presenta una rica inervación por parte del sistema nervioso autónomo. Esta inervación es un 

componente fundamental del reflejo colinérgico anti-inflamatorio que ayuda a controlar las 

respuestas inflamatorias, actuando como un freno que evita respuestas inflamatorias 

exacerbadas que puedan ser perjudiciales. Las fibras que inervan el bazo provienen de neuronas 

que se encuentran en el ganglio celíaco y constituyen principalmente neuronas noradrenérgicas, 

que liberan noradrenalina en el bazo cuando se activa el reflejo colinérgico anti-inflamatorio342. 

Teniendo en cuenta que se observaron alteraciones importantes en el bazo en los ratones 

CD200R1-KO, nos planteamos analizar si son debidas a alteraciones en la inervación del bazo 

por parte del sistema nervioso autónomo, evaluando la presencia de fibras noradrenérgicas en 

el tejido del bazo a 1 y 15 luego de la lesión de médula espinal. Se analizó la inervación del bazo 

a estos tiempos post-lesión debido a que se ha reportado que se comienzan a ver cambios en 

estas fibras noradrenérgicas ya a las 24 horas post-lesión y que los niveles máximos reportados 

de fibras en el bazo post-lesión es a los 15 dpl413. Para ello realizamos inmunofluorescencia en 

el tejido del bazo utilizando anticuerpos que reconocen la enzima tirosina hidroxilasa (TH), la cual 

está presente en las fibras noradrenérgicas al ser un componente necesario para la síntesis del 

neurotransmisor440,441. En la Figura 43 A se observa una imagen representativa de la presencia 

de TH en el tejido del bazo donde se evaluó el área del bazo ocupada por las fibras 

noradrenérgicas. Contrario a lo reportado por Monteiro, no observamos un aumento en el área 

marcada por TH a los 15 días con respecto a las 24 horas post-lesión, sino que observamos un 

leve descenso no significativo, no habiendo diferencias significativas en ausencia de CD200R1. 

(Figura 43 B). Debido a que no analizamos el área de fibras TH+ en condiciones normales o luego 

de una cirugía control sin lesión de médula espinal, no podemos determinar si se observa el 

descenso a las 24 horas post-lesión reportados por Monteiro et al.413  
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Figura 43. Inervación de fibras noradrenérgicas en el bazo a 1 y 15 días post lesión de médula 
espinal. (A) Imagen representativa de inmunofluorescencia del bazo para la tirosina hidroxilasa (TH), 
donde se observan las fibras noradrenérgicas. Barra de calibración: 200 µm. (B) Cuantificación del área 
ocupada por las fibras noradrenérgicas en el bazo a 1 y 15 días post-lesión de médula espinal. No se 
observan diferencias significativas en el área positiva para tirosina hidroxilasa entre 1 y 15 dpl, así como 
tampoco entre los ratones wt y CD200R1-KO (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.23, interacción p = 0.96, 
test post-hoc  de Bonferroni).  

 

  

Tirosina hidroxilasa (TH) B A 
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Resumen de principales resultados obtenidos con el modelo de 

lesión de médula espinal por contusión 
 

En primer lugar, se logró poner a punto un modelo de lesión de médula espinal por contusión en 

ratones, generando una lesión reproducible y robusta que permite observar posibles efectos en 

la recuperación de las funciones locomotoras. Por citometría de flujo observamos que la ausencia 

del receptor tiene un efecto principalmente en los macrófagos en la etapa aguda de la respuesta 

inflamatoria, promoviendo una mayor infiltración de macrófagos Ly6C+. La ausencia del receptor 

CD200R1 promueve una disminución de la fagocitosis de mielina in vitro en macrófagos 

derivados de médula ósea, y cuando se analiza con células obtenidas del tejido de la médula 

espinal lesionado. Interesantemente, la ausencia del receptor no tuvo efecto en la recuperación 

de funciones locomotoras y en la preservación de mielina luego de la lesión de médula espinal. 

Sin embargo, los ratones CD200R1-KO pierden una mayor proporción del peso corporal luego 

de la lesión, sugiriendo alteraciones sistémicas. Al analizar las poblaciones de leucocitos en 

sangre, no observamos diferencias, tanto en condiciones normales como luego de la lesión 

generadas por la ausencia de CD200R1. Al analizar el peso del bazo, observamos que el peso 

el bazo de los ratones CD200R1-KO en condiciones normales y luego de una cirugía control es 

menor que el de los ratones wt, mientras que en las etapas agudas a la lesión de médula espinal, 

ya no se observan diferencias en el peso del bazo comparando los genotipos. Interesantemente, 

la diferencia en el peso del bazo se restaura hacia los 28 dpl, observándose un menor peso del 

bazo en los ratones CD200R1-KO. La ausencia de CD200R1 no generó diferencias en la 

inervación noradrenérgica en el bazo luego de una lesión de médula espinal. 
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Capítulo 3 / Objetivo específico 3: CD200-
CD200R1 en un contexto de inflamación 
sistémica por administración de LPS 
 

LPS es un componente de la pared bacteriana y actúa como un inmunoestimulante ya que activa 

una fuerte respuesta inflamatoria a través de la activación de receptores como TLR4 que lleva a 

la producción de citoquinas pro-inflamatorias 373,431,442. Se ha observado que la interacción 

CD200-CD200R1 tiene un rol en el desarrollo de la respuesta frente al LPS y que el bloqueo de 

esta interacción in vitro promueve una mayor pérdida de neuronas luego de este estímulo 

inflamatorio395. Por lo tanto, nos planteamos profundizar en los mecanismos por los cuales 

CD200R1 modula la neuroinflamación cuando las señales provienen de una inflamación 

periférica que es comunicada al SNC.  

 

Efecto de la ausencia de CD200R1 sobre la neuroinflamación en 
el SNC luego de la administración de LPS  
 

Una de las características más evidentes de la administración sistémica de LPS es el 

comportamiento de enfermedad443,444. Una forma de evaluarlo es mediante el test de campo 

abierto, donde se analiza la exploración espontánea de los animales midiendo la distancia total 

recorrida. Este test se realizó a las 24 horas después de la administración de LPS o de vehículo 

control, donde se evidencia una clara reducción en la distancia explorada. Esto se relaciona al 

desarrollo de la respuesta adaptativa del comportamiento de enfermedad frente a una 

inflamación sistémica ya descrita previamente445. En condiciones homeostáticas, en ausencia del 

estímulo inflamatorio, los ratones CD200R1-KO recorren la misma distancia que los ratones wt 

en el campo abierto (Figura 44), mientras que a las 24 horas de la administración de LPS, 

observamos que los ratones CD200R1-KO recorren una distancia significativamente menor en 

el campo abierto. Esto sugiere una exacerbación significativa del comportamiento de enfermedad 

a causa de la ausencia del receptor. Esto podría indicar una posible alteración de la respuesta 

inflamatoria a nivel del SNC en ausencia de CD200R1. 
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Con el fin de profundizar en estas posibles alteraciones a nivel de la respuesta neuroinflamatoria 

en el SNC frente al LPS, analizamos si la ausencia de CD200R1 tiene un impacto en el número 

de  microglía a nivel de la corteza cerebral, tanto en condiciones homeostáticas como luego de 

un estímulo inflamatorio con LPS. Para ello, realizamos inmunohistoquímica de tejido del cerebro 

utilizando el anticuerpo anti-Iba1 para evidenciar microglía. En condiciones homeostáticas no se 

observan diferencias en el número de microglía en la corteza cerebral entre genotipos (Figura 44 

B). Mientras que a las 24 horas de la administración de LPS no observamos cambios en el 

número de microglía en ratones wt, los ratones CD200R1-KO presentan una tendencia a un 

mayor número de microglía con respecto a los wt, sugiriendo que este receptor en la microglía 

puede estar mediando los efectos observados a nivel comportamental.  

 

 

  
 
Figura 44. Alteraciones en la locomoción luego de la administración con LPS en los ratones 
CD200R1-KO y número de microglía en corteza cerebral. (A) El test de campo abierto reveló que los 
ratones CD200R1-KO caminan una menor distancia a las 24 horas de la administración de LPS en 
comparación con los ratones wt, mientras que luego de la administración con vehículo no se observan 
diferencias (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.0013, interacción p = 0.33, test post-hoc  de Bonferroni, 
*p < 0.05). (B) Número de microglía en secciones de corteza cerebral normalizado por área, en condiciones 
normales (naïve) y a las 24 horas de la administración de LPS.  
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Análisis transcripcional del cerebro en ausencia de CD200R1 

frente al estímulo de LPS 
Seguidamente, exploramos los mecanismos mediante los cuales CD200R1 induce cambios en 

la respuesta neuroinflamatoria. Analizamos, a nivel transcripcional, el impacto de la ausencia de 

CD200R1 en el cerebro en condiciones normales y en un contexto de inflamación sistémica 

causada por LPS mediante secuenciación masiva de ARN. El análisis de componentes 

principales de los perfiles transcripcionales (Figura 44 A) indica la separación de las muestras en 

cuatro grupos distintos que se corresponden con los cuatro grupos experimentales. En términos 

generales, las muestras tratadas con solución salina o LPS se separan según el primer 

componente principal (que explica el 71% de la varianza) mientras que los distintos genotipos se 

asocian al segundo componente principal (que explica un 9% de la varianza). Esta separación 

indica que los grupos experimentales tienen perfiles de expresión génica definidos, que 

responden tanto a la ausencia de CD200R1, como a la estimulación con LPS.  
 

Figura 44. Perfiles transcripcionales del cerebro de ratones wt y CD200R1-KO a las 16 horas de la 
administración con vehículo control o LPS. (A) Análisis de componentes principales de los perfiles 
transcripcionales donde se observa la separación de las muestras en cuatro grupos diferentes que se 
asocian con los cuatro grupos experimentales. (B) Volcano plot, donde se muestran los genes 
diferencialmente expresados entre los cerebros de ratones wt y CD200R1-KO. Se evaluó únicamente el 
efecto del genotipo, sin considerar el tratamiento. En el lado derecho se representan los genes cuya 

A B 
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expresión se encuentra aumentada en los cerebros de ratones CD200R1-KO en comparación con los 
ratones wt, mientras que en el lado izquierdo se muestran los genes con una expresión reducida en los 
ratones CD200R1-KO en comparación con los ratones wt. 
 

 

Posteriormente, analizamos cuáles son los genes que se encuentran diferencialmente 

expresados en ausencia de CD200R1 (Figura 44 B). Para este análisis, evaluamos el efecto del 

genotipo considerando como covariable el tratamiento con buffer salino o LPS. Es decir, 

evaluamos el efecto del genotipo controlando por el del tratamiento. Encontramos 904 genes 

expresados diferencialmente entre ambos genotipos, considerando genes con un p-valor 

ajustado menor a 0.10. Cuando consideramos únicamente los genes con un cambio en el nivel 

de expresión corregido mayor al 25%, esta lista de genes se reduce a 266. En la Figura 44 B, se 

presenta el resultado de este análisis en forma de volcano plot. Notablemente, dentro de estos 

genes diferencialmente expresados, CD200R1 y CD200R4 presentaron una reducción 

significativa en los ratones CD200R1-KO en comparación con los ratones wt (datos que no se 

muestran).  

 
Como primera aproximación a entender las funciones celulares en las que intervienen estos 

genes diferencialmente expresados, analizamos la sobrerrepresentación de estos genes en 

términos de procesos biológicos de la base de Gene Ontology (GO423) (Figura 45 A) y de 

diferentes vías de señalización intracelular de Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG422) (Figura 45 B).  Estos análisis permitieron evidenciar una sobre-representación de los 

genes asociados a la regulación de la vía de NF-κB, así como también de la regulación de la 

migración leucocitaria, particularmente de los neutrófilos (Figura 45 A). Por otro lado, también se 

vieron sobrerrepresentados los genes asociados a las interacciones entre citoquinas y 

quimioquinas con sus receptores (Figura 45 B). Estas observaciones respaldan la hipótesis de 

que CD200R1 desempeña un papel fundamental en la regulación de los procesos 

neuroinflamatorios en el sistema nervioso central. La ausencia de CD200R1 conduce a 

alteraciones en vías de señalización celular críticas para la regulación y desarrollo de respuestas 

inflamatorias. 
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Figura 45. Análisis de sobrerrepresentación de genes. (A) Por medio de la base GO, evidenciamos 
una sobrerrepresentación de genes expresados diferencialmente asociados a la regulación de la vía de 
NF-κB, la regulación de la migración y quimiotaxis de neutrófilos, regulación de la extravasación celular y 
la migración de leucocitos, y regulación de la entrada de virus y simbiontes a la célula huesped. Dentro de 
estos procesos biológicos, la regulación de la vía de NF-κB fue la que se encontró mayormente 
sobrerrepresentada. (B) Utilizando la base KEGG, evidenciamos una sobrerrepresentación de genes 
asocidos a la interacción entre citoquinas y sus receptores, vías de señalización de quimioquinas y de la 
vía de señalización de NF-κB. 
 

 

Hasta el momento hemos realizado este análisis preliminar y estamos empezando a profundizar 

en los análisis que nos permitirán comprender en mayor detalle el rol de estos genes en las 

diferentes vías y funciones celulares, así como también explorar de qué manera la ausencia de 

CD200R1 se asocia con las alteraciones en la neuroinflamación y en el comportamiento 

evidenciados previamente.   
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Alteración del bazo en ausencia de CD200R1 en un contexto de 

inflamación sistémica 
 

Luego de observar alteraciones en la respuesta inflamatoria a nivel del SNC después de la 

administración con LPS, nos planteamos evaluar alteraciones en órganos periféricos relevantes 

en el desarrollo de la respuesta inflamatoria frente a este estímulo. Uno de los principales órganos 

que responden frente a este estímulo es el bazo, el cual tiene como una de sus funciones detectar 

posibles patógenos y señales de daño presentes en la sangre333. Contrario a lo observado luego 

de una lesión de médula espinal, la estimulación con LPS por vía intraperitoneal promueve un 

aumento en el peso del bazo, principalmente debido a la proliferación de células del sistema 

inmune adaptativo frente a este estímulo401,402.  

 

Como era de esperarse, observamos que el bazo de los ratones wt que expresan CD200R1 

aumenta de peso luego de la administración con LPS (Figura 46 A y B). Sin embargo, 

observamos que el peso del bazo se mantiene constante en los ratones CD200R1-KO a las 16 

y 24 horas luego de la administración, observándose un menor peso del bazo en comparación 

con el de los ratones wt, sugiriendo así una alteración de la respuesta del bazo frente a este 

estímulo y por lo tanto de un posible rol de CD200R1 en el desarrollo de esta respuesta. 
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Figura 46. Cambios en el peso del bazo normalizado por el peso corporal luego de la administración 
de LPS. (A) El bazo de los ratones wt aumenta significativamente a las 16 y 24 horas de la administración 
de LPS, mientras que el bazo CD200R1-KO se mantiene inalterado (ANOVA de dos vías, genotipo p< 
0.0001, interacción p = 0.025, test post-hoc  de Bonferroni; *p < 0.05, **p < 0.01, ****p < 0.0001). (B) 
Imágenes representativas de un bazo de ratón wt (a la izquierda) y CD200R1-KO (a la derecha) a las 24 
horas de la administración con LPS, donde se observa un tamaño menor del bazo de ratón CD200R1-KO 
en comparación con el del wt.  
 

 

Estos resultados sugieren alteraciones sistémicas a nivel de varios órganos relevantes en el 

desarrollo de la respuesta inflamatoria frente a un estímulo externo. Por lo tanto, nos propusimos 

profundizar en los posibles mecanismos de estas alteraciones y sus posibles efectos a nivel de 

la neuroinflamación. En primer lugar, analizamos las poblaciones celulares mieloides y linfoides 

en el bazo luego de la administración con LPS para evaluar si la alteración en la respuesta del 

bazo es generada por diferencias en las poblaciones celulares presentes en el órgano a las 24 

horas de haber administrado el LPS (Figura 47). En condiciones de homeostasis (luego de la 

administración de vehículo control), no se observaron diferencias significativas en el número de 
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macrófagos, neutrófilos, eosinófilos, células dendríticas y linfocitos en el bazo a causa de la 

ausencia de CD200R1. Interesantemente, luego de la administración de LPS, observamos un 

aumento significativo en el número de macrófagos (Figura 47 A) y eosinófilos (Figura 47 C), y 

una tendencia en la misma dirección en el número de neutrófilos (Figura 47 B) en el bazo de los 

ratones CD200R1-KO, en comparación con el aumento del número de estas poblaciones en el 

bazo de los ratones wt. Tanto la población de linfocitos B y T, como de células dendríticas no se 

vieron afectadas por la falta de CD200R1 (Figura 47 D-G).  

 

 

 
 
Figura 47. Análisis de las principales poblaciones mieloides y linfoides presentes en el bazo de 
hembras luego de la administración con LPS. No se observan diferencias significativas en las 
poblaciones analizadas luego de la administración con vehículo cuando el receptor CD200R1 está ausente, 
así como tampoco a las 24 horas de administración de LPS en las poblaciones de (E) linfocitos B, (F-G) 
linfocitos T (CD4 positivos y negativos) y (D) células dendríticas. Sin embargo, se observa un aumento 
significativo a las 24 horas de la administración de LPS en las poblaciones de (A) macrófagos y (C) 
eosinófilos de los ratones CD200R1-KO en comparación con los wt. Se observa una tendencia a un mayor 
número de neutrófilos (B) en el bazo de ratones CD200R1-KO en comparación con los bazos de ratones 
wt a las 24 horas de administración con LPS (ANOVA de dos vías, genotipo p< 0.0001, interacción p = 
0.025, test post-hoc  de Bonferroni; *p < 0.05, **p < 0.01). 
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Número de leucocitos en sangre en ausencia de CD200R1 en un 

contexto de inflamación sistémica 
 

Luego analizamos el impacto de la ausencia de CD200R1 en la sangre, otro factor fundamental 

en el desarrollo de las respuestas inflamatorias, y en particular en la respuesta inflamatoria luego 

de la administración con LPS. En primer lugar, analizamos las principales poblaciones de 

leucocitos en sangre 24 horas luego de la administración de vehículo salino o de LPS por vía 

intraperitoneal (Figura 48). Observamos que luego de la administración con LPS se observa un 

mayor número de leucocitos en sangre en los ratones CD200R1-KO en comparación con los 

ratones wt (Figura 48 A). Este aumento se debe principalmente a un mayor número de monocitos 

(Figura 48 B) y neutrófilos (Figura 48 C) en sangre en ratones CD200R1-KO a las 24 luego de la 

administración con LPS. No observamos diferencias en el número de linfocitos en sangre 

generados por la ausencia de CD200R1 luego de la administración con LPS ni con vehículo.  
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Figura 48. Número de leucocitos en sangre a las 24 horas de la administración con LPS o vehículo en 
hembras CD200R1-KO o wt. Luego de la administración con vehículo no se observan diferencias en las 
poblaciones celulares analizadas entre los ratones CD200R1-KO y wt. La ausencia de CD200R1 genera 
un aumento en el número de (A) leucocitos en sangre (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.004, interacción 
p = 0.52, test post-hoc  de Bonferroni; *p < 0.05), (B) monocitos (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.028, 
interacción p = 0.16, test post-hoc  de Bonferroni; *p < 0.05) y (C) neutrófilos a las 24 horas de la 
administración con LPS (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.008, interacción p = 0.44, test post-hoc  de 
Bonferroni; *p < 0.05). (D) No se observan alteraciones en el número de linfocitos en sangre a las 24 horas 
de la administración con LPS por la ausencia de CD200R1 (ANOVA de dos vías, genotipo p = 0.34, 
interacción p = 0.80, test post-hoc  de Bonferroni). 
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Resumen de resultados obtenidos con el modelo de inflamación 

sistémica 
 

Al evaluar el impacto de la ausencia de CD200R1 a nivel comportamental en un contexto de 

inflamación sistémica, observamos una marcada reducción en la distancia explorada en el test 

campo abierto en los ratones CD200R1-KO, un comportamiento típico de la respuesta adaptativa 

del "comportamiento de enfermedad" frente a la inflamación sistémica. Esto sugiere una 

exacerbación significativa de este comportamiento, sugiriendo un posible papel regulatorio del 

CD200R1 en la respuesta neuroinflamatoria en el SNC después de la administración de LPS. A 

su vez, la tendencia observada en los ratones CD200R1-KO hacia un mayor número de microglía 

en la corteza cerebral frente a la administración de LPS apoya esta hipótesis. La alteración de la 

respuesta inflamatoria en presencia de LPS también se observó en el bazo, donde se observó 

que CD200R1 es necesario para promover el aumento del peso del bazo frente a este estímulo. 

A pesar de observarse un peso menor en el bazo de los ratones CD200R1-KO a las 24 horas 

después de la administración de LPS, se evidenció un mayor número de las principales 

poblaciones mieloides en este órgano, mientras que no se observaron diferencias en las 

poblaciones linfoides. Esto sugiere que el CD200R1 es necesario para el desarrollo de la 

respuesta inflamatoria normal a nivel del bazo frente a un estímulo inflamatorio como lo es el 

LPS. A nivel de la sangre también observamos importantes alteraciones en las poblaciones de 

leucocitos a las 24 horas después de la administración de LPS a causa de la ausencia de 

CD200R1. Se observó un mayor número de leucocitos totales en los ratones CD200R1-KO, 

principalmente debido a un mayor número de células mieloides ya que no se observaron 

diferencias en la población de linfocitos. En su conjunto, estos resultados evidencian una 

respuesta inflamatoria exacerbada en los ratones CD200R1-KO frente al LPS a nivel sistémico. 

Esto refuerza la importancia de evaluar la respuesta a nivel global, para entender en mayor 

detalle los mecanismos que pueden estar afectando a la neuroinflamación sobre el sistema 

nervioso.  
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Capítulo 4: Desarrollo de estrategias terapéuticas 
basadas en la activación de CD200R1 
Previamente, en el grupo de investigación desarrollamos y evaluamos estrategias terapéuticas 

para la modulación de la neuroinflamación basadas en la producción y administración de 

diferentes proteínas recombinantes con dominios de CD200. En este contexto, observamos que 

la administración de la proteína recombinante CD200-His en la médula espinal al momento de la 

lesión confiere neuroprotección la cual se asoció con una mejora en la recuperación de las 

funciones locomotoras89.  

Objetivo específico 4: Evaluación de la ventana temporal 
terapéutica para la activación de CD200R1 en el tejido de médula 

espinal lesionado 
 

Teniendo en cuenta que la proteína recombinante CD200-His tuvo un efecto positivo en la 

recuperación de las funciones locomotoras cuando fue administrada dentro del tejido de la 

médula espinal en el momento de la lesión, analizamos la ventana temporal sobre la cuál se 

puede actuar para poder promover una mejora en la recuperación de las funciones, teniendo en 

cuenta que en humanos, la posibilidad de recibir un tratamiento suele retrasarse por varias horas 

luego de la lesión. Para ello, realizamos la administración intramedular de la proteína CD200-His 

a las 24 y 48 horas luego de realizar la contusión medular y realizamos el seguimiento funcional 

durante 28 días. No observamos un efecto significativo en la recuperación funcional evaluada a 

través de la escala de BMS cuando la proteína CD200-His es administrada en el tejido lesionado 

de la médula espinal a las 24 (Figura 49 A) o a las 48 horas post-lesión (Figura 49 B). 
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Figura 49. Evaluación del efecto de la administración de CD200-His dentro del tejido de médula 
espinal a las 24 y 48 horas post-lesión. Por medio de la escala de BMS se evaluó el efecto de la 
administración de CD200-His a las (A) 24 y (B) 48 horas post-lesión en la recuperación de las funciones 
locomotoras. No se observan diferencias significativas en el tratamiento con CD200-His a las (A) 24 horas 
post-lesión (ANOVA de dos vías, tratamiento p = 0.53, interacción p = 0.92, test post-hoc  de Bonferroni;   
n = 8 PBS, n = 7 CD200-His),  ni a las (B) 48 horas post-lesión (ANOVA de dos vías, tratamiento p = 0.29, 
interacción p = 0.16, test post-hoc  de Bonferroni;   n = 8 PBS, n = 8 CD200-His) .  
 

A su vez, evaluamos el efecto de esta administración retrasada de CD200-His sobre la 

preservación del tejido nervioso luego de la lesión. En primer lugar, analizamos el área de mielina 

a los 28 dpl a través de la tinción de Luxol Fast Blue en secciones transversales seriadas de la 

médula espinal (Figura 50 A y B). Observamos que la administración de CD200-His a las 24 o 

48 horas post-lesión no tuvo efecto en el área ocupada por mielina en los cortes seriados de 

médula espinal. Sin embargo, un área similar ocupada por mielina no necesariamente implica 

que estas fibras mielínicas sean igualmente funcionales. Por lo tanto, nos propusimos analizar el 

efecto de la administración retrasada de CD200-His en la preservación de las vías motoras por 

medio de la evaluación de los potenciales motores evocados. Brevemente, esta técnica consiste 

en estimular la corteza cerebral motora y observar la respuesta a nivel de los músculos en las 

extremidades inferiores. Sin embargo, concomitantemente con los resultados obtenidos de la 

recuperación de las funciones locomotoras y de la preservación de mielina luego de la lesión, 

observamos que la administración de CD200-His tanto a las 24 como a las 48 horas post-lesión 

no tuvo efecto en la amplitud o la latencia de los potenciales motores evocados analizados en el 

músculo gastrocnemio (Figura 50 C y D).   

A B 
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Figura 50. Efecto de la administración retrasada de CD200-His sobre la neuroprotección evaluada 
a los 28 dpl. (A y B) Se evaluó el efecto de la administración a las (A) 24 y (B) 48 horas post-lesión, sobre 
la preservación de la mielina por medio de la cuantificación del área positiva para la tinción de Luxol Fast 
Blue en secciones transversales seriadas de médula espinal a los 28 dpl. Se indican las distancias desde 
el epicentro en sentido rostral (R280-R1120: de 280 a 1120 μm en sentido rostral) y caudal rostral (C280-
C1120: de 280 a 1120 μm en sentido caudal). El área de mielina es mínima en el epicentro de la lesión y 
aumenta progresivamente en ambos sentidos. La administración a las (A) 24 horas (ANOVA de dos vías, 
tratamiento p = 0.67, interacción p = 0.95, test post-hoc  de Bonferroni;   n = 7 PBS, n = 6 CD200-His) y a 
las (B) 48 horas post-lesión no tuvo efecto sobre la pérdida de mielina en la médula espinal luego de la 
lesión (ANOVA de dos vías, tratamiento p = 0.63, interacción p = 0.94, test post-hoc  de Bonferroni;   n = 
6 PBS, n = 7 CD200-His) .  (C y D) Se analizó el efecto de la administración retrasada de CD200-His sobre 
la preservación de las vías motoras a través de la evaluación de potenciales motores evocados. Se 
estimuló a nivel de la corteza motora y se registró la (C) amplitud y (D) latencia de la respuesta en el 
músculo gastrocnemio. La administración a las 24 y 48 horas de CD200-His no tuvo un efecto significativo 
en la (C) amplitud de la respuesta en el músculo gastrocnemio (ANOVA de una vía seguida de la prueba 

A B 

C D 
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post hoc de Bonferroni), ni en la (D) latencia a la respuesta (ANOVA de una vía seguida de la prueba post 
hoc de Bonferroni), las cuales son indicadores de la funcionalidad de las fibras a nivel de la médula espinal, 
sugiriendo en conjunto que la administración retrasada de CD200-His no tiene efecto sobre la 
neuroprotección luego de una lesión de médula espinal.  
  

En su conjunto, estos resultados sugieren que la ventana temporal donde la administración de 

CD200-His tiene un efecto en la recuperación luego de una lesión de médula espinal es acotada 

a las etapas más agudas de la respuesta inflamatoria, probablemente teniendo un efecto si es 

administrada en las primeras horas luego de la lesión. 

 

Objetivo específico 5: Desarrollo de nuevas proteínas 

recombinantes agonistas de CD200R1 
 

Dado que la administración dentro del tejido medular representa una intervención sumamente 

invasiva, y más compleja desde el punto de vista terapéutico, nos planteamos el desarrollo de 

estrategias terapéuticas alternativas menos invasivas, así como también evaluar la posibilidad 

de desarrollar estrategias que no solo actúen a nivel de la médula espinal, sino que también a 

nivel sistémico. Con el fin de evaluar estas posibles vías de administración alternativas, nos 

planteamos el desarrollo de nuevas proteínas recombinantes que puedan ingresar al SNC 

cuando son administradas de manera exógena. Para ello, diseñamos una proteína recombinante 

denominada CD200-X, que consiste en un dominio de CD200, cuyo fin es unirse y activar al 

receptor CD200R1, y por otro dominio formado por un péptido de penetración celular.  
 
 

Efecto in vitro de la proteína CD200-X sobre la activación de la vía de NF-

κB en la línea celular BV-2 

Con el fin de evaluar el posible efecto de la proteína CD200-X previo al uso in vivo, utilizamos 

una línea celular microglial denominada BV-2446. Como fue mencionado previamente, la 

activación del receptor CD200R1 desencadena una cascada de señalización intracelular que 

culmina en la atenuación de la vía pro-inflamatoria NF-κB. Por lo tanto, evaluamos si la proteína 

recombinante CD200-X tiene la capacidad de reducir la activación de esta vía in vitro. Con este 
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fin, utilizamos la línea celular BV-2, derivada de microglía de ratones C57BL/6, la cual fue 

modificada para expresar GFP como reportero de la activación de NF-κB. Estos experimentos 

fueron realizados en conjunto con la Unidad de Biología Celular del Institut Pasteur de 

Montevideo, quienes realizaron los cultivos celulares y tratamiento de las células. La activación 

de la vía NF-κB fue analizada por citometría de flujo luego de la incubación de estas células con 

LPS durante 24 horas, el cual promueve la estimulación de la vía de NF-κB431,447–449, en conjunto 

con diferentes concentraciones de la proteína recombinante CD200-X, bajo la hipótesis de que 

esta proteína al unirse al receptor CD200R1 promueve la atenuación de la activación generada 

por el LPS. Interesantemente, cuando se incubaron las células con la proteína CD200-X a 

diferentes concentraciones en ausencia de LPS, se observó una activación de la vía de NF-κB, 

principalmente cuando se utiliza la proteína a concentraciones de 1, 5 y 10 µg/µL, pero no cuando 

se utiliza a 0.1 µg/µL (barras violetas en la Figura 51), sugiriendo el efecto contrario al esperado 

en ausencia de estímulo inflamatorio. Cuando agregamos el LPS en conjunto con el CD200-X a 

diferentes concentraciones, observamos que CD200-X no tuvo un efecto significativo en la 

activación de la vía NF-κB (barras azules en la Figura 51). A modo de control, utilizamos la 

proteína recombinante disponible comercialmente CD200-Fc, la cual ha sido utilizada en 

numerosos estudios y ha demostrado tener un efecto dependiente de la activación de 

CD200R1110,155,442,450. Al incubar las células con esta proteína en ausencia de LPS, a diferencia 

del CD200-X, no se observó un efecto en la activación de la vía de NF-κB (barras rosadas en 

Figura 51). Sin embargo, cuando incubamos a las células con CD200-Fc en presencia de LPS, 

al igual que con CD200-X, no observamos un efecto significativo en la activación de NF-κB.  
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Figura 51. Efecto de CD200-X sobre la activación de la vía de NF-κB en cultivo de células de la línea 
BV-2. (A) Estrategia de selección de poblaciones por citometría de flujo de las células BV-2 positivas para 
GFP. Esta línea celular fue modificada para expresar GFP cuando se activa la vía de NF-κB. La población 
positiva se seleccionó a partir de la señal de las células vivas sin estimulación con LPS (basal). (B) 
Porcentaje de células GFP+ y (C) mediana de intensidad de fluorescencia para GFP, luego del tratamiento 
con LPS, CD200-X y/o CD200-Fc (control positivo). La primera y segunda barra corresponden a la 
situación basal y con estimulación con LPS (100 ng/mL), respectivamente. Las barras en violeta 
corresponden a la incubación de las células con concentraciones crecientes de CD200-X (0.1, 1, 5 y 10 
µg/mL). Las barras azules corresponden a la co-incubación de LPS con CD200-X a concentraciones 
crecientes (igual a las detalladas previamente). En rosado, se muestra el resultado de la incubación de las 
células con CD200-Fc a 1 y 5 µg/mL sin y con LPS. El CD200-Fc fue utilizado a modo de control positivo 
ya que ha sido utilizado ampliamente en la literatura para activar a CD200R1. Se observa un aumento  
(ANOVA de una vía seguida de la prueba post hoc de Bonferroni, ****p < 0.0001 vs. Basal; ++++p < 0.0001 
vs. LPS). 
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Efecto in vitro de la proteína CD200-X sobre macrófagos derivados de la 

médula ósea 

 

Luego, nos propusimos profundizar en el efecto in vitro de la proteína CD200-X y su efecto sobre 

la respuesta frente a LPS en macrófagos derivados de médula ósea. Para ello, tratamos 

macrófagos derivados de ratones wt y de ratones CD200R1-KO, con el fin de determinar si: 1) 

los efectos observados en las células BV2 podrían ser un artefacto de la utilización de una línea 

celular, y 2) si los posibles efectos de CD200-X sobre la activación de la vía de NF-κB son a 

través de la interacción con CD200R1 o con otro componente celular. Evaluamos el efecto del 

tratamiento durante 24 horas de CD200-X a 1 y 5 µg/mL sobre la expresión de TNFα, que es un 

producto de la activación de la vía NF-κB451 y su capacidad de regular la respuesta frente a LPS 

(Figura 52). En los ratones wt, el LPS generó un aumento significativo en la expresión de TNFα, 

mientras que el CD200-X (sin LPS) a ambas concentraciones no generó un aumento en la 

expresión respecto a la condición basal. A su vez, se observó que al co-incubar a los macrófagos 

wt con LPS y CD200-X, no tuvo un efecto significativo sobre la expresión de TNFα con respecto 

a la condición con LPS únicamente. Estos resultados por un lado sugieren que CD200-X a las 

concentraciones de 1 y 5 µg/mL no tiene un efecto significativo sobre la expresión de TNFα, tanto 

en presencia como en ausencia de un estímulo inflamatorio como es el LPS. Por otro lado, al 

observar la respuesta de los macrófagos provenientes de ratones CD200R1-KO, se observa un 

patrón muy similar. Interesantemente, a diferencia de lo observado con las células wt, al co-

incubar con LPS y CD200-X a 1 y 5 µg/mL se observó un aumento significativo en la expresión 

de TNFα en comparación con la condición con LPS únicamente. Estos resultados muestran un 

efecto contrario al esperado, ya que nuestra hipótesis era que CD200-X, al unirse a CD200R1, 

promovería una disminución en la expresión de TNFα. Sin embargo, estos macrófagos no 

expresan el receptor CD200R1, por lo que estos resultados sugieren un efecto de CD200-X 

independiente de CD200R1. Se deberá profundizar para determinar si estos efectos son debidos 

al componente X de la proteína recombinante, algún contaminante de su producción en células 

EXPI293F, o si se debe a la interacción de la proteína con otros receptores de la familia de 

CD200R o de otra familia de inmunorreceptores. 

 



163 

 

 
 
Figura 52. Expresión de TNFα  en macrófagos derivados de médula ósea de ratones wt y CD200R1-
KO, evaluada por PCR cuantitativa. La incubación de los macrófagos con LPS (100 ng/mL) promueve 
un aumento de la expresión de TNFα, tanto en las células wt como las que no expresan CD200R1. La 
proteína CD200-X a 1 µg/mL (sin LPS) no promueve un aumento de la expresión de TNFα en los 
macrófagos wt y KO. Sin embargo, a una concentración de 5 µg/mL se observó un aumento significativo 
de la expresión de TNFα en los macrófagos CD200R1-KO en ausencia de LPS, pero no en los macrófagos 
wt. Cuando se incubaron los macrófagos wt con LPS y CD200-X a 1 y 5 µg/mL no se observaron diferencias 
en la expresión con respecto a la incubación solo con LPS. Interesantemente, se observa un aumento 
significativo en la expresión de TNFα cuando se incubaron los macrófagos CD200R1-KO con LPS y 
CD200-X a 1 y 5 µg/mL, en comparación con la incubación sólo con LPS (ANOVA de dos vías, genotipo p 
= 0.015, interacción p = 0.19, test post-hoc de Bonferroni; *p < 0.05,**p < 0.01,****p < 0.0001 vs. Basal; +p 
< 0.05 vs. LPS). 
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Finalmente, evaluamos el impacto que genera CD200-X en la capacidad fagocitica de los 

macrofagos derivados de médula ósea, con el fin de explorar el efecto sobre esta función celular 

que es fundamental en el desarrollo de los procesos que ocurren luego de las lesiones al sistema 

nervioso. Para ello utilizamos BMDM de ratones wt y CD200R1-KO para determinar si el posible 

efecto a nivel de la fagocitosis de mielina-pHrodo es específico por la interacción de CD200-X 

con CD200R1 o si se debe por otros factores o interacciones con otros receptores (Figura 53). 

La incubación de los BMDM wt y CD200R1 KO con CD200-X a 5 µg/mL no tuvo un impacto en 

la mediana de intensidad de fluorescencia de pHrodo, lo que sugiere que en ausencia de un 

estímulo inflamatorio, a esta concentración no tiene un efecto significativo sobre esta función 

celular. Interesantemente, cuando incubamos estas células con CD200-X a 100 µg/mL en 

ausencia de LPS, observamos un evidente descenso en la presencia de mielina-pHrodo en los 

macrófagos derivados de ratones wt pero no en los ratones CD200R1-KO, lo que sugiere que a 

esta concentración la proteína recombinante promueve una disminución de la fagocitosis de 

mielina que es dependiente de la interacción con CD200R1. Al estimular las células con LPS e 

incubarlas con CD200-X, observamos que no tiene un efecto significativo sobre la capacidad de 

fagocitosis de mielina cuando comparamos con respecto a la condición donde incubamos 

únicamente con el estímulo de LPS, tanto en los BMDM wt como los CD200R1-KO. Sin embargo, 

cando incubamos los BMDM wt con LPS y CD200-X a 100 µg/mL, observamos una menor 

presencia de pHrodo en estas células en comparación con la condición únicamente con LPS. 

Esto sugiere que CD200-X a esta concentración exacerba el efecto del LPS sobre la fagocitosis.  
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Figura 53. Impacto de CD200-X en fagocitosis de mielina-pHrodo por macrófagos derivados de 
médula ósea. Se comparó la fagocitosis de mielina pHrodo en macrófagos derivados de médula ósea en 
ratones wt y CD200R1. Las líneas punteadas violeta corresponde a los valore basales de la mediana de 
intensidad de fluorescencia para pHrodo en los BMDM wt (violeta) y CD200R1-KO (azul). El análisis 
estadístico demostró una reducción significativa de todas las condiciones en comparación con el basal wt 
(solo incubación con pHrodo durante 1 hora), salvo la condición de CD200-X a 5 µg/mL en los macrófagos 
wt (se muestra en el gráfico señalado, ns). Al comparar con la conición con LPS únicamente, se observó 
que en los ratones  wt, el CD200-X a 100 µg/mL exacerba el efecto del LPS. (ANOVA de dos vías, genotipo 
p = 0.06, interacción p < 0.0001, test post-hoc de Bonferroni; ns: p > 0.05 vs. Basal de su genotipo; **p < 
0.01,***p < 0.001,****p < 0.0001 vs. LPS de su genotipo). 
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Resumen de principales resultados del análisis de estrategias 

terapéuticas basadas en la activación de CD200R1 
 

En primer lugar, evaluamos la ventana temporal sobre la cual podemos actuar administrando la 

proteína CD200-His, agonista de CD200R1, dentro de la médula espinal al momento de la lesión, 

con el fin de promover una mejora en la recuperación funcional. Sin embargo, observamos que 

la administración a las 24 o 48 horas después de una lesión de médula espinal no tuvo un efecto 

significativo en la recuperación de las funciones locomotoras, así como tampoco en la 

preservación de mielina y las vías motoras. Esto sugiere que la ventana temporal es bastante 

acotada, siendo menor a las 24 horas, aunque se debe profundizar en la posibilidad de comenzar 

el tratamiento en etapas más avanzadas aún, evaluando la administración a la semana, o 

inclusive hacia las dos semanas luego de la lesión.  

 

Explorando vías alternativas de administración, diseñamos una proteína recombinante, CD200-

X, que combina un dominio de CD200 para activar el receptor CD200R1 y un péptido de 

penetración celular. Sin embargo, cuando probamos CD200-X en células BV-2, observamos una 

activación inesperada de la vía NF-κB en ausencia de LPS a ciertas concentraciones. Además, 

CD200-X no tuvo un impacto significativo en la activación de NF-κB cuando se combinó con LPS. 

Debe sin embargo tenerse en cuenta que nuestro control positivo CD200-Fc tampoco indujo una 

disminución de la activación de la vía NF-κB, por lo cual no podemos sacar conclusiones 

relacionadas con la capacidad de inhibir NF-κB en estas condiciones y en este modelo 

experimental. 

 

Luego, evaluamos CD200-X en macrófagos derivados de médula ósea y encontramos que, a 

altas concentraciones, provocó un aumento de la expresión de TNFα en macrófagos 

CD200R1-KO en respuesta al LPS, sugiriendo un efecto independiente de CD200R1. Además, 

CD200-X redujo la fagocitosis de mielina a altas concentraciones en macrófagos derivados de 

médula ósea de ratones wt, pero no en los CD200R1-KO. 
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DISCUSIÓN 
La neuroinflamación abarca una serie de procesos complejos y dinámicos, que implican la 

activación de células y la liberación de moléculas inflamatorias, tanto dentro como fuera del 

sistema nervioso. Los procesos neuroinflamatorios ocurren tanto en el SNC como en el SNP, 

aunque existen algunas diferencias significativas en los mecanismos y las consecuencias de la 

inflamación en estos dos sistemas. En el SNC, la inflamación es iniciada principalmente por 

células gliales residentes, especialmente la microglía y los astrocitos, mientras que en el SNP, 

las principales células encargadas de desencadenar la respuesta inflamatoria son las células de 

Schwann, macrófagos residentes y fibroblastos. En términos de consecuencias, la inflamación 

en el SNC puede tener efectos más graves debido a la complejidad del sistema y su importancia 

crítica en la regulación de múltiples sistemas del organismo.  

 

Aunque la neuroinflamación se ha asociado tradicionalmente con procesos patológicos, se ha 

demostrado que los procesos neuroinflamatorios también tienen un papel crucial en la regulación 

fisiológica del sistema nervioso, por lo tanto, la neuroinflamación puede tener efectos 

beneficiosos y perjudiciales. Por un lado, la inflamación puede ser una respuesta necesaria para 

reparar el tejido dañado y prevenir la propagación de infecciones. Por otro lado, una inflamación 

crónica puede causar daño a las células nerviosas y resultar en un deterioro cognitivo y motor. 

 

Tanto este aspecto dual de los efectos beneficios y perjudiciales, así como también las 

diferencias y similitudes entre los procesos inflamatorios en el SNC y en el SNP, sugieren una 

alta complejidad de los procesos neuroinflamatorios. Esto, en conjunto con estudios previos y 

ensayos clínicos en los que se abordaron estrategias terapéuticas de atenuación del sistema 

inmune a nivel sistémico, indican que, en lugar de suprimir la respuesta inflamatoria en su 

totalidad, se deben buscar estrategias para modularla, manteniendo los efectos beneficiosos y 

reduciendo los efectos perjudiciales de ésta sobre los tejidos nerviosos. Por lo tanto, resulta 

relevante comprender en mayor profundidad los mecanismos que subyacen a los procesos 

neuroinflamatorios en diferentes contextos inflamatorios, tanto en el SNC como en el SNP, con 

el fin de desarrollar estrategias terapéuticas de precisión. 

 

Dentro de los mecanismos que subyacen a la respuesta inflamatoria en el sistema nervioso, la 

interacción entre ligandos y los inmunoreceptores se han planteado como uno de los puntos 
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clave de la regulación. Una de estas interacciones es entre el ligando CD200 y el receptor 

CD200R1. Ésta ha sido implicada como un importante regulador de los procesos inflamatorios 

en diversos contextos de inflamación, tanto en el sistema nervioso como en cáncer, infecciones 

virales, trasplantes, etc115. Por lo tanto, nos planteamos analizar los mecanismos que subyacen 

a la activación del receptor CD200R1 por su ligando en diferentes modelos murinos de 

inflamación. En primer lugar, analizamos el rol de esta interacción en un modelo de lesión 

traumática del sistema nervioso periférico que consiste en el aplastamiento del nervio ciático. En 

segundo lugar, analizamos el rol de esta interacción en el desarrollo de la respuesta inflamatoria 

local y periférica luego de una lesión traumática al sistema nervioso central, en particular luego 

de una contusión de médula espinal. Luego analizamos el impacto de esta interacción en el 

desarrollo de la neuroinflamación luego de una inflamación sistémica, generada por la 

administración intraperitoneal de lipopolisacárido, que consiste en un fuerte estimulante del 

sistema inmune. Finalmente, nos propusimos profundizar en el desarrollo de posibles estrategias 

terapéuticas basadas en la activación del receptor CD200R1 que promuevan una mejora en la 

recuperación de las funciones luego de una lesión traumática a la médula espinal. Para ello, 

evaluamos la ventana terapéutica sobre la cual podemos actuar para lograr una mejora en la 

recuperación, así como también el desarrollo de nuevas proteínas recombinantes que permitan 

vías de administración poco invasivas y con relevancia clínica. 

 

 

 

Lesión al SNP: rol de CD200-CD200R1 luego de 
una lesión de nervio ciático 

Caracterización de la expresión de CD200 y CD200R1 en el nervio 
ciático sin lesionar y luego de una lesión traumática por 

aplastamiento 
 

Con el fin de evidenciar en detalle los mecanismos que subyacen a la interacción entre el ligando 

CD200 y el receptor CD200R1 en el proceso de neuroinflamación en el SNP, nos planteamos 
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caracterizar la expresión de ambas proteínas en el tejido nervioso en condiciones normales y la 

dinámica espacio-temporal luego de la lesión. Previamente, Chang et al.  evidenciaron la 

presencia de CD200 en el nervio ciático de rata sin lesionar a través de inmunohistoquímica147. 

Observaron la presencia de CD200 principalmente en el neurilema, los nodos de Ranvier y en 

las incisuras de Schmidt-Lanterman en las secciones longitudinales de nervio ciático de rata sin 

lesionar, siendo estas tres regiones diferentes dominios de la célula de Schwann. A su vez, 

evidenciaron una fuerte marca de CD200 en un nervio parasimpático, el cual consiste 

principalmente por axones amielínicos. En el presente trabajo, por medio de inmunofluorescencia 

evidenciamos la presencia de CD200 en las células de Schwann que forman la vaina de mielina 

en las fibras nerviosas del nervio ciático de ratón en condiciones normales, particularmente en 

los nodos de Ranvier y en las incisuras de Schmidt-Lanterman, confirmando lo observado por 

Chang et al.147 en el nervio ciático de rata. La presencia de CD200 en las células de Schwann 

sugiere un rol importante de estas células como inmunoreguladores de la respuesta de las 

células mieloides en el tejido nervioso. Dado que los nodos de Ranvier son los lugares donde los 

axones se encuentran más expuestos, la mayor presencia de CD200 en estas regiones podría 

estar relacionada a la supresión de la acción de las células mieloides sobre los axones, 

manteniéndolos alejados de la posible acción detrimental de estas células del sistema inmune. 

Sin embargo, se deberá continuar con el análisis del rol de CD200 en las células de Schwann 

para poder dilucidar la función específica de CD200 en estos dominios celulares. Esto permitirá 

aportar al conocimiento de la regulación del sistema inmune por parte de las células de Schwann 

y por lo tanto, al entendimiento de las diferencias entre la regulación de la respuestas 

neuroinflamatorias entre el SNC y el SNP.  

 

A su vez, por medio de inmunofluorescencia de secciones longitudinales de nervio ciático de 

ratón en condiciones normales, encontramos una intensa marca de CD200 en vasos sanguíneos. 

Esto coincide con lo reportado por Cohen et al.108, en donde evidencian la presencia de CD200 

en los vasos sanguíneos en el sistema nervioso central en condiciones normales, y donde 

sugieren su importancia en la regulación de la entrada de células del sistema inmune de la sangre 

hacia el tejido nervioso108. Interesantemente, observamos que luego de la lesión por 

aplastamiento, la expresión de CD200 disminuye en el tejido, principalmente en los vasos 

sanguíneos, ya que se siguen observando las estructuras de los nodos de Ranvier como CD200+, 

mientras que desaparece la marca de CD200 en los vasos sanguíneos a las 24 horas post-lesión. 

Esta disminución de CD200 en los vasos sanguíneos puede estar relacionada con la entrada de 

células al tejido lesionado. Al ser considerado un receptor anti-inflamatorio, el CD200R1 al unirse 
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al CD200 en los vasos sanguíneos en condiciones normales podría evitar la entrada de células 

mieloides al tejido nervioso en ausencia de daño. Sin embargo, luego de la lesión es necesaria 

la entrada de células inflamatorias desde la sangre, por lo que la disminución de la expresión de 

CD200 por las células endoteliales sería uno de los factores permisivos para la entrada de células 

hacia el tejido lesionado, favoreciendo el desarrollo de la respuesta inflamatoria necesaria a nivel 

local. Como fue mencionado previamente, en el caso de las lesiones traumáticas al SNP, es 

necesario una respuesta inflamatoria rápida y eficiente, por lo que esta disminución de CD200 

podría ser uno de los factores determinantes. Luego de una semana post-lesión ocurre una 

importante transición en la respuesta a nivel local, pasando de una respuesta pro-inflamatoria en 

la que se degrada y limpia el tejido, iniciando los programas de reparación del tejido13. La 

dinámica de expresión de CD200 que observamos concuerda con estos cambios importantes en 

la respuesta inflamatoria, ya que a los 7 dpl observamos un aumento en el tejido de vasos 

sanguíneos que expresan CD200. Este aumento de la presencia de CD200 en vasos sanguíneos 

sugiere que a partir de la semana post-lesión, el ingreso de células inflamatorias desde la sangre 

va disminuyendo progresivamente a medida que la respuesta inflamatoria cambia hacia una 

respuesta reparadora, así como también las células presentes en el tejido y las que ingresan 

también adquieren un fenotipo predominantemente reparador.  

 

En este mismo contexto, analizamos la dinámica temporal de CD200R1 en las principales 

poblaciones de células inflamatorias en el tejido del nervio ciático de ratón luego de una lesión 

por aplastamiento. Hasta el momento de este estudio, no habían trabajos previos en los que se 

evalúe la expresión de CD200R1 en el nervio ciático y su rol luego de una lesión traumática. 

Contrario a lo que ocurre con CD200 y similar a los que ocurre con otros inmunoreceptores como 

Trem2452 y CD300f69, la detección de CD200R1 por inmunofluorescencia en el tejido del nervio 

ciático presenta muchas complejidades, en parte por la baja expresión de este receptor en las 

células en condiciones normales. Por lo tanto, utilizamos estrategias que nos permitan evidenciar 

la presencia de CD200R1 a pesar de que ésta sea en muy bajos niveles. El análisis por PCR 

cuantitativa permitió evidenciar un rápido aumento de la expresión de CD200R1 en el tejido a las 

24 horas post-lesión, que se mantiene inclusive hasta los 28 dpl. Esto se debe principalmente al 

ingreso de células desde la sangre que expresan CD200R1, como fue evidenciado por citometría 

de flujo del tejido de nervio ciático luego de la lesión. Observamos un rápido aumento en el 

número de macrófagos y neutrófilos en el tejido lesionado a las 24 horas, de los cuales un 60% 

de los macrófagos expresan CD200R1, mientras que tan solo un 10% de los neutrófilos son 

positivos para CD200R1. A su vez, observando el número de macrófagos y neutrófilos en el tejido 
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a las 24 horas se observa un número similar de estas dos poblaciones, sugiriendo en conjunto 

con el resultado previo de que el rápido aumento de CD200R1 en el nervio lesionado proviene 

principalmente de la población de macrófagos. En este estudio analizamos únicamente las 

poblaciones de macrófagos y neutrófilos ya que son las principales poblaciones celulares que 

han sido estudiadas en el contexto de la degeneración Walleriana y la respuesta inflamatoria 

luego de una lesión traumática en el SNP. Sin embargo, no podemos descartar el aporte de otras 

poblaciones celulares mieloides que pueden expresar CD200R1 y que ingresan al tejido 

lesionado como ser la población de mastocitos. A pesar de esto, el número de células de estas 

poblaciones mieloides que ingresan al nervio lesionado es mucho menor al de macrófagos y 

neutrófilos453,454, por lo que se puede considerar que el mayor aporte de CD200R1 al tejido luego 

de la lesión proviene de estas dos poblaciones inflamatorias, principalmente por los macrófagos 

que ingresan desde la sangre. Este resultado se acentúa a medida que continúa la respuesta 

inflamatoria, donde podemos observar que el número de macrófagos en el nervio lesionado 

aumenta, alcanzando un máximo hacia los 5 dpl y disminuyendo hacia los 14 dpl, mientras que 

el número de neutrófilos en el nervio lesionado es muy bajo luego de las 24 horas post-lesión. 

Por lo tanto, considerando que el número de macrófagos en el tejido aumenta y que la proporción 

de macrófagos que expresan CD200R1 se mantiene relativamente constante, podemos observar 

un aumento neto de la presencia de CD200R1 en el nervio lesionado, como consecuencia de la 

entrada de macrófagos en el nervio. Resultados similares fueron reportados con otros 

inmunoreceptores, donde se observó un aumento del inmunoreceptor Trem2 en el nervio 

lesionado a partir de los 3 dpl, asociado a la entrada de macrófagos de fenotipo resolutivo al 

nervio hacia los estadíos más tardíos de la respuesta inflamatoria455. Análogamente, en un 

trabajo previo por nuestro grupo de investigación, reportamos una dinámica de expresión 

temporal del inmunoreceptor CD300f similar a lo observado con CD200R182. En este estudio se 

observó un leve aumento de CD300f en el nervio a las 24 horas post-lesión, que luego alcanza 

un máximo hacia los 3 dpl y disminuyendo progresivamente hacia los 28 dpl. Estos trabajos en 

conjunto con los resultados observados para CD200R1, sugieren una acción en conjunto de los 

diferentes inmunoreceptores que se asocian a su vez con la entrada de células hacia el nervio 

lesionado. A pesar de esto, el efecto de la activación de estos inmunoreceptores es variado y 

cada uno de ellos cumple un rol diferente en el desarrollo de la respuesta inflamatoria asociada 

al proceso de degeneración Walleriana.   

 

Estos resultados previos sugieren un rol de la interacción entre el ligando CD200 y el receptor 

CD200R1 en el nervio luego de una lesión, principalmente por la interacción entre los macrófagos 
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que ingresan al tejido con los componentes en el tejido que expresan CD200, principalmente las 

células de Schwann y las células endoteliales en los vasos sanguíneos. Integrando los resultados 

sobre la dinámica temporal y espacial de CD200 y CD200R1 en el nervio lesionado, mientras 

que observamos un rápido descenso de la expresión del ligando CD200 a las 24 horas luego de 

la lesión, a la misma vez observamos un rápido aumento del receptor CD200R1 a causa del 

ingreso de macrófagos y neutrófilos al nervio lesionado. Interesantemente, observamos que 

cuando el número de macrófagos que expresan CD200R1 en el nervio lesionado es máximo 

(entre los 5 y 7 dpl), es cuando comienza a observarse un aumento de la expresión de CD200 

en el nervio, que coincide con el cambio de la respuesta inflamatoria hacia el comienzo del 

proceso de reparación del tejido lesionado. Por lo tanto, este aumento de CD200 puede estar 

apoyando el cambio fenotípico de ese gran número de macrófagos en el tejido hacia un fenotipo 

reparador, así como también puede disminuir el número de células mieloides que ingresar desde 

la sangre para comenzar a atenuar esa respuesta pro-inflamatoria inicial necesaria para la 

limpieza del tejido.  

 

Cabe destacar que esta dinámica temporal de la expresión de CD200 y CD200R1 en el tejido 

lesionado coincide con lo reportado por nuestro grupo luego de una lesión en el sistema nervioso 

central89, en el cual observamos que luego de una contusión medular, la expresión de CD200 

disminuye rápidamente en el tejido nervioso, mientras que la de CD200R1 aumenta debido a la 

entrada de células mieloides y de la proliferación de la microglía en el SNC. Sin embargo, luego 

de una lesión en el SNC, observamos que la expresión de CD200 se mantiene relativamente 

baja hasta tiempos más tardíos, inclusive hasta los 28 dpl, siendo mínima hacia los 14 dpl. Esto 

constituye una diferencia fundamental con lo observado luego de una lesión en el SNP y puede 

ser parte de los mecanismos que diferencian a los procesos de degeneración Walleriana entre 

el SNC y el SNP y que puedan aportar a una regeneración y recuperación ineficiente luego de 

una lesión en el SNC. El cambio fenotípico en las células hacia mecanismos reparadores es 

fundamental que ocurra tempranamente para evitar la muerte neuronal y favorecer el crecimiento 

axonal, por lo tanto, la falta de expresión de CD200 entorno a los 7 dpl puede contribuir a una 

falla en ese cambio fenotípico y por lo tanto, podría promover una prolongación de la respuesta 

pro-inflamatoria en el caso de las lesiones en el SNC. A su vez, este retraso en el aumento de 

expresión de CD200 en el tejido nervioso puede ocurrir debido a que en el SNC, la limpieza del 

tejido es ineficiente e incompleta, y por lo tanto no se promueve ese cambio en la respuesta 

inflamatoria hacia mecanismos de reparación. Se deberán realizar experimentos en esta línea 

para profundizar en la causa y en las consecuencias de estas diferencias de la expresión sobre 
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la respuesta inflamatoria, con el fin de dilucidar posibles estrategias que permitan lograr una 

limpieza y regeneración eficiente y completa en el SNC, al igual que lo que ocurre en el SNP.  

 

Modulación de la interacción CD200-CD200R1 in vivo en el nervio 

ciático luego de una lesión 
 

Considerando estos resultados previos, nos planteamos profundizar en el rol de esta interacción 

en el desarrollo de la respuesta inflamatoria en el contexto de la degeneración Walleriana luego 

de una lesión traumática por aplastamiento en el nervio ciático de ratón. Para ello, nos 

planteamos modular esta interacción in vivo, con el fin de observar las consecuencias que ello 

conlleva luego de la lesión. En primer lugar, nos planteamos bloquear la interacción por medio 

de la administración de un anticuerpo bloqueante que se une a CD200R1 y evita la interacción 

con el ligando, sin provocar la activación de este receptor. Cuando observamos el efecto sobre 

la respuesta inflamatoria de bloquear al receptor de manera aguda al momento de la lesión, 

observamos que tiene un efecto principalmente en la respuesta inflamatoria aguda a las 24 horas 

post-lesión, ya que no observamos ningún efecto en los parámetros analizados de la respuesta 

inflamatoria a los 7 y 28 dpl. A pesar de que el bloqueo de CD200R1 no tuvo un efecto significativo 

en la expresión de las citoquinas analizadas en el nervio lesionado, se observó una tendencia 

hacia una menor expresión de las citoquinas pro-inflamatorias TNFα, IL-1β y CCL2 luego del 

bloqueo de CD200R1. Al analizar las poblaciones celulares inflamatorias, las alteraciones por el 

bloqueo de CD200R1 se observaron principalmente en la población de macrófagos, que como 

ya fue evidenciado previamente, constituyen la principal población que expresa CD200R1 en el 

nervio lesionado. Interesantemente y contrario a lo que esperábamos, observamos un menor 

número de macrófagos en el nervio lesionado generado por el bloqueo de CD200R1, así como 

también una mayor proporción de macrófagos que expresan el marcador anti-inflamatorio 

CD206. A su vez, el bloqueo de CD200R1 generó una menor infiltración de neutrófilos en el tejido 

a las 24 horas post-lesión. En conjunto, estos resultados parecerían sugerir que el bloqueo de 

CD200R1 en los momentos agudos de la respuesta inflamatoria luego de una lesión traumática 

en el nervio ciático, podría favorecer un ambiente menos pro-inflamatorio. Se deberá profundizar 

en los mecanismos por los que esto ocurre, ya que en base a la estructura intracelular conocida 
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del receptor CD200R1 resulta difícil explicar los mecanismos por los cuales la activación del 

receptor pueda llevar a una señal pro-inflamatoria. 

 

Investigaciones previas de nuestro grupo de investigación en los que se administró el anticuerpo 

bloqueante dentro del tejido de la médula espinal al momento de realizar una contusión, 

evidenciaron un efecto opuesto en la respuesta inflamatoria generada por este bloqueo de 

CD200R1 a nivel del SNC89. En este trabajo observamos que el bloqueo de CD200R1 promueve 

un ambiente más pro-inflamatorio a nivel del SNC, a pesar de no tener un efecto en la infiltración 

de macrófagos y neutrófilos de manera aguda. Las diferencias con lo observado luego de una 

lesión en el SNP, evidencian la importancia de considerar el contexto inflamatorio y de los 

principales actores que llevan a cabo la respuesta inflamatoria. En el caso del bloqueo en el SNC, 

al administrar el anticuerpo bloqueante al momento de la lesión, probablemente se está actuando 

principalmente sobre la población de microglía residente y parte de la población de macrófagos 

y neutrófilos que ingresan rápidamente en el tejido lesionado. Por el contrario, luego de una lesión 

en el SNP, al estar ausente la microglía, cuando administramos el anticuerpo bloqueante al 

momento de la lesión, probablemente estemos actuando sobre las primeras células inflamatorias 

en ingresar al tejido lesionado. Esta diferencia en los tipos celulares que llevan a cabo la 

respuesta podría explicar, al menos en parte, los dos efectos opuestos observados por el bloqueo 

de CD200R1 luego de una lesión en el SNC y el SNP, lo que a su vez pone en evidencia que el 

rol de la interacción CD200-CD200R1 puede variar según el contexto en el cual participa.  

 

Interesantemente, el bloqueo de CD200R1 en las etapas agudas de la respuesta inflamatoria 

tuvo un efecto en la recuperación funcional a partir de las 2 semanas después de la lesión. Al 

bloquear CD200R1 observamos una peor recuperación funcional del ciático, lo que sugiere que 

la activación de CD200R1, principalmente en las etapas iniciales luego de la lesión, tiene un rol 

fundamental en promover una respuesta inflamatoria y degeneración Walleriana normal y 

eficiente, que permita una recuperación completa de las funciones del nervio. A pesar de que los 

resultados previos observados sobre el efecto del bloqueo de CD200R1 sobre el desarrollo de la 

respuesta inflamatoria fueron contrarios a los esperados por la naturaleza de las señales 

intracelulares conocidas del receptor, permiten explicar, al menos en parte, este efecto 

observado sobre la recuperación funcional. Esto es debido a que como fue mencionado 

previamente en la introducción y a diferencia de lo que ocurre con el proceso de degeneración 

Walleriana en el SNC, luego de una lesión en el SNP es necesaria una respuesta inflamatoria 

rápida y eficiente que limpie el tejido de los restos de células muertas y dañadas para permitir 
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una rápida regeneración de ese tejido. Por lo tanto, como observamos una respuesta inflamatoria 

inicial atenuada a causa del bloqueo de CD200R1, podríamos sugerir que esta respuesta no es 

del todo eficiente y no permite un proceso de degeneración Walleriana normal, lo que conlleva a 

una peor recuperación funcional.   

 

Sin embargo, cuando analizamos uno de los procesos fundamentales de la degeneración 

Walleriana, que es la limpieza de mielina en el nervio lesionado, no observamos diferencias 

significativas en la limpieza de mielina y acumulación de lípidos a causa del bloqueo de 

CD200R1, sugiriendo que son otros los mecanismos por los cuales se ve afectado el proceso de 

degeneración Walleriana luego del bloqueo de CD200R1. A su vez, cuando analizamos la 

regeneración de las fibras nerviosas, tampoco observamos un efecto significativo a causa del 

bloqueo de CD200R1. Por lo tanto, el deterioro en la recuperación funcional no se debería por 

un efecto sobre la limpieza de mielina, así como tampoco sobre la remielinización y regeneración 

de las fibras nerviosas. La diferencia en la recuperación funcional al bloquear CD200R1 puede 

deberse por lo tanto a mecanismos alternativos. Una posible explicación podría ser que estas 

fibras regeneradas pueden tener alteraciones funcionales en la conducción, lo cual explicaría en 

parte una peor recuperación funcional, a pesar de que estructural y cuantitativamente tengan la 

misma capacidad regenerativa. Para confirmar y profundizar en estos mecanismos, se deberá 

analizar la funcionalidad de estas fibras luego del bloqueo de CD200R1 con el fin de determinar 

si la la incapacidad de una correcta conducción de estas fibras regeneradas puede explicar el 

deterioro en la recuperación funcional del nervio ciático luego de una lesión por aplastamiento.  

 

Al administrar la proteína recombinante CD200-His, agonista del receptor CD200R1, dentro del 

nervio ciático al momento de la lesión, no observamos un efecto en la recuperación funcional 

evaluada hasta los 28 dpl. Utilizando el modelo experimental de lesión del nervio ciático por 

aplastamiento, resulta difícil observar posibles efectos positivos en la recuperación, ya que los 

animales de por sí solos alcanzan valores del índice funcional del ciático similares a los valores 

previos a la lesión, y por lo tanto esto puede ser la causa de la falta de efecto observada al 

administrar CD200-His. Se deberá utilizar otro modelo experimental de lesión más severo, como 

puede ser la lesión por corte del nervio ciático, para determinar si se puede observar un efecto 

de la administración del agonista. Por otro lado, resulta difícil explicarlo a través de la falta de 

acción de CD200-His sobre el receptor CD200R1, ya que como fue mencionado previamente, la 

administración de esta misma proteína en el tejido de médula espinal al momento de la lesión 

tuvo un efecto significativo sobre la recuperación de las funciones locomotoras, así como también 
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en el desarrollo de la respuesta inflamatoria89. Por lo tanto, una posible explicación de la ausencia 

de efecto de CD200-His en la recuperación luego de una lesión de nervio ciático es que se 

requiera de una mayor concentración de la proteína para lograr un efecto significativo, ya que en 

el presente trabajo se evaluó el efecto de la administración de una concentración única de esta 

proteína recombinante. Otro factor que puede estar influyendo es que a diferencia de lo que 

ocurre en el SNC, al administrar esta proteína al momento de la lesión en el nervio se está 

actuando sobre unas pocas células mieloides residentes que expresan el receptor CD200R1, a 

diferencia de lo que ocurre en el SNC que se está actuando sobre la población de microglía, así 

como también en las células que ingresan rápidamente luego de la lesión. Puede ocurrir que esta 

proteína esté presente por menos tiempo en el tejido, en comparación con el anticuerpo 

bloqueante de CD200R1 y por lo tanto, no llega a poder actuar sobre las células que ingresan al 

tejido. De la misma manera, puede ocurrir que el sistema CD200-CD200R1 ya esté saturado 

luego de la lesión de nervio ciático, es decir que ya todos los receptores CD200R1 están 

interactuando con el ligando CD200 de manera fisiológica, por lo que la administración de más 

ligando es en vano, al no poder unirse a receptores y desencadenar el efecto esperado. Se 

deberá evaluar la administración de diferentes concentraciones de CD200-His en la recuperación 

funcional, así como también profundizar en el efecto sobre la respuesta inflamatoria, la limpieza 

de mielina y la regeneración de las fibras nerviosas luego de una lesión.  

 

Impacto de la ausencia de CD200R1 en la recuperación luego de 

una lesión de nervio ciático 
 

Interesantemente y contrario a lo que esperábamos, no observamos una diferencia significativa 

en la recuperación evaluada por el índice funcional del ciático hasta los 28 dpl entre los ratones 

CD200R1-KO en comparación con los ratones que expresan normalmente CD200R1. En primer 

lugar, esperábamos observar una peor recuperación funcional de la misma manera que cuando 

bloqueamos al receptor de manera transitoria, ya que en estas condiciones experimentales, la 

activación de CD200R1 está ausente durante todo el transcurso de la degeneración Walleriana 

y la recuperación. Sin embargo, observamos que la ausencia de CD200R1 de manera 

constitutiva no tiene un efecto significativo en la recuperación funcional luego de una lesión de 

nervio ciático.  
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Esta diferencia entre lo observado con el bloqueo agudo de CD200R1, donde la falta de 

activación de CD200R1 ocurre de manera transitoria, en comparación con la ausencia de 

CD200R1 de manera constitutiva en el ratón CD200R1-KO, puede atribuirse a numerosas 

causas y se deberán realizar estudios en mayor profundidad para determinar en mayor detalle a 

qué se debe esta diferencia observada. Un efecto bien conocido con los ratones transgénicos es 

la compensación genética. Este mecanismo evolutivo ocurre cuando la función de un gen 

particular en una red se ve perturbada, alterando la expresión de otros genes dentro de la misma 

red con el fin de mantener el funcionamiento normal456. La compensación genética es beneficiosa 

para las mutaciones dañinas que ocurren naturalmente, permitiendo la supervivencia del 

organismo, pero es un gran obstáculo para el estudio de la función de los genes. Como es en 

nuestro caso, el efecto de la ausencia de CD200R1 puede verse opacada por la compensación 

genérica de otros inmunoreceptores u otros intermediarios en la vía de activación de CD200R1, 

que permitan mantener las funciones normales a pesar de la ausencia del receptor. Para 

confirmar esta hipótesis, se deberá analizar la expresión de otros inmunoreceptores, así como 

también analizar posibles efectos en la vía de señalización de CD200R1. Otra interesante 

alternativa es utilizar ratones transgénicos condicionales para CD200R1, permitiendo controlar 

el momento en el desarrollo en cual se deja de expresar el receptor. De esa manera, podemos 

alterar el sistema eliminando CD200R1 en la adultez y evitando los posibles mecanismos 

compensatorios que ocurren durante el desarrollo. En el presente trabajo, solamente analizamos 

uno de los factores en los que puede estar participando el receptor CD200R1, que es la 

recuperación de las funciones locomotoras luego de la lesión del nervio. Sin embargo, como 

observamos previamente, el rol de este receptor puede estar implicado en numerosos procesos 

de la degeneración Walleriana y la respuesta inflamatoria, que podrían estar siendo afectados 

sin llegar a tener un impacto en la recuperación funcional. Con este fin, se deberá analizar en 

mayor detalle el impacto de la ausencia de CD200R1 sobre la respuesta inflamatoria y la 

degeneración Walleriana, así como también en la regeneración luego de una lesión de nervio 

ciático.  
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Lesión al SNC: rol de CD200-CD200R1 luego de 
una lesión de médula espinal 

Caracterización de la respuesta inflamatoria y fagocitosis luego de 

una lesión de médula espinal en ausencia de CD200R1 
 

Estudios previos llevados a cabo por nuestro laboratorio evidenciaron un posible rol de la 

interacción CD200-CD200R1 en el desarrollo de los procesos fisiopatológicos que ocurren luego 

de una lesión traumática a la médula espinal89. Teniendo en cuenta estos resultados, nos 

planteamos profundizar en los mecanismos que subyacen al rol de esta interacción en estos 

procesos, en particular en el desarrollo de la respuesta inflamatoria, tanto a nivel local en la 

médula espinal, como a nivel de otros tejidos relevantes en esta respuesta. Con este fin, en 

primer lugar, nos planteamos evaluar la respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal luego 

de una contusión en ratones normales y evaluar si la ausencia de expresión del receptor 

CD200R1 de manera constitutiva tiene un impacto sobre esta respuesta. Se analizó la dinámica 

temporal de las principales poblaciones celulares del sistema inmune que participan en la 

respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal por citometría de flujo. Resulta interesante 

observar los patrones de cambio temporales de la presencia de las diferentes poblaciones 

celulares en el tejido de la médula espinal, ya que pueden brindar información acerca de sus 

posibles roles luego de una lesión. Al igual que lo que se ha reportado previamente403,457, 

observamos un aumento progresivo en la población de microglía luego de la lesión, que alcanza 

un máximo a los 7 dpl. La población de neutrófilos alcanza el número máximo en el tejido a las 

24 horas post-lesión y luego disminuye rápidamente403, permaneciendo una población de 

neutrófilos hasta los 180 dpl inclusive en el tejido, reducida en comparación con el pico de 24 

horas pero mayor que en las condiciones previas a la lesión457. En cuanto a la población de 

macrófagos en la médula espinal lesionada, hay reportes que sugieren diferentes dinámicas 

temporales de esta población en el tejido por citometría de flujo, sugiriendo un pico a los 3 dpl403 

o a los 7 dpl457. Nosotros observamos un máximo en el número de macrófagos en el tejido 

lesionado a los 7 dpl, coincidiendo con este último estudio. Interesantemente, en este estudio 

analizaron estas poblaciones durante tiempos más prolongados, llegando hasta los 180 días, 

donde observaron un segundo pico de macrófagos y microglía de mayor magnitud a los 60 dpl. 
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Esto sugiere que la complejidad de la dinámica temporal de las células del sistema inmune en la 

médula espinal lesionada puede ser más compleja que lo sugerido normalmente, ya que en la 

mayoría de los estudios, y como es el caso del presente trabajo, se analiza el desarrollo de los 

procesos que ocurren luego de la lesión hasta los 28 dpl.  

 

Al analizar la población de microglía en los ratones deficientes de CD200R1, observamos que la 

ausencia del receptor no tiene efecto en la dinámica temporal de esta población hasta los 28 dpl 

en el tejido de médula espinal. Similarmente, en trabajos previos del grupo observamos que 

cuando administramos el anticuerpo bloqueante de CD200R1 directo en el tejido de la médula 

espinal al momento de la lesión, no observamos diferencias en el número de microglía en el sitio 

lesionado en los tiempos post-lesión analizados89. Sin embargo, en un estudio previo realizado 

por Ritzel et al.458, observaron que en un modelo murino de isquemia cerebral, los ratones 

CD200R1-KO presentan un mayor número de microglía en el hemisferio isquémico a las 72 

horas, evaluado por citometría de flujo. La dinámica espacio-temporal de la población de 

microglía en el sitio lesionado de la médula espinal depende de la proliferación de las células 

presentes localmente316,459, así como también de la migración de células de la microglía de otras 

regiones del SNC hacia el sitio lesionado460,461. Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados 

observados, es probable que CD200R1 tenga un rol dependiente del contexto inflamatorio, en la 

regulación de las diferentes funciones microgliales. 

 

Previamente, observamos que cuando bloqueamos CD200R1 con el mismo anticuerpo luego de 

una lesión de médula espinal, se ve un mayor número de neutrófilos en el tejido nervioso a los 3 

dpl89. Por otro lado, observamos que los ratones CD200R1-KO presentan un menor número de 

neutrófilos en la médula espinal a los 3 dpl. Esta diferencia fundamental en los efectos sobre la 

población de neutrófilos cuando eliminamos de manera constitutiva la señalización por CD200R1 

y cuando la bloqueamos de manera transitoria sugiere que la función del receptor en esta 

población es compleja y es fuertemente dependiente de la temporalidad de la señalización. 

Teniendo en cuenta que los neutrófilos actúan principalmente en las etapas agudas de la 

respuesta inflamatoria, ya que su número en el sitio lesionado disminuye rápidamente luego de 

las 24 horas post-lesión, el rol de los neutrófilos a partir de los 3 dpl no está del todo claro, y por 

lo tanto se deberá analizar en mayor detalle cuál puede ser el impacto de las diferencias 

observadas. La disminución en el número de neutrófilos en la médula espinal lesionada a los 3 

dpl en los ratones CD200R1-KO sugiere que el mecanismo por el cual este receptor promueve 

la permanencia de los neutrófilos en el tejido lesionado puede ocurrir por tres posibles 
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mecanismos: 1) promueve la permanencia de los neutrófilos en el tejido por mayor tiempo, 2) 

favorece la sobrevida de los neutrófilos evitando la apoptosis de esta población o 3) promueve 

el reclutamiento de más neutrófilos al tejido lesionado a partir de las 24 horas post-lesión. A su 

vez, Ritzel et al.458 observaron por citometría de flujo que a los 3 días luego de un accidente 

cerebrovascular, no había diferencias en el número de neutrófilos entre los ratones wt y 

CD200R1-KO en el hemisferio cerebral isquémico luego de un accidente cerebrovascular458.  

 

La ausencia de CD200R1 tuvo un efecto en la población de macrófagos en la médula espinal 

lesionada, principalmente en las etapas agudas de la respuesta inflamatoria, ya que por 

citometría de flujo se observaron diferencias significativas en esta población únicamente a las 24 

horas post-lesión. El aumento del número de macrófagos en la médula espinal de ratones 

CD200R1-KO se vió acompañado por un aumento en la proporción de macrófagos que expresan 

el marcador pro-inflamatorio Ly6C, similar a lo observado por Ritzel 2019 en el modelo de 

isquemia cerebral sugiriendo que CD200R1 expresado en macrófagos promueve la atenuación 

de la respuesta inflamatoria en etapas agudas después de la lesión medular.  

 

Un aspecto importante luego de una lesión medular es la limpieza de desechos celulares y 

mielina del lugar de la lesión, la cual no se da de forma tan eficiente como en el SNP, y este 

déficit se asocia a una peor recuperación funcional. Este proceso de limpieza es dependiente 

principalmente de la capacidad de fagocitosis de la microglía y los macrófagos presentes en el 

lugar de lesión. Hasta el momento muy pocos estudios habían analizado el rol de CD200R1 en 

la fagocitosis y en ninguno de los casos había sido estudiado en el contexto particular de la 

fagocitosis de mielina, sino que en el contexto de fagocitosis de placas de β-amiloide in vitro156. 

Por lo tanto, nos planteamos analizar la fagocitosis de mielina tanto in vitro como ex vivo, en las 

principales poblaciones celulares encargadas de llevar a cabo este proceso luego de una lesión 

al SNC, es decir la microglía, los macrófagos y en menor medida los neutrófilos. 

 

Para el análisis in vitro, evaluamos la fagocitosis de mielina en macrófagos derivados de médula 

ósea (BMDM). Este modelo de cultivo celular presenta numerosas ventajas, entre ellas que es 

relativamente fácil de obtener y que se pueden extraer una gran cantidad de células a partir de 

un único ratón. Una de las estrategias experimentales utilizadas para evaluar la fagocitosis en 

los BMDM es la conjugación de diferentes componentes a fagocitar con la molécula pHrodo, la 

cual fluoresce en el medio ácido de los lisosomas. Esta estrategia ha sido utilizada para evaluar 
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la capacidad fagocítica de los BMDM de diferentes componentes, entre ellos de mielina439 y 

fragmentos de E. coli462. 

 

Observamos que los BMDM provenientes de ratones CD200R1-KO fagocitan menos mielina que 

los provenientes de ratones wt, lo que sugiere que la activación de CD200R1 favorece la 

fagocitosis de mielina. Los trabajos previos que analizaron el rol de la interacción de CD200 con 

CD200R1 en la fagocitosis de  β-amiloide, reportaron que la microglía que se obtuvo de ratones 

a 1 día postnatal y que no expresan CD200, presentaron una mayor fagocitosis de β-amiloide156. 

Sin embargo, hay varias características diferentes entre los estudios que pueden explicar las 

diferencias observadas. En primer lugar, este trabajo analiza la fagocitosis in vitro en microglía, 

por lo que pueden observarse diferencias importantes en esta función entre la población de 

microglía y de macrófagos. En segundo lugar, al realizar el cultivo celular de astrocitos y microglía 

que no expresan CD200, están eliminando el ligando natural para CD200R1, pero a su vez, 

CD200 puede unirse a otros miembros de la familia de CD200R, así como también a otros 

receptores como el receptor de factor de crecimiento de fibroblastos152. Por lo tanto, el efecto 

observado sobre la fagocitosis puede deberse a la activación de otros receptores y no de 

CD200R1 en particular, que fue lo que analizamos en el presente trabajo. Otra de las diferencias 

fundamentales en las características experimentales es el componente a fagocitar, ya sea β-

amiloide o mielina, lo que puede generar que los diferentes componentes generen respuestas 

diferentes in vitro, y por lo tanto que tengan un impacto diferente sobre la fagocitosis. La ausencia 

de CD200R1 puede tener un impacto a nivel del fenotipo microglial diferente al generado en 

ausencia de CD200, pudiendo alterar varias funciones celulares, entre ellas la fagocitosis. 

 

Luego, al analizar la fagocitosis cuando las células son co-estimuladas con LPS, observamos 

que los BMDM provenientes de ratones wt redujeron la fagocitosis de mielina, mientras que la 

fagocitosis de los macrófagos BMDM CD200R1-KO en ausencia o presencia de LPS fue la 

misma. Este interesante resultado, sugiere que la activación de CD200R1 podría ser un factor 

determinante en la regulación de la fagocitosis, frente a un estímulo inflamatorio como el LPS.  

 

Teniendo esto en cuenta, nos propusimos analizar la fagocitosis de mielina frente a otro estímulo 

inflamatorio, como es el caso de una lesión de médula espinal. En estas condiciones, como fue 

planteado previamente en mayor detalle, los desencadenantes de la inflamación son diferentes 

y por lo tanto las respuestas a nivel celular también presentan sus diferencias. Nos planteamos 

a su vez, analizar la fagocitosis de mielina en diferentes poblaciones in vivo para evaluar esta 
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función en las células en su contexto normal dentro del organismo. Sin embargo, esto presenta 

numerosas dificultades y resulta difícil controlar los diferentes factores que afectan la fagocitosis, 

así como también su cuantificación. Basándonos en estudios anteriores411, nos planteamos 

analizar la fagocitosis ex vivo, por medio de la incubación de las células luego de la disgregación 

del tejido, con mielina-pHrodo. A pesar de que la fagocitosis ocurre fuera del organismo, las 

células no atraviesan el proceso de cultivo celular, por lo que presentan mayor similitud con las 

características que presentan dentro del organismo. Esto permite analizar la fagocitosis en las 

diferentes poblaciones celulares sin alterar en gran medida los fenotipos celulares. Analizamos 

la fagocitosis de mielina-pHrodo en las principales poblaciones del sistema inmune encargadas 

de llevar a cabo este proceso en el tejido de la médula espinal lesionada. Previamente se ha 

planteado que en las etapas iniciales de la respuesta inflamatoria, la microglía es la principal 

encargada de fagocitar los restos del tejido dañado, mientras que hacia la semana post-lesión, 

esta función es asumida principalmente por los macrófagos infiltrantes316. En nuestro caso, 

observamos una dinámica similar, ya que la fagocitosis de mielina por parte de la microglía 

disminuyó luego del día post-lesión, mientras que los macrófagos aumentan la capacidad 

fagocítica hacia la semana post-lesión, a pesar de que también presentaron una gran capacidad 

de fagocitosis a las 24 horas de la lesión. Interesantemente, no observamos cambios en la 

proporción de neutrófilos que fagocitan mielina en los tiempos post-lesión analizados. Se ha 

sugerido que los neutrófilos ingresan rápidamente al tejido dañado, donde fagocitan 

componentes dañados, producen citoquinas y quimioquinas para atraer células del sistema 

inmune al sitio de lesión y luego rápidamente disminuyen en número en el tejido lesionado, 

teniendo cada vez menos relevancia en los procesos que ocurren allí hacia tiempos más 

tardíos204. Por lo tanto, esperábamos observar una mayor fagocitosis de mielina por parte de los 

neutrófilos a las 24 horas post-lesión y luego una disminución, pero no observamos cambios 

hacia los 3 y 7 dpl, sugiriendo que mantienen esa capacidad fagocítica inclusive luego de las 

etapas agudas. Sin embargo, dado que hacia los 3 y 7 dpl se encuentran en un muy bajo número 

en la médula lesionada, su aporte hacia la fagocitosis de mielina dañada a esos tiempos puede 

ser considerada como insignificante. 

 

Al examinar cómo la falta de CD200R1 en estas poblaciones celulares afecta la fagocitosis de 

mielina-pHrodo, no se apreciaron diferencias significativas en términos de microglía y neutrófilos 

en comparación con las poblaciones que sí lo expresan, lo que sugiere que el receptor CD200R1 

no participa en la regulación de la fagocitosis de mielina en estos tipos celulares, por lo menos 

luego de un estímulo inflamatorio como es la lesión de médula espinal. A pesar de que no 
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observamos diferencias en la población de macrófagos CD200R1-KO y wt en la fagocitosis de 

mielina a 3 y 7 dpl, observamos que los macrófagos que no expresan CD200R1 presentan una 

menor fagocitosis de mielina-pHrodo a las 24 horas post-lesión. Este efecto de la ausencia de 

CD200R1 iría en la misma dirección que lo observado in vitro con los BMDM, ya que también se 

observó una disminución en los macrófagos CD200R1-KO. Sin embargo, considerando que las 

diferencias observadas únicamente a las 24 horas post-lesión de médula espinal, donde la 

fagocitosis no desempeña un papel sumamente relevante, es probable que CD200R1 no tenga 

un rol relevante sobre la regulación de este proceso, al menos en el contexto de la 

neuroinflamación asociada al daño a la médula espinal. En las etapas agudas de la lesión, el 

proceso de degradación de la mielina aún no ha comenzado completamente, sino que adquiere 

mayor importancia en los días subsiguientes. Por lo tanto, puede que el papel del receptor en 

este proceso sea limitado. 

 

A pesar de lo observado previamente, estos resultados no son concluyentes en cuanto al rol de 

CD200R1 en el control de la fagocitosis. Esto ocurre en parte por las características de este 

estudio, ya que una posible explicación de la falta de efecto observada podría ser debido a que 

las células en el tejido ya se encuentran saturadas con mielina fagocitada hacia los tiempos más 

tardíos. Por lo tanto, su capacidad de fagocitar nueva mielina que estamos añadiendo 

artificialmente sea limitada a causa de esto, lo que no nos permite observar el efecto real de este 

receptor sobre la fagocitosis. Es por esto que se deberán hacer experimentos complementarios 

que abarquen esta problemática desde otro punto de vista, permitiendo disecar en mayor detalle 

el rol de CD200R1 en el control de la fagocitosis de mielina. Una posibilidad para profundizar en 

este aspecto es analizar la presencia de mielina directamente en las células en el tejido y de esa 

manera evaluar si las células están fagocitando en mayor o menor medida in vivo luego de la 

lesión. 

 

El rol de CD200R1 en la recuperación funcional y neuroprotección 

luego de una lesión de médula espinal  
 

Los trabajos previos de nuestro grupo revelaron que la modulación de la interacción CD200-

CD200R1 tiene un impacto sobre la recuperación de funciones locomotoras luego de la lesión de 

médula espinal. Estos resultados sugirieron que la activación de CD200R1 en las células del 
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sistema inmune presentes en el sitio de la lesión puede constituir un mecanismo de regulación 

de la respuesta inflamatoria a nivel local, lo que promueve en última instancia una mejora en la 

recuperación funcional89. Esto nos llevó a profundizar en mayor detalle el rol de CD200R1 en la 

recuperación funcional utilizando ratones que no expresan CD200R1 de manera constitutiva. 

Considerando las alteraciones en la respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal que 

observamos previamente en los ratones CD200R1-KO, y que CD200R1 puede tener un rol en la 

fagocitosis de mielina, nuestra hipótesis inicial era que la ausencia del receptor iba a tener un 

impacto sobre la recuperación funcional luego de la lesión. Sin embargo, observamos que 

cuando la señalización generada por la activación del receptor se encuentra ausente de manera 

constitutiva, no se evidencia un efecto sobre la recuperación de las funciones locomotoras luego 

de la lesión de médula espinal evaluada por la escala de BMS hasta los 28 dpl. Este resultado 

difiere con los trabajos previos, donde observamos que al bloquear transitoriamente el receptor 

CD200R1 en el sitio de la lesión al momento de la lesión, la recuperación funcional se ve 

comprometida hasta los 28 dpl89. En este sentido, esperábamos observar un fuerte impacto 

negativo en la recuperación funcional en los ratones CD200R1-KO ya que en lugar de ser 

transitoria la falta de señalización por parte del receptor, era mantenida en el tiempo, y por lo 

tanto que los efectos iban a ser más marcados aún.  

 

Las razones por las cuales no vemos un efecto en los ratones CD200R1-KO pueden ser varias, 

entre ellas que el receptor no tenga un rol determinante en los procesos que determinan la 

severidad de la lesión, la pérdida de tejido nervioso y por lo tanto en la recuperación funcional. 

Sin embargo, esta posibilidad parece inviable, ya que previamente demostramos claramente 

como la modulación, tanto bloqueando como activando al receptor localmente, tiene un efecto 

en la recuperación funcional y por lo tanto evidenciando un claro rol de este receptor en los 

procesos que siguen a una lesión de médula espinal. Esto nos inclina a atribuir la falta de efecto 

a alguna de las variables del modelo experimental utilizado. En primer lugar, el dispositivo 

utilizado para realizar la lesión no fue el mismo en ambas condiciones. En el trabajo previo donde 

se administró el anticuerpo bloqueante, se utilizó un dispositivo diseñado específicamente para 

realizar lesiones de médula espinal, que permite controlar finamente los parámetros de la lesión 

como la fuerza de impacto y la distancia de desplazamiento de la médula. Las lesiones realizadas 

a los ratones CD200R1-KO fueron realizadas por un dispositivo que originalmente fue utilizado 

para realizar traumas encefálicos, que fue adaptado para realizar lesiones de médula espinal. 

Este dispositivo permite también controlar diferentes parámetros de la lesión, pero no la fuerza 

con la que golpea el pistón. Sin embargo, estos parámetros fueron optimizados para generar 
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lesiones similares a las realizadas con el otro dispositivo, que se evidencia por las curvas 

similares de recuperación evaluadas por el BMS. Las otras variables relacionadas con la lesión 

en sí misma fueron iguales, ya que el segmento de la médula espinal sobre la cual se realizó la 

lesión es la misma (a la altura de la 11a vértebra torácica) y todos los tratamientos post-

operatorios fueron los mismos. Por lo tanto, no podemos descartar que la falta de efecto 

observada por la falta de CD200R1 en la recuperación funcional sea debido a que el dispositivo 

utilizado genere lesiones que no nos permitan ver modificaciones a nivel de la recuperación. Para 

poder determinar si esta es la causa, se deberían realizar las lesiones de médula espinal en el 

dispositivo utilizado previamente, el cual permitiría realizar lesiones en las mismas condiciones 

controladas.  

 

Otra posibilidad por la cual no vemos diferencias en la recuperación funcional entre los ratones 

CD200R1-KO y los wt que sí expresan CD200R1, es debido a mecanismos compensatorios que 

son inherentes a los modelos murinos transgénicos, los cuales tienen la expresión alterada de 

manera constitutiva. Las perturbaciones genéticas desempeñan un papel importante en la 

evolución, sin embargo, los organismos requieren sistemas amortiguadores para asegurar 

resultados de desarrollo similares a pesar de las diferencias menores en la composición genética 

o las condiciones ambientales, un proceso conocido como robustez. Esto genera mecanismos 

de compensación genética en respuesta a una eliminación de gen, que ha sido documentada en 

varias ocasiones y en diversos organismos modelo463. Esta compensación genética es un 

mecanismo a través del cual un organismo vivo puede mantener su viabilidad a pesar de las 

variaciones genéticas. Por lo tanto, en este caso, debido a que estos ratones no expresan 

CD200R1 desde el inicio, pueden estar ocurriendo mecanismos compensatorios que mitiguen el 

impacto de la ausencia del receptor. Contradiciendo esta hipótesis se encuentran los resultados 

detallados previamente, donde evidenciamos alteraciones a nivel de la respuesta inflamatoria y 

en la fagocitosis frente a la falta de CD200R1. Sin embargo, los mecanismos compensatorios a 

pesar de no ser tan evidentes en procesos a menor escala, puede estar ocurriendo que esta 

compensación esté actuando a mayor escala, asegurando la robustez a nivel sistémico y no tanto 

a nivel de procesos específicos. Esto quiere decir que a pesar de que observemos diferencias a 

nivel de la respuesta local, los mecanismos compensatorios están asegurando que la alteración 

genética no tenga un efecto a nivel de los efectos globales luego de una lesión de médula espinal. 

 

Generalmente una mejor o peor recuperación funcional luego de una lesión de médula espinal 

se asocia con una mayor o menor preservación del tejido nervioso, respectivamente. Para 
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confirmar a nivel histológico los resultados observados en cuanto a la recuperación funcional 

analizamos la preservación de mielina en ausencia de CD200R1. Como era de esperarse, 

observamos que los ratones CD200R1-KO no presentan diferencias en el área de mielina en 

comparación con los ratones que expresan el receptor. Es decir, que la ausencia de CD200R1 

parece no tener un efecto sobre la neuroprotección. Sin embargo, esto también puede ser efecto 

de los mismos problemas que fueron detallados previamente para el análisis de la recuperación 

funcional. 

 

Impacto a nivel sistémico de la ausencia de CD200R1 luego de 

una lesión de médula espinal 
 

Estos resultados inesperados nos llevaron a querer profundizar en posibles alteraciones a nivel 

sistémico, por fuera de lo que ocurre a nivel del SNC, con el fin de explicar lo observado en 

cuanto a la recuperación funcional y neuroprotección. Apoyando esta noción de alteraciones a 

nivel sistémico a causa de la falta de CD200R1, observamos que los ratones que no expresan el 

receptor tienen una mayor pérdida de peso corporal luego de la lesión. Esto coincide con lo 

reportado en la bibliografía, en donde observaron una mayor pérdida de peso en los ratones 

CD200R1-KO en un modelo murino de accidente cerebrovascular458. La pérdida de peso corporal 

es una consecuencia de las lesiones de médula espinal, tanto en humanos464,465 como en 

modelos murinos466–468. Esta pérdida de peso se ha atribuido a una variedad de causas posibles, 

principalmente a la falta de ejercicio provocada por la parálisis, cambios en la homeostasis global, 

una alta demanda metabólica debido a la regeneración de los tejidos y factores psicológicos464,467. 

Uno de los estudios demostró que los ratones con lesión de médula espinal tienen un mayor 

consumo calórico que los controles sin lesión, por lo que se ha planteado que la pérdida de peso 

no se debe a una menor ingesta de alimento467. 

 

Siguiendo en la línea de investigar alteraciones a nivel sistémico, nos planteamos analizar 

diferentes parámetros sanguíneos, en particular el número de leucocitos en sangre. La gran parte 

de las células que ingresan a la médula lesionada ingresan desde la sangre, mientras que en 

menor medida desde el líquido cefalorraquídeo469. Además, la circulación sanguínea es de gran 

importancia en la respuesta inflamatoria en el sitio lesionado ya que transporta muchas de las 

señales humorales necesarias para la comunicación de las señales de inflamación y otras 
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señales relevantes entre los diferentes órganos involucrados. La sangre actúa como un nexo 

entre los órganos del sistema inmune y el SNC, teniendo un rol fundamental en el proceso. Esto 

despierta un interés en analizar diferentes parámetros sanguíneos con el fin de evidenciar 

posibles alteraciones en la comunicación entre estos órganos relevantes en la respuesta inmune 

y el sitio lesionado en el SNC.  

 

Otro de los órganos que tiene gran relevancia en el desarrollo de la respuesta inflamatoria a nivel 

de la médula espinal es el bazo, como fue detallado previamente. Por lo tanto, considerando que 

el bazo es el órgano que tiene la más alta expresión de CD200R1, resulta interesante analizar 

las alteraciones en este órgano luego de una lesión de médula espinal cuando el receptor está 

ausente. A su vez, considerando que se ha planteado que gran parte de los macrófagos que 

ingresan a la médula espinal en las etapas agudas de la lesión provienen del bazo332, y teniendo 

en cuenta que observamos diferencias en la población de macrófagos a nivel de la médula 

espinal luego de la lesión, nos propusimos analizar si estas alteraciones tienen una correlación 

con cambios a nivel del bazo. Una de las alteraciones más evidentes fue el resultado de evaluar 

el peso del bazo en condiciones normales y luego de la lesión. El menor peso del bazo observado 

en los ratones CD200R1-KO en condiciones normales y luego de una laminectomía control, en 

comparación con los ratones wt, resulta sorprendente, ya que al analizar por citometría de flujo 

no encontramos diferencias en el número de las principales células mieloides y linfoides a nivel 

del bazo en condiciones naïve.  

 

Luego de una lesión, ocurre una atrofia del bazo en los ratones wt y CD200R1-KO, principalmente 

a causa de la apoptosis y migración de células hacia la circulación sanguínea331,347,470,471, 

volviendo al peso normal del bazo ya a los 14 dpl y manteniéndose hasta los 28 dpl. A diferencia 

de lo observado en condiciones normales y en la laminectomía control, el peso del bazo de los 

ratones CD200R1 en las etapas agudas después de la lesión es similar al de los ratones wt. En 

esta misma dirección, no evidenciamos diferencias en el número de macrófagos, neutrófilos, 

eosinófilos, células dendríticas y linfocitos en las etapas iniciales de la respuesta frente a la lesión 

entre los ratones CD200R1-KO y wt. Sin embargo, hacia las dos semanas luego de la lesión, 

cuando el peso del bazo vuelve a los valores normales, sí observamos un menor número de 

macrófagos y neutrófilos a nivel el bazo en ausencia de CD200R1. A pesar de que a su vez 

observamos un leve aumento en el número de linfocitos B en los ratones CD200R1-KO, esto no 

nos permite explicar la diferencia observada a nivel del peso del bazo, donde vemos que hacia 

los 28 dpl vuelve a observarse un menor peso del bazo en los ratones CD200R1-KO.  
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Estas observaciones por un lado sugieren que hay otros factores que influyen sobre el peso del 

bazo además del número de células mieloides y linfoides en el tejido. Entre estos factores, el 

número de eritrocitos en este órgano es considerablemente alto y puede tener un fuerte impacto 

sobre el peso del bazo y puede ser uno de los factores que no se están analizando en este 

estudio y que son determinantes de las diferencias observadas. Por otro lado, estos resultados 

sugieren que la respuesta del bazo en los ratones CD200R1-KO no es normal, ya que tanto los 

cambios observados a nivel peso del órgano, como en el número de las poblaciones celulares 

luego de la lesión presentan un comportamiento diferente al de los ratones wt.  

 

Una de las posibles alteraciones presentes en el bazo a causa de la ausencia de CD200R1 

podría corresponder a un desbalance en los mecanismos del reflejo colinérgico anti-inflamatorio, 

el cual comparte varios componentes fundamentales de la señalización intracelular sobre las 

células del sistema inmune. Como una primera aproximación para abordar esta posibilidad 

evaluamos el área ocupada por las fibras noradrenérgicas que llevan la información desde el 

sistema nervioso hacia el bazo, y podrían verse afectadas por la ausencia de CD200R1. A pesar 

de que no observamos diferencias significativas en la inervación noradrenérgicas a nivel del bazo 

en los ratones CD200R1-KO y wt a 1 y 15 dpl, no podemos descartar que este mecanismo de 

comunicación entre el sistema inmune y el sistema nervioso se vea afectado por la falta del 

receptor. Al analizar únicamente el área ocupada por las fibras noradrenérgicas en el tejido, no 

estamos evaluando la funcionalidad de estas fibras y la capacidad de liberar noradrenalina, así 

como tampoco la presencia de receptores en los linfocitos T que responden a la activación de 

estas fibras. Además de estos componentes del reflejo que pueden afectar la actividad de este 

mecanismo, puede haber otros procesos afectados por la falta de CD200R1 que no estamos 

analizando, como puede ser la respuesta de los macrófagos en este mecanismo reflejo, pudiendo 

tener un efecto sobre la actividad de la vía de NF-κB a nivel de estas y otras células del sistema 

inmune presentes en el bazo. Por lo tanto, para poder analizar en profundidad el impacto de la 

ausencia de CD200R1 en el reflejo colinérgico anti-inflamatorio, se debe profundizar en varios 

aspectos relacionados a este mecanismo que no fueron analizados en el presente trabajo.  



189 

Inflamación sistémica: rol de CD200-CD200R1 en 
la neuroinflamación luego de la administración de 
LPS 

Alteraciones comportamentales y microgliales en ausencia de 

CD200R1 
 

Una de las alteraciones más evidentes generadas por la respuesta inflamatoria sistémica a causa 

del LPS es el comportamiento de enfermedad, que tiene un impacto en numerosas funciones 

corporales y comportamentales, las cuales tienen una fuerte base en los procesos 

neuroinflamatorios que ocurren a nivel del SNC. Dentro de las alteraciones comportamentales 

más notorias se encuentra una disminución en la exploración y locomoción  espontánea, que 

puede deberse a la redistribución de los recursos que ocurre en el curso de la inflamación para 

lograr combatir al patógeno y restaurar la homeostasis443,444. Considerando que observamos que 

luego de la administración de LPS los ratones CD200R1 recorren una distancia menor en el test 

de campo abierto, podemos sugerir que la ausencia del receptor exacerba esta respuesta 

fisiológica. 

 

Esta exacerbación puede tener una base en una neuroinflamación a nivel del SNC, por lo que 

posteriormente exploramos esta posibilidad, analizando la respuesta al LPS en la principal 

población celular encargada de desarrollar esta respuesta en el SNC: la microglía. La corteza 

cerebral es una de las regiones del SNC que presenta cambios en el número de microglía frente 

a la administración de LPS, y esta alteración resulta relevante en determinar el comportamiento 

de enfermedad445. Al analizar el número de microglía en la corteza cerebral en condiciones 

normales, observamos que el número de células es similar entre los ratones CD200R1-KO y wt. 

Esto concuerda con lo reportado previamente, donde se observó que en condiciones normales, 

la ausencia de CD200R1 no tiene un impacto sobre el número de microglía a nivel del cerebro458.  

 

Luego de la administración de LPS, observamos un aumento significativo en el número de 

microglía en los ratones CD200R1-KO en comparación con el número de estas células en la 

corteza cerebral de los ratones wt. En esta misma dirección, el trabajo de Ritzel et al.458, utilizando 
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un modelo de accidente cerebrovascular, reportaron un aumento en el número de microglía luego 

del evento isquémico, lo cual también concuerda con lo observado en nuestro modelo de 

inflamación sistémica. En el modelo de accidente cerebrovascular ocurre una importante 

infiltración de células inmunes hacia el tejido nervioso, por lo que representa una diferencia 

fundamental entre los dos contextos de inflamación entre ambos trabajos. En conjunto, estas 

observaciones sugieren un relevante rol de CD200R1 en el control de la población microglial, 

que en principio sería independiente de la influencia de células del sistema inmune, al menos de 

manera directa como ocurre en luego de un accidente cerebrovascular. Este rol regulador de la 

microgliosis de CD200R1 también se ha evidenciado en otros modelos experimentales de 

neuroinflamación, como es el caso de la encefalomielitis autoinmune experimental, donde se 

observó una microgliosis exacerbada en ausencia de CD200119.   

 

Análisis transcripcional del cerebro de ratones CD200R1-KO y wt 
A pesar de que el análisis de la secuenciación de ARN obtenido de cerebro de ratones 

CD200R1–KO y wt aún sigue en curso y todavía queda mucho por profundizar, se mostraron los 

resultados preliminares de este análisis, donde evidenciamos que la ausencia de CD200R1 

promueve un perfil de expresión a nivel del cerebro diferente al de los ratones wt. Observamos 

la separación de los perfiles de expresión con el análisis de componentes principales tanto si se 

consideran los genotipos wt y CD200R1-KO, como los diferentes tratamientos (LPS o vehículo 

control) apuntando a la buena calidad de los datos obtenidos. Cabe destacar que existe una 

mayor dispersión de las muestras tratadas con LPS, pero este fenómeno lo hemos encontrado 

en otros trabajos previos con otros inmunorreceptores68. 

 

Las pruebas estadísticas indicaron que la ausencia de CD200R1 genera cambios de expresión 

en más de 250 genes. Dentro de los genes con cambios significativos se destacan: Myo7a, 

Ccl21b, Ccl21d, Ccl21a, Trim12a, Or10ad1, Zfp990, Eno1b, Slc5a5 y Tnfrsf8. Algunos de estos 

genes se asocian con la respuesta inflamatoria, mientras que otros están relacionados con otros 

procesos biológicos. Cuando realizamos los análisis de sobrerrepresentación, tanto de términos 

de GO como de KEGG, observamos que, como era de esperarse, la expresión de los genes de 

regulación de la vía de NF-κB se ven alterados en ausencia de CD200R1. Esto concuerda con 

lo reportado extensamente en la bibliografía en cuanto al rol de CD200R1 en el control de esta 

vía celular como uno de los mecanismos por los cuales el receptor tiene su actividad atenuadora 
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de la inflamación. A la vez, se evidenciaron otras vías alteradas debido a la ausencia de 

CD200R1, relacionadas al control de la migración de leucocitos y de la actividad de citoquinas y 

quimioquinas a nivel intracelular. Se deberá profundizar en cuáles son los genes de estas vías 

que se ven alterados a causa de la ausencia del receptor, con el fin de disecar en mayor detalle 

los mecanismos por los cuales CD200R1 participa en la regulación de la inflamación en el SNC. 

A su vez, debido a que se evidenciaron otras vías alteradas relacionadas con otros procesos 

biológicos, como la extravasación y migración de leucocitos, el posterior análisis sobre estos 

otros procesos puede brindar información fundamental sobre el rol de CD200R1 en la regulación 

de múltiples funciones biológicas. Este análisis nos facilitará plantearnos nuevas líneas de 

investigación que exploren el potencial de CD200R1 como regulador de múltiples procesos 

biológicos a nivel del SNC y posiblemente a nivel de todo el organismo.    

 

Este estudio continúa en proceso, en el que estamos avanzando en el efecto de la ausencia de 

CD200R1 en la expresión de genes de otros inmunorreceptores, lo que nos permitirá explorar 

sobre posibles mecanismos compensatorios de otros receptores frente a la ausencia de 

CD200R1. A su vez, se realizará el análisis de genes asociados a los fenotipos microgliales (por 

ejemplo de la “Disease Associated Microglia” o DAM280), con el fin de determinar si la ausencia 

del receptor promueve un cambio, ya sea en condiciones normales como luego de un estímulo 

inflamatorio, que puedan ayudar a la comprensión de los posibles efectos sobre la 

neuroinflamación de la ausencia de CD200R1. 
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La respuesta del bazo y de las células de la sangre frente a LPS 

se ve alterada en ausencia de CD200R1 
 

Considerando que la neuroinflamación luego de la administración sistémica de LPS es el 

producto de la comunicación entre el sistema inmune a nivel periférico con el SNC, nos 

planteamos analizar algunos de los actores relevantes en el desarrollo de la respuesta frente a 

LPS a nivel del organismo, para evaluar si las alteraciones a nivel central tienen una asociación 

con las alteraciones a nivel periférico. El bazo es uno de los principales actores en la respuesta 

a LPS debido a su rol en el filtrado de la sangre y en la coordinación de las respuestas inmunes 

frente a patógenos y señales de daño tisular. Se ha descrito un aumento del tamaño y peso del 

bazo luego de la estimulación con LPS, principalmente a causa de un aumento el número de 

células por proliferación o migración desde otros órganos y también por la acumulación de 

eritrocitos398,401. En los ratones que sí expresan CD200R1 (wt), observamos una esplenomegalia 

muy tempranamente a las 16 horas luego de la administración, que se mantuvo hasta las 24 

horas, tanto en machos como en hembras. Interesantemente, el peso del bazo de los ratones 

que no expresan CD200R1 se mantuvo inalterado luego de la estimulación con LPS. Este 

sorprendente resultado evidencia claramente un rol de CD200R1 en el desarrollo de la respuesta 

inflamatoria a nivel del bazo frente al LPS, ya que al estar ausente el receptor, no responde de 

la misma manera.  

 

Nos propusimos profundizar en la causa de esta alteración a nivel del bazo, evaluando si el peso 

reducido del bazo luego de la administración con LPS se asocia con un menor número de células 

inmunes en el órgano. Sorprendentemente, a las 24 horas luego de la administración de LPS, 

los ratones CD200R1 presentaron un mayor número de macrófagos, neutrófilos y eosinófilos en 

el bazo en comparación con los ratones wt, lo cual tendería a un aumento en el peso del bazo 

debido a un mayor número de células. Esta mayor presencia de estas poblaciones celulares, que 

tienen un rol fundamental en el desarrollo de las respuestas inflamatorias, podría estar indicando 

una exacerbación de la respuesta a nivel del bazo, que podría ser la base de alteraciones a nivel 

sistémico. Tampoco se observó alteraciones a nivel del número de linfocitos B o T. Estos 

resultados no nos permiten explicar la ausencia de esplenomegalia en los ratones CD200R1-KO 

frente al LPS, por lo que estas se deben alteraciones podrían estar relacionada a otros factores, 

por ejemplo a una menor acumulación de eritrocitos. Se debe profundizar en mayor detalle los 

mecanismos que subyacen a estas interesantes alteraciones observadas en el bazo en ausencia 
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de CD200R1, ya que pueden proporcionar información valiosa sobre la interacción entre el 

ligando CD200 y el receptor CD200R1 en el contexto de la regulación de las respuestas 

inmunitarias. Además, es crucial explorar cómo estos cambios en el número y tipo de células 

inmunes podrían influir en la dinámica de la respuesta inflamatoria y en la homeostasis del bazo. 

Un enfoque integral en la identificación de los factores específicos que contribuyen a las 

alteraciones de este órgano en ausencia de CD200R1 permitirá un mejor entendimiento de la 

complejidad de la comunicación entre el sistema inmune y el sistema nervioso, que 

potencialmente abrirá nuevas perspectivas en la modulación de estas respuestas para abordar 

diversas condiciones neuroinflamatorias patológicas. 

 

La circulación sanguínea es uno de los principales componentes que actúan como nexo entre 

los órganos donde se coordinan las respuestas inflamatorias a nivel periférico y el SNC. Por lo 

tanto, es uno de los actores principales en la comunicación entre el sistema nervioso y el sistema 

inmune. Nos planteamos analizar diferentes parámetros sanguíneos para vincular lo observado 

a nivel del SNC con las alteraciones observadas a nivel del bazo. El número de leucocitos en 

sangre se vió aumentado en los ratones CD200R1 a las 24 horas luego de la administración de 

LPS, principalmente debido a un aumento de monocitos y neutrófilos. Esto concuerda con el 

aumento en macrófagos y neutrófilos a nivel del bazo en los ratones CD200R1-KO a las 24 horas 

de la administración de LPS. Inclusive, a pesar de no generar cambios grandes en los niveles de 

citoquinas en sangre, en ausencia de CD200R1 se detectó una disminución de la citoquina anti-

inflamatoria IL-10.  

 

En su conjunto, estos resultados muestran una conexión entre la neuroinflamación y la respuesta 

originada por el sistema inmune a nivel periférico, que se propaga hacia el SNC. Esta 

comunicación se ve fuertemente alterada a causa de la ausencia de CD200R1, evidenciando un 

rol fundamental de este receptor en la regulación de la neuroinflamación y sus efectos sobre el 

tejido nervioso y el comportamiento. En ausencia de esta señal reguladora generada por la 

activación de CD200R1, se muestra una respuesta inflamatoria exacerbada en los principales 

sitios donde ésta es coordinada, entre ellos el bazo y el SNC. El efecto de la ausencia de 

CD200R1 en las células inmunes del bazo y otros importantes actores de la respuesta, alcanza 

también a las células que se encuentran en la sangre y otros tejidos, impactando luego sobre el 

SNC.  
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Estos resultados evidencian la importancia crucial de CD200R1 en la modulación de la 

neuroinflamación y su interacción con el sistema inmunológico periférico. La ausencia de esta 

señal reguladora desencadena una cascada de respuestas inflamatorias exacerbadas, que 

afectan no solo al tejido nervioso, sino también al comportamiento del individuo. Por lo tanto, la 

activación de CD200R1 emerge como un mecanismo fundamental para mantener un equilibrio 

adecuado y prevenir la excesiva activación de las células inmunes. Estos hallazgos ofrecen 

nuevas perspectivas para comprender las bases fisiopatologías con un fuerte componente 

neuroinflamatorio y para el desarrollo de posibles estrategias terapéuticas dirigidas a modular la 

función reguladora de CD200R1 y mitigar los efectos perjudiciales de la neuroinflamación en el 

organismo. Además, estas observaciones sugieren la prometedora perspectiva de desarrollar 

enfoques terapéuticos que apunten a modular la neuroinflamación mediante la intervención en el 

sistema inmunológico periférico. Este enfoque tiene la ventaja de evitar la necesidad de intervenir 

directamente en el SNC, lo que podría reducir los riesgos asociados con tratamientos invasivos 

sobre el tejido nervioso. Al dirigirse a los mecanismos de regulación inmunológica a nivel 

periférico, se podría lograr un control más preciso y específico de la neuroinflamación, abriendo 

nuevas puertas para el desarrollo de terapias efectivas y seguras. 

 

 
 

  



195 

Desarrollo de estrategias terapéuticas para la 
modulación de la neuroinflamación basadas en la 
activación de CD200R1 
 

Análisis de la ventana temporal terapéutica utilizando CD200-His 

luego de una lesión de médula espinal 
 

 

Durante los últimos años, en nuestro equipo de investigación hemos estado dedicados al 

desarrollo y análisis de enfoques terapéuticos destinados a la modulación de la neuroinflamación, 

basados principalmente en la utilización de proteínas recombinantes y terapia génica. Una de las 

estrategias más prometedoras que describimos previamente89, fue la utilización de la proteína 

recombinante CD200-His, la cual se une y activa al CD200R1. Al administrar esta proteína 

directamente sobre el parénquima medular al momento de la lesión, observamos una importante 

mejora en la recuperación funcional, asociada a una respuesta inflamatoria a nivel local atenuada 

y una mayor neuroprotección. Una de las preguntas que nos hicimos una vez que observamos 

este efecto, fue si existe una ventana temporal luego de la lesión sobre la cual podemos actuar, 

administrando esta proteína de manera retrasada en el tiempo. Este enfoque se basa en el 

desarrollo de una herramienta clínicamente relevante, ya que busca tener en cuenta el factor del 

tiempo desde que una persona que sufre una lesión de médula espinal hasta que puede recibir 

un tratamiento médico adecuado, considerando tiempo de traslado y de análisis y diagnóstico, 

entre los principales determinantes de este tiempo. Por lo tanto, teniendo en cuenta que resulta 

prácticamente imposible en la práctica comenzar esta estrategia terapéutica al momento de la 

lesión, nos planteamos analizar el impacto de la administración de la proteína recombinante 

sobre el tejido medular lesionado a las 24 y 48 horas post-lesión. Para nuestra sorpresa, tanto la 

administración en el parénquima medular lesionado a las 24 como a las 48 horas post-lesión no 

tuvo un efecto significativo sobre la recuperación de las funciones locomotoras evaluada hasta 

los 28 dpl. Inclusive al analizar el efecto de la administración retrasada sobre la neuroprotección, 

tampoco observamos una modificación en la preservación de mielina a nivel histológico, así como 
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tampoco en la preservación de vías motoras a nivel funcional. Basándonos en estos resultados, 

podemos extraer varias apreciaciones, siendo la más significativa que las etapas más agudas de 

la respuesta inflamatoria luego de la lesión son fundamentales en determinar la magnitud de la 

respuesta a tiempos más tardíos. Durante las etapas iniciales, se activan procesos irreversibles 

que generan una secuencia de acciones difíciles de alterar una vez desencadenadas, lo que 

evidencia un importante problema para el desarrollo de estrategias terapéuticas. A su vez, estas 

etapas iniciales son fundamentales en la propagación del área de tejido dañado, lo que enfatiza 

aún más la necesidad de actuar rápidamente luego de la lesión. A pesar de esto, debido a que 

en este estudio evaluamos la administración única de la proteína CD200-His a una concentración 

dada, no es suficiente para inferir que el retraso del tratamiento con esta proteína es totalmente 

inefectivo para la recuperación funcional. Se debe profundizar en la administración de esta 

proteína a otros tiempos post-lesión intermedios, entre las 6 y 24 horas luego de la lesión para 

determinar en mayor detalle la ventana temporal de acción. A su vez, se podría evaluar la 

administración de dosis más altas de CD200-His, así como también realizar más de una 

administración a diferentes tiempos para promover una acción más importante de la proteína 

sobre el desarrollo de la respuesta inflamatoria.  

 

Una perspectiva interesante que no hemos profundizado aún es iniciar el tratamiento inclusive 

más tardíamente, así como también evaluar la recuperación funcional por tiempos más 

prolongados que 28 dpl. Debido que a las 24 y 48 horas luego de la lesión está ocurriendo una 

fuerte respuesta pro-inflamatoria, que implica la producción de citoquinas, quimioquinas y el 

reclutamiento de células, que es necesaria para la correcta limpieza del tejido y permitir la 

recuperación, puede que el tratamiento con una estrategia que busque la activación de CD200R1 

en estas etapas no sea beneficiosa, ya que podría obstaculizar el correcto desarrollo de estos 

procesos que son necesarios. Por lo tanto, una estrategia que podría resultar interesante en 

profundizar es en actuar luego de la semana de la lesión, donde ocurre el cambio en la respuesta 

hacia una mayormente reparadora y regenerativa. Al actuar en esta etapa, la activación de 

CD200R1 podría promover el cambio hacia este tipo de respuesta y mejorar la recuperación 

funcional. Inclusive, esta hipótesis también se ve apoyada por lo que han planteado numerosos 

estudios sobre un cambio incompleto en el tipo de la respuesta en el caso de una lesión de 

médula espinal, que difiere con respecto a las lesiones al SNP y que pueden estar en la base de 

las diferencias en la capacidad de recuperación luego de ambas lesiones279,307,472.  

 



197 

Desarrollo de nuevas proteínas recombinantes agonistas de 

CD200R1 
 

Siguiendo en la línea del desarrollo de estrategias terapéuticas clínicamente relevantes para la 

modulación de la neuroinflamación, consideramos analizar vías de administración alternativas, 

ya que la inyección dentro de parénquima medular constituye un procedimiento invasivo, que 

puede generar complicaciones para el uso en humanos. Dentro de estas vías alternativas para 

la administración de componentes que alcancen el tejido del SNC lesionado, se encuentra la vía 

intravenosa, extradural o intratecal. Sin embargo, estas vías presentan dificultades la hora de 

lograr que los componentes ingresen al tejido nervioso, ya sea por el impedimento de la barrera 

hematoencefálica, como por la penetración del componente en el tejido.  

 

A pesar de que los resultados presentados anteriormente sugieren la posibilidad de actuar a nivel 

periférico con el fin de modular la neuroinflamación a nivel del SNC lesionado, en primer lugar, 

nos planteamos continuar con la investigación de estrategias que busquen modular la 

neuroinflamación a nivel del tejido nervioso directamente, siguiendo en línea con los estudios de 

CD200-His en la lesión de médula espinal. El estudio de estas estrategias alternativas que tengan 

como blanco principal la modulación de la respuesta inflamatoria a nivel de los principales 

órganos del sistema inmune periféricos debe ser analizada en profundidad, ya que representa 

una importante oportunidad de generar estrategias efectivas y poco invasivas para la modulación 

de la neuroinflamación. Previamente, en nuestro grupo de investigación analizamos el efecto 

sobre la recuperación funcional de la administración por vía intravenosa de la administración 

CD200-His y de otra proteína recombinante, con un dominio de activación de CD200R1 y un 

dominio que permite atravesar la barrera hematoencefálica. Al ser administradas por vía 

intravenosa, estas proteínas van a alcanzar el tejido nervioso lesionado, pero también van a 

propagarse por todo el organismo, teniendo actividad a nivel sistémico. Sin embargo, no 

observamos un efecto significativo sobre la recuperación funcional con ninguna de estas 

proteínas analizadas. A pesar de esto, se debe profundizar en mayor detalle esta posibilidad, 

analizando diferentes dosis administradas, así como también variaciones en la cantidad y 

tiempos de administración luego de la lesión. La vía de administración intravenosa presenta la 

dificultad de necesitar la administración de una mayor cantidad de las proteínas a causa de que 

son difundidas por todo el organismo, lo que genera una baja concentración en los tejidos, en 

comparación con la administración dentro del parénquima que permite generar una alta 
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concentración de la proteína en el tejido administrando una cantidad pequeña de la proteína. 

Debido a que la producción de estas proteínas es costosa, esto representa una dificultad para el 

desarrollo de estas estrategias.  

 

Las vías de administración intratecal y extradural representan una oportunidad para continuar 

con el desarrollo de estas estrategias terapéuticas basadas en la activación de CD200R1, ya que 

no requieren la administración de concentraciones tan altas de la proteína como es el caso de la 

vía intravenosa, así como también generan mayor especificidad en la entrega del componente al 

tejido lesionado sin la necesidad de intervenir sobre el tejido nervioso directamente. De todas 

maneras, la administración de estas proteínas recombinantes por estas vías presenta la dificultad 

de una limitada penetración y difusión en el tejido, que limita la acción de la proteína al disminuir 

la interacción con la mayor cantidad de células posible en el tejido. Por lo tanto, en primer lugar, 

nos planteamos diseñar y producir una proteína recombinante que contenga un dominio de unión 

y activación del receptor CD200R1, y un dominio que permita a la proteína permear fácilmente 

en los tejidos.  

 

Previo a evaluar el efecto de esta proteína sobre la neuroinflamación in vivo, nos planteamos 

analizar in vitro si esta nueva construcción se une y activa al receptor CD200R1. Considerando 

que tras la activación del receptor se activa una cascada de señalización que finaliza en una 

disminución de la vía de NF-κB116–118, nos planteamos analizar el efecto de la proteína CD200-X 

sobre esta vía de señalización. Para ello, utilizamos células BV2 que es una línea celular derivada 

de la microglía, que a su vez corroboramos que expresan CD200R1 por medio de PCR 

cuantitativa en tiempo real (datos no se muestran). Sorprendentemente, observamos que la 

proteína en lugar de disminuir la activación de la vía NF-κB como era esperado, causó la 

activación de esta vía, a la vez que observamos que no tuvo efecto en atenuar la activación de 

esta vía en respuesta al LPS. Sin embargo, también decidimos analizar el efecto de la proteína 

CD200-Fc, la cual se encuentra disponible comercialmente y es utilizada por un gran número de 

trabajos para la activación de CD200R199,110,144,145,155,442,473,474, y no observamos un claro efecto 

en la disminución de la activación de NF-κB frente a LPS. Ha sido demostrado por investigaciones 

anteriores que la incubación de CD200-Fc es efectiva en disminuir la activación de la vía NF-κB 

en un cultivo primario de microglía, evidenciando una disminución de la producción de 

mediadores pro-inflamatorios resultado de la activación de esta vía, así como también por una 

menor proporción de la proteína NF-κB-P65 en la fracción nuclear, que es utilizado como una 

medida de actividad de la vía442. Sin embargo, las condiciones empleadas en este estudio 
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muestran diferencias significativas en comparación con las condiciones que empleamos en 

nuestro trabajo para analizar el efecto de esta proteína sobre la activación de NF-κB. En primer 

lugar, las células sobre las cuales se evaluaron presentan diferencias relevantes, ya que una 

corresponde a una línea celular que implica cambios fundamentales en los procesos celulares 

normales, mientras que el otro trabajo utilizó un cultivo primario de células microgliales 

provenientes de la retina, las cuales presentan características similares a su estado normal en el 

organismo. Más relevante aún es la diferencia de concentración de la proteína CD200-Fc 

utilizada en ambos trabajos. Mientras que nosotros evaluamos el efecto de la proteína a una 

concentración de 5 µg/mL, el trabajo de Jiang et al.442 utiliza una concentración de 100 µg/mL, la 

cual es varios órdenes de magnitud mayor a la utilizada por nosotros, lo que podría explicar en 

gran parte la falta de efecto observada por nosotros. 

 

En su conjunto, estos resultados no son concluyentes en cuanto a la capacidad de CD200-X de 

activar al receptor CD200R1 y modular la actividad de la vía NF-κB, principalmente debido a que 

en este sistema experimental y con las condiciones utilizadas no nos permitieron confirmar si los 

resultados observados se deben al diseño experimental en sí mismo o al efecto de las proteínas 

analizadas sobre la actividad de NF-κB. Inclusive, este paradigma experimental no nos permitió 

concluir si los efectos observados de CD200-X sobre la vía NF-κB son producto de la interacción 

de la proteína con el receptor CD200R1, o si es por medio de la interacción con otros receptores 

y/o componentes celulares. Por lo tanto, nos propusimos profundizar en el posible efecto de 

CD200-X utilizando otro modelo experimental in vitro. Utilizando macrófagos wt y CD200R1-KO 

derivados de médula ósea, evaluamos en mayor detalle la interacción entre  la proteína CD200-

X y el receptor CD200R1, considerando los efectos cuando el receptor es expresado por estas 

células o no. En los BMDM wt, no observamos un efecto significativo en la expresión de TNFα a 

causa de CD200-X, tanto en presencia como en ausencia de LPS. Comparando con lo observado 

con las células BV-2, a pesar de que en ambos no observamos una atenuación de la respuesta 

frente al LPS por la proteína CD200-X, en los BMDM wt de por sí sola esta proteína no tuvo 

efecto. Esto puede deberse a que el aumento de la expresión de TNFα no es la única 

consecuencia de la activación de la vía de NF-κB y puede ocurrir que la activación de esta vía 

promueva la producción de otros mediadores pro-inflamatorios en presencia de CD200-X. 

Interesantemente, cuando evaluamos el efecto de CD200-X en los macrófagos que no expresan 

CD200R1, observamos una exacerbación de la respuesta frente al LPS a causa de la proteína 

CD200-X, lo que sugiere que esta proteína recombinante puede estar interactuando con otros 

componentes además de CD200R1. Una posibilidad es que esta proteína esté interactuando con 
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alguno de los otros miembros de la familia de CD200R que son activadores, promoviendo la 

expresión de TNFα. Se debe explorar la capacidad de interacción que tiene CD200-X con los 

diferentes miembros, para determinar si existe interacción con los otros miembros de CD200R y 

la afinidad de esas interacciones. Esta diferencia con lo observado con los macrófagos wt puede 

deberse a que esta proteína se una con mayor afinidad a CD200R1 que a los otros miembros, 

pero debido a que en los macrófagos CD200R1-KO no está presente el receptor, la proteína 

queda disponible para interactuar con los otros receptores. Otra posibilidad es que los otros 

dominios de la proteína diferentes al dominio de CD200 tengan un efecto de por sí en la expresión 

de TNFα, o que contaminantes del proceso de producción activen esta vía. Finalmente, debemos 

tener en cuenta la posibilidad de que el plegamiento de la proteína CD200-X recombinante sea 

diferente al del CD200 y que de esta forma se una al receptor CD200R1 pero actúe como 

bloqueante, sin activar sus vías de señalización. A su vez, CD200-Fc puede dimerizarse por 

medio de los dominios Fc, generando un mayor efecto de la activación de CD200R1102,475. Se ha 

demostrado que la dimerización de CD200R1, inclusive por anticuerpos bloqueantes, promueve 

la activación de la vía y la inhibición de mediadores pro-inflamatorios406. Por lo tanto, una de las 

diferencias fundamentales con la proteína CD200-X puede ser la falta de dimerización, que 

permitiría explicar los resultados observados. Se debe profundizar en la causa de esta 

observación en los macrófagos CD200R1-KO para comprender en mayor detalle los efectos de 

esta proteína sobre las células en respuesta a estímulos inflamatorios. 

  

Contrario a lo observado en cuanto al efecto en la expresión de TNFα, la proteína CD200-X tuvo 

un impacto en la fagocitosis de mielina por parte de los BMDM wt pero no en los CD200R1-KO. 

Cuando utilizamos la proteína a una concentración alta (100 µg/mL) observamos una disminución 

en la fagocitosis de mielina por parte de los macrófagos wt, similar a los valores en presencia de 

LPS. Esta disminución puede deberse a que CD200-X afecta directamente la capacidad de 

fagocitosis por parte de estas células o también puede ocurrir que esta proteína esté generando 

un cambio en el fenotipo de los macrófagos hacia uno más pro-inflamatorio, de la misma manera 

que lo hace el LPS. Este efecto sí parece ser específico de la interacción de esta proteína con el 

receptor, ya que no se observa efecto en los macrófagos que no lo expresan. Sin embargo, otra 

posibilidad puede ser que los macrófagos CD200R1-KO ya se encuentren en un estado más pro-

inflamatorio a causa de la ausencia del receptor, ya que en condiciones basales se observa la 

misma capacidad de fagocitosis que frente al estímulo con LPS.  
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Considerando los efectos observados por la proteína CD200-X, tanto en la activación de la vía 

de NF-κB como en la fagocitosis, parece no tener el efecto anti-inflamatorio esperado por la 

activación de CD200R1. Se deberá profundizar en el efecto de esta proteína, tanto in vitro como 

in vivo, con el fin de determinar si interactúa con CD200R1 de la manera esperada, así como 

también la posible interacción con otros miembros de la familia de CD200R y/o con otros 

receptores. También se deberán realizar experimentos para determinar los efectos de los 

diferentes dominios de la proteína, lo cual puede ayudar al diseño y perfeccionamiento de 

proteínas recombinantes que puedan ser utilizadas con fines terapéuticos para la modulación de 

la inflamación dentro y fuera del sistema nervioso.  
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CONCLUSIONES GENERALES 
 

En el presente trabajo analizamos la relación entre CD200 y CD200R1 en diferentes contextos 

de neuroinflamación, evaluando su rol en el desarrollo de las respuestas inflamatorias tanto a 

nivel local en el sistema nervioso central y periférico, como en otros sitios relevantes de 

generación y coordinación de esta respuesta, entre ellos el bazo y la sangre. Este análisis del rol 

de CD200-CD200R1 en diferentes contextos de inflamación, y de los mecanismos subyacentes 

nos permitió evidenciar la compleja interacción entre el sistema inmune y el sistema nervioso, 

sugiriendo un rol de esta interacción que es fuertemente dependiente del contexto sobre el cual 

se desarrolla la respuesta inflamatoria. En todos los modelos de neuroinflamación utilizados 

encontramos alteraciones importantes cuando modulamos la interacción CD200-CD200R1, 

sugiriendo un rol importante en el control y regulación fina de los procesos de inflamación en el 

sistema nervioso y a nivel sistémico en general de esta interacción, a pesar de que no siempre 

participa de la misma manera. En el modelo de lesión al SNP observamos que el bloqueo de 

CD200R1 altera la recuperación funcional a través de una modulación de la respuesta 

inflamatoria local, promoviendo un ambiente menos pro-inflamatorio en las etapas más agudas 

de la inflamación, que es fundamental en los procesos que ocurren en el tejido nervioso luego de 

la lesión y que posteriormente influyen sobre la capacidad regenerativa del tejido.  

 

Otra de las observaciones que revelan la complejidad de estos mecanismos es el hecho de que 

a pesar de que observamos un efecto sobre la recuperación funcional luego de una lesión de 

nervio ciático al bloquear transitoriamente CD200R1, la ausencia de CD200R1 en los ratones 

knock-out no tuvo un impacto en la recuperación funcional. Interesantemente, se observó el 

mismo patrón luego de la lesión de médula espinal, donde previamente hemos reportado una 

recuperación funcional deficiente al bloquear CD200R1 de manera transitoria al momento de la 

lesión y sin embargo tampoco observamos un efecto en la recuperación en los ratones CD200R1-

KO. Como se discutió previamente, las razones por las cuales no vemos efecto cuando CD200R1 

está ausente pueden ser variadas, probablemente sea debido a mecanismos compensatorios, 

que permiten la robustez de los sistemas cuando hay alteraciones a nivel genético durante el 

desarrollo. Por ejemplo, en el cerebro de los animales tratados con LPS en forma intraperitoneal 

observamos en nuestro análisis transcripciónal que los animales CD200R1-KO poseen una 

expresión mucho menor de CD200R4 y levemente menor de CD200. Al impedir transitoriamente 

la interacción de CD200 con CD200R1 con el anticuerpo bloqueante, estamos desestabilizando 
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al sistema en el momento de la lesión, mientras que en el modelo transgénico, esas alteraciones 

ya están presentes previamente. También podría deberse a la extensión en el organismo de la 

ausencia de señal de CD200R1, ya que, al administrar el anticuerpo, estamos actuando 

solamente sobre las células que ingresan al tejido dañado, mientras que en el modelo 

transgénico la activación de CD200R1 está ausente a nivel sistémico. Como observamos en este 

trabajo, CD200R1 tiene un rol en el desarrollo de las respuestas en estos modelos de 

neuroinflamación en órganos fuera del sistema nervioso. Por lo tanto, la respuesta inflamatoria 

en el tejido nervioso dañado puede resultar diferente cuando bloqueamos CD200R1 

transitoriamente y cuando está ausente a nivel sistémico. Es más, las alteraciones en la 

respuesta inflamatoria a nivel de la médula espinal luego de la lesión en los ratones CD200R1-

KO fue diferente a la reportada previamente con el bloqueo transitorio del receptor. Esto resalta 

la necesidad de tomar en cuenta a todo el organismo a la hora de analizar la respuesta 

inflamatoria local, ya que es la acción coordinada de órganos y tejidos distribuidos en el 

organismo.  

 

Esta importancia se vio reflejada al analizar el rol de CD200R1 en la neuroinflamación provocada 

por una inflamación sistémica con LPS. La correlación de las alteraciones observadas a nivel del 

bazo y la sangre, con la neuroinflamación exacerbada en el SNC, permitieron comprender 

posibles mecanismos por los cuales el sistema inmune a nivel periférico influye sobre el sistema 

nervioso. Este trabajo apoya la hipótesis del bazo como un posible factor determinante de los 

procesos neuroinflamatorios, tanto en el contexto de una inflamación sistémica como en una 

lesión traumática al SNC, lo que resalta la necesidad de analizar las respuestas en estos órganos 

donde se coordinan las respuestas inflamatorias para comprender que ocurre a nivel del sistema 

nervioso.  

 

Al analizar el rol de CD200-CD200R1 en diferentes modelos neuroinflamatorios, evaluando las 

vías por las cuales esta interacción participa en la regulación de la inflamación en el sistema 

nervioso, pero también vinculándolo con la respuesta a nivel sistémico, pudimos establecer 

algunos mecanismos que permiten comprender en mayor detalle los procesos perjudiciales de 

la neuroinflamación. Se desprende de estas observaciones, la relevancia del estudio y del 

desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que tengan como blanco los órganos donde se 

originan y coordinan las respuestas inflamatorias, en lugar de actuar sobre el tejido nervioso 

directamente, con el fin de modular de manera precisa la neuroinflamación, reduciendo los 

efectos perjudiciales asociado a estos procesos y aumentando los efectos beneficiosos. Estos 
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posibles enfoques terapéuticos que busquen atacar la respuesta inflamatoria en una etapa previa 

al desarrollo de los procesos neuroinflamatorios, presentan numerosas ventajas.  La mayor 

facilidad de acceso y el poder evitar la intervención sobre el tejido nervioso, disminuye la 

probabilidad de complicaciones asociadas al tratamiento. También, por medio de estos 

tratamientos se puede actuar no solo sobre la neuroinflamación, sino que también sobre otros 

procesos patológicos dañinos asociados con estas respuestas a nivel sistémico.  

 

Debemos continuar con el perfeccionamiento de las estrategias basadas en proteínas 

recombinantes que tengan como blanco a CD200R1 para la modulación de la neuroinflamación. 

El estudio en mayor detalle sobre el momento óptimo sobre el cual podemos actuar para 

promover mejoras en la recuperación funcional luego de una lesión de médula espinal es 

fundamental para perfeccionar los paradigmas de tratamiento luego de estas lesiones, así como 

también nos pueden ayudar comprender en mayor detalle los mecanismos subyacentes a las 

patologías neuroinflamatorias. Una parte del perfeccionamiento de estas estrategias es el diseño 

de nuevas proteínas recombinantes que busquen mantener los efectos beneficiosos observados 

hasta el momento con las herramientas disponibles, pero a la vez, mejorar los aspectos que 

limitan su efectividad. Para ello resulta relevante profundizar en el efecto de la proteína CD200-

X, tanto in vitro como in vivo y evaluar su potencial como promotor de la recuperación funcional 

luego de una lesión de médula espinal, así como también como modulador de los procesos 

neuroinflamatorios en general. Esto abre la puerta a la exploración de vías alternativas de 

administración y sienta las bases para impulsar la optimización de estas proteínas, fomentando 

la creación de estrategias terapéuticas exitosas con potenciales aplicaciones en humanos. Estas 

estrategias pueden no solo potenciar la recuperación funcional después de una lesión en la 

médula espinal, sino también ser beneficiosas para el tratamiento de otros problemas 

caracterizados por un marcado componente neuroinflamatorio, como la depresión, el Alzheimer 

y el envejecimiento. 
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ABREVIACIONES 
 

BMDM Macrófagos derivados de médula ósea 

BMS Escala de Basso para ratón 

CD200R1-KO Ratones transgénicos que no expresan CD200R1 de manera constitutiva 

dpl Días post-lesión 

IL Interleuquina 

LFB Luxol Fast Blue 

LPS Lipopolisacárido 

Naïve Animales en condiciones normales sin tratamiento 

ORO Oil Red O 

PCR Reacción en cadena de polimerasa 

Sham Ratones a los que se les realizó una laminectomía pero no se lesionó la 
médula espinal  

SNC Sistema nervioso central 

SNP  Sistema nervioso periférico 

TH Tirosina hidroxilasa 

wt Genotipo salvaje 
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