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Resumen de la tesis que presenta Miryam Ochoa Agredano como requisito parcial para la obtención del 
grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientación en Biomedicina Bionanotecnología 
 
 

Relación entre el dolor neuropático y la producción de citocinas, durante la encefalomielitis 
experimental autoinmune 

 
 

Resumen aprobado por: 
 
 
 

Dr. Marco Antonio De León Nava 
Co-director de Tesis 

 Dra. Nadia Lizeth Caram Salas 
Co-directora de Tesis 

 
 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad neurológica, autoinmune, inflamatoria, crónica y 
discapacitante, que se asocia con el daño a la capa de mielina, proteína que recubre las fibras nerviosas y 
que participa en la transmisión del estímulo eléctrico hacia la médula espinal y el cerebro. Hasta la fecha, 
se desconoce su etiología. Sus síntomas son diversos: alteraciones motrices, visuales, metabólicas y 
sensoriales. Aproximadamente, un 92% de los pacientes con EM desarrollan dolor neuropático (DN). Esta 
alteración se caracteriza porque las personas perciben una respuesta dolorosa ante estímulos, que 
normalmente no generan dolor, provocando en ellas ansiedad y depresión. El tratamiento actual de la EM-
DN es paliativo, escaso, riesgoso y provoca efectos secundarios severos. Dada la complejidad de esta 
patología, existen aún muchas interrogantes sobre su fisiología, entre ellas la relación del DN, la severidad 
de la EM y la producción de factores humorales de la inmunidad. Se sabe que el sistema inmunológico 
tiene un papel preponderante, al generar un proceso inflamatorio, que implica la participación de distintos 
leucocitos, y que desencadena un daño constante al tejido propio. En el presente trabajo se evaluó la 
producción de diferentes citocinas implicadas en neuroinflamación, tales como: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-
17A, IFN-γ y TNF-α, en líquido cefalorraquídeo (LCF) y suero. Así como su correlación en el desarrollo de 
ambas patologías. Para cumplir con este objetivo, se estableció un curso temporal en un modelo in vivo, 
en la especie Rattus norvegicus, de encefalomielitis experimental autoinmune (EAE), que refleja los signos 
y síntomas más comunes e importantes de la EM que se manifiestan en los humanos que la padecen. Por 
ejemplo: dificultad para caminar, alteración de la sensibilidad en las extremidades y alodinia, es decir una 
respuesta dolorosa ante estímulos, como el principal síntoma del DN. Por ello, para ponderar el desarrollo 
del DN, se evaluó la nocicepción mecánica en ratas Lewis con EAE, utilizando la metodología “up and 
down”.  Los resultados de este trabajo indican que el desarrollo de la alodinia se da antes de la 
sintomatología clínica (parálisis). Identificamos un desbalance en la expresión de las citocinas tanto en el 
sistema nervioso central SNC (LCF) como en la periferia (suero), predominando las citocinas 
proinflamatorias durante los tres estadios. Esta alteración se correlaciona con la disminución del umbral 
del dolor, es decir, con el inicio del dolor neuropático y la pérdida de peso. Demostrando que la cascada 
inflamatoria es la principal responsable de los procesos neurodegenerativos que conllevan al desarrollo 
de la EAE en estos animales. 

 

 
 
Palabras clave: Esclerosis múltiple, encefalomielitis, inflamación, citocinas.  
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Abstract of the thesis presented by Miryam Ochoa Agredano as a partial requirement to obtain the Master 
of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and Bionanotechology 
 
 

Relationship between neuropathic pain and cytokine production during experimental autoimmune 
encephalomyelitis 

 
Abstract approved by: 
 
 
 

Dr. Marco Antonio De León Nava 
Co-director de Tesis 

 Dra. Nadia Lizeth Caram Salas 
Co-directora de Tesis 

 
 

Multiple sclerosis (MS) is a neurological, autoimmune, inflammatory, chronic and disabling disease, which 
is associated with damage to the myelin layer, a protein that covers nerve fibers and is involved in the 
transmission of electrical stimulation to the spinal cord. and the brain. To date, its etiology is unknown. Its 
symptoms are diverse: motor, visual, metabolic and sensory alterations. Approximately 92% of MS 
patients develop neuropathic pain (NP). This alteration is characterized because people perceive a painful 
response to stimuli, which normally do not generate pain, causing them anxiety and depression. The 
current treatment of EM-ND is palliative, limited, risky and causes severe side effects. Given the complexity 
of this pathology, there are still many questions about its physiology, including the relationship of NP, the 
severity of MS and the production of humoral factors of immunity. It is known that the immune system 
plays a predominant role, by generating an inflammatory process, which involves the participation of 
different leukocytes, and which triggers constant damage to the tissue itself. In the present work, the 
production of different cytokines involved in neuroinflammation, such as: IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-
γ and TNF-α, in cerebrospinal fluid (CSF) and serum. As well as its correlation in the development of both 
pathologies. To meet this objective, a time course was established in an in vivo model, in the species Rattus 
norvegicus, of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), which reflects the most common and 
important signs and symptoms of MS that manifest in humans. who suffer from it. For example: difficulty 
walking, altered sensitivity in the extremities and allodynia, that is, a painful response to stimuli, as the 
main symptom of NP. Therefore, to assess the development of DN, mechanical nociception was evaluated 
in Lewis rats with EAE, using the "up and down" methodology. The results of this work indicate that the 
development of allodynia occurs before the clinical symptoms (paralysis). We identified an imbalance in 
the expression of cytokines both in the central nervous system (CNS) and in the periphery (serum), 
proinflammatory cytokines predominating during the three stages. This alteration correlates with a 
decrease in the pain threshold, that is, with the onset of neuropathic pain and weight loss. Demonstrating 
that the inflammatory cascade is the main responsible for the neurodegenerative processes that lead to 
the development of EAE in these animals. 

 
 
 
 
 
 
Keywords: Multiple sclerosis, Encephalomyelitis, Inflammation, Cytokines  
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Capítulo 1.  Introducción  

1.1 Esclerosis múltiple (EM) 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad crónica, progresiva y autoinmune del sistema 

nervioso central (SNC) (Machado-Santos et al., 2018; Frischer et al., 2009). Actualmente, se mantiene 

como una enfermedad incurable y paulatinamente se ha convertido en la enfermedad crónica inflamatoria 

del SNC con mayor prevalencia, afecta aproximadamente a 2.3 millones de personas alrededor del mundo 

(Filippi et al., 2018). Etiológicamente, la EM se considera multifactorial, ya que involucra tanto factores 

genéticos como ambientales. Se exhiben en diferentes formas y la más común es la recurrente remitente, 

o RRMS (Tabla 1) (Dendrou et al., 2015).  

Tabla 1. Formas clínicas de la esclerosis múltiple 

Forma clínica 
Porcentaje de pacientes 

que la presentan 
Características 

Recurrente-

remitente (EMRR o 

RRMS) 

85% 

Exacerbaciones periódicas imprevisibles de 

disfunción neurológica (ataques o brotes) con 

duración de semanas o meses, alternadas por 

períodos de resolución completa o parcial de los 

síntomas (remisiones). 

Secundaria 

progresiva (EMSP o 

SPMS) 

30-50% de los pacientes 

con RRMS o EMRR 

Consiste en un empeoramiento progresivo y gradual 

de la discapacidad con o sin exacerbaciones agudas. 

Primaria progresiva 

(EMPP o PPMS) 
10-15% 

No aparecen ataques o brotes, comienza de manera 

insidiosa y empeora gradualmente desde el inicio de 

la enfermedad, progresando más rápido en su 

incapacidad respecto de los otros subtipos. 

Progresiva-

recurrente (EMPR o 

PRMS) 

3-5% 

Progresa en forma continua desde el inicio de la 

enfermedad, indicando exacerbaciones severas 

periódicas. Este subtipo se considera una forma más 

severa de la EMPP. 

 

En la EM, uno de los síntomas más comunes es el dolor neuropático (DN), el cual se asocia a la 

inflamación y la presencia de lesiones en el SNC. El DN, es el síndrome más complicado de tratar en 
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pacientes con EM, y se estima que está presente en aproximadamente entre el 50-80% de la población 

con esta enfermedad (Olechowski et al., 2009).  

 

¿Qué es el dolor? 

El dolor es una respuesta del organismo ante estímulos físicos, químicos o mecánicos que ponen 

en riesgo su integridad. Se define como una experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada a 

daño tisular real o potencial y que puede ser descrita en términos de la magnitud de dicho daño (Merskey, 

1986). Por lo tanto, el dolor es una sensación multidimensional con fuertes componentes cognitivos y 

emocionales que puede variar en intensidad (leve, moderado o severo), calidad (agudo, quemante, 

continuo), duración (transitorio, intermitente o persistente) y referencia (superficial, profundo, localizado 

o difuso) (Woolf, 2004). 

El dolor es un problema de salud pública que afecta a toda la población independientemente de 

la edad, género o etnia. Se calcula que alrededor del 20% de la población adulta en el mundo sufre algún 

tipo de dolor (Goldberg y McGee, 2011). En México, no existen estudios epidemiológicos oficiales, pero se 

estima que alrededor de 28 millones de personas desarrollaron dolor crónico en el 2010 (Covarrubias-

Gómez et al., 2010). 

 

Descripción general de los nociceptores 

La nocicepción, es el proceso mediante el cual los organismos detectan estímulos intensos 

(térmicos, mecánicos o químicos) a través de una subpoblación de fibras nerviosas periféricas 

denominadas nociceptores (Basbaum y Jessell, 2000). Los cuerpos celulares de los nociceptores se 

localizan en los ganglios de la raíz dorsal (GRD) o en el ganglio trigeminal (Basbaum et al., 2009; Woolf y 

Ma, 2007). Los nociceptores son capaces de diferenciar entre estímulos inocuos y nocivos, ya que tienen 

un alto umbral de activación, que les permite decodificar la intensidad de un estímulo, hasta considerarlo 

perjudicial gracias a sus propiedades biofísicas y moleculares (Basbaum et al. 2009; Woolf y Ma, 2007; 

Cervero y Laird, 1999). La velocidad de transmisión de los estímulos nociceptivos está directamente 

relacionada con el diámetro de los axones de los nociceptores, y con la presencia o ausencia de mielina. 
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Clasificación del dolor 

En condiciones normales, el dolor funciona como un sistema de protección que detecta estímulos 

nocivos y minimiza el contacto con estos. Sin embargo, en condiciones patológicas el dolor pierde su 

capacidad protectora; es decir, los procesos y las estructuras sensoriales que lo conforman se ven 

afectados (Woolf y Ma, 2007). Se clasifica de acuerdo con la duración y características fisiopatológicas que 

lo producen (Woolf y Ma, 2007; Woolf, 2004): 

● Dolor nociceptivo: Este tipo de dolor se produce por la activación de los nociceptores cutáneos de 

alto umbral en ausencia de daño tisular y es esencial para detectar y minimizar, el contacto con 

estímulos potencialmente dañinos, por lo que implica una respuesta autonómica y un reflejo de 

retirada. 

● Dolor inflamatorio: El dolor inflamatorio se produce en presencia de daño tisular que estimula la 

activación del sistema inmune y la subsecuente disminución del umbral de activación de las fibras 

aferentes primarias. La sensibilidad de la parte afectada aumenta y de esta manera se previene el 

contacto físico o movimiento hasta su recuperación. 

● Dolor neuropático: Se define como un dolor constante que perdura por más de 12 semanas en 

humanos y afecta aproximadamente al 25% de la población mundial. La forma más conocida del 

dolor crónico es la variante neuropática, y es definido como el dolor que es iniciado o causado por 

una lesión primaria o una disfunción en el SNC. 

 

Presencia de dolor neuropático en esclerosis múltiple 

En la EM, el DN es uno de los síntomas más frecuentes, reduciendo dramáticamente la calidad de 

vida de las personas con esta enfermedad (Khan y Smith, 2014).  El dolor se transforma en un cuadro 

crónico patológico principalmente bilateral, de naturaleza continua, caracterizado por ardor, pinchazos y 

sensación de apuñalamiento. Se manifiesta durante el inicio de la EM y persiste a lo largo de la enfermedad 

(Khan y Smith, 2014). Los síndromes de dolor asociado a la EM pueden ser divididos en niveles o grados; 

son comúnmente relacionados al desarrollo de ansiedad y depresión (Wu y Alvarez, 2012). En el primario, 

se encuentra al dolor causado directamente por la desmielinización, neuroinflamación y el daño axonal. 
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Por otro lado, el secundario engloba al dolor provocado, resultado de las lesiones del SNC (Zagon y 

McLaughlin, 2017).  En la forma clínica de EM-DN, se categoriza al dolor como independiente o estímulo 

dependiente, el primero se caracteriza por ser perseverante y severo, mientras que el segundo por 

hiperalgesia y alodinia. 

 

Modelos animales de esclerosis múltiple 

El nivel de complejidad para acceder al tejido del SNC, en el periodo previo a la aparición de las lesiones 

neurológicas, aunado a los mecanismos involucrados en la enfermedad, ha significado un gran reto para 

la identificación de biomarcadores, de la progresión de esta patología. En la actualidad, solo la imagen por 

resonancia magnética (MRI) permite obtener información parcial del grado de desmielinización y 

disfunción de la barrera hematoencefálica (Bennet et al., 2010).  

A pesar de décadas de extensas investigaciones que han llevado al desarrollo de varios tratamientos 

parcialmente efectivos, todavía no se conoce bien toda su fisiopatología. Además, los investigadores 

tienen acceso limitado a muestras de tejido y biopsias de pacientes con esta enfermedad en estadios 

tempranos. Solo tienen acceso cuando el paciente ha fallecido (post-mortem), limitando el progreso en 

nuevas terapias farmacológicas y diagnósticas. Ante la restricción de investigación en humanos, se han 

desarrollado modelos en animales, principalmente roedores, que permiten entender de mejor manera los 

mecanismos inmunopatológicos subyacentes, probar nuevos enfoques terapéuticos e identificar 

biomarcadores para su diagnóstico y tratamiento (Denic et al., 2011).  

1. Modelos inducidos por virus, principalmente infección por el virus de la encefalomielitis murina 

de Theiler (TMEV) y la consiguiente desmielinización crónica 

2. Modelos de desmielinización inducida por toxinas, incluido el modelo de cuprizona y 

desmielinización focal inducida por lisofosfatidilcolina (lisolecitina).  

3. Modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE). 

El modelo de EAE, es la variante más utilizada para simular la enfermedad inflamatoria autoinmune 

(con más de 8000 publicaciones en el PubMed hasta 2019). Éste refleja los signos y síntomas de la 
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enfermedad en humanos, facilita la comprensión de los procesos y alteraciones que se están llevando a 

cabo, permitiendo estudiar la fisiopatología de la enfermedad y desarrollar nuevas terapias farmacológicas 

(Arnon y Aharoni, 2009). Así mismo, en este modelo se ha buscado definir nuevos biomarcadores, que 

deben ofrecer potencial en el diagnóstico y desarrollo de terapias inmunomoduladoras. Por ello, la 

investigación de los estudios de la relación EM-DN junto con la respuesta inmunológica mediada por 

citocinas, es relevante para revelar la importancia de esta interacción y conocer mejor la fisiopatología de 

esta patología autoinmune (Denic et al., 2011).  

 

Descripción general de las citocinas 

Las citocinas son moléculas de origen proteico y bajo peso molecular (por lo general menor a 30 

kDa). Participan en procesos de diferenciación y comunicación celular, así como de migración dirigida. Sin 

embargo, una de sus funciones principales es la de regular la respuesta inflamatoria (Filella y Ballesta, 

2002). Son producidas por distintos tipos de células, principalmente las pertenecientes al sistema 

inmunológico como las distintas subpoblaciones de linfocitos Th, incluyendo a los T reguladores (Treg) y a 

los macrófagos (Sánchez et al., 2005) 

El efecto ejercido por las citocinas se da mediante su unión con un receptor de alta afinidad, mismo 

que está expresado en la superficie de las células diana. Así mismo, tienen distintos modos de acción; 

autocrino, es decir sobre la misma célula que secreta la citocina; paracrino, sobre células cercanas; y 

endocrino, cuando el efecto es sobre células lejanas. Una vez unida, la citocina con el receptor de la célula 

diana, se genera una cascada de señalización intracelular. Estas señales provocan una alteración en la 

expresión génica de la célula, que resulta en alteraciones de procesos biológicos, tales como 

diferenciación, proliferación o activación celular (Filella y Ballesta 2002; Navikas y Link 1996) 

De igual manera las citocinas tienen distintas formas de afectar a la célula. Entre ellas, 

encontramos al pleiotrópismo, que se refiere cuando una misma citocina tiene distintos efectos en varios 

tipos celulares; la redundancia, se da cuando múltiples citocinas conllevan al mismo efecto; la sinergia, 

cuando existe un efecto cooperativo entre diferentes citocinas; antagonismo, referente a la inhibición del 

efecto de una citocina por otra; e inducción de una cascada de amplificación, lo que significa un mecanismo 

por el cual se amplifica la producción de una citocina en particular. Estos procesos permiten que, con solo 

unos pocos tipos de citocinas, producidas por un tipo celular como macrófagos o linfocitos T colaboradores 
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(Th), recluten y activen una red completa de células inmunológicas, para generar una respuesta (Duque y 

Descoteaux 2014; Oliveira et al. 2011; Filella y Ballesta 2002). 

 

Clasificación de las citocinas 

Dentro del grupo de las citocinas se incorporan a las interleucinas (IL), los interferones (IFN), a los 

factores de necrosis tumoral (TNF), los factores estimulantes de colonias (CSF) y finalmente a las 

quimiocinas (Filella y Ballesta 2002).  

El papel que desempeñan las citocinas en la respuesta inflamatoria es clave y está defindo por el 

balance entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias (Fig 1). Entre las proinflamatorias destacan la 

interleucina IL-2, IL-1, que junto al factor de necrosis tumoral (TNF)-α, tienen un efecto sinérgico sobre el 

inicio de la inflamación, mismo que es promovido en conjunto con el IFN-γ, ya que este induce la secreción 

de TNF-α. Así mismo, existe una variedad de citocinas antinflamatorias, como la IL-4 e IL-10. Por su parte, 

citocinas como TNF-α, IL-6, IL-17 e IFN-γ, presentan propiedades pro y antinflamatorias (pleiotropismo) 

(Gallart, 1998). 

 

Figura. 1 Ilustración esquemática de la red de células, en el sistema nervioso central, secretoras de citocinas en un 
cuadro de la esclerosis múltiple remitente recurrente. Se exhibe la secreción de citocinas e interacciones entre 
células presentadoras de antígeno, macrófagos, microglía y las subpoblaciones de linfocitos T. Tomado y modificado 
de de Taekyun et al., 2012. 
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Interleucina 2 (IL-2) 

Esta citocina es secretada principalmente por linfocitos T activados y forma parte de la respuesta 

tipo Th1 se une a un receptor de membrana (IL-2R), con el fin de llevar a cabo su acción biológica. Actúa 

promoviendo la proliferación de linfocitos T y B. Induce la liberación de TNF-α e IL-1, citocinas de carácter 

proinflamatorio. La IL-2 es necesaria para el correcto funcionamiento de la memoria inmunitaria, 

reconocimiento de autoantígenos y de antígenos externos. En individuos sanos, existen niveles de IL-2R, 

por lo que niveles superiores obedecen a numerosas patologías autoinmunes, tales como artritis 

reumatoide y esclerosis múltiple (Peerlings et al. 2021; Zhou et al. 2021). 

 

Interleucina 4 (IL-4) 

La IL-4 es secretada principalmente por linfocitos Th2, eosinófilos, basófilos y mastocitos. Ésta, 

junto a la IL-2 es un factor de crecimiento autocrino de los linfocitos TCD4+ activados y de los precursores 

de linfocitos TCD8+. La respuesta celular de IL-4 se da mediante la unión a un receptor IL-4Rα, mismo que 

se encuentra expresado en la mayoría de las células. Al unirse a su ligando, IL-4Rα se dimeriza con la cadena 

γ común, lo que produce un complejo de señalización de tipo 1. Este complejo de tipo 1 es fundamental 

para la diferenciación de linfocitos T hacia Th2 y el desarrollo de macrófagos activados (Zhou et al. 2021; 

Gadani et al. 2012). 

 

Interleucina 10 (IL-10) 

También conocida como factor de inhibición de la síntesis de citocinas, la IL-10 es una citocina de 

perfil antiinflamatorio, secretada principalmente por linfocitos Th2 y Treg. Entre sus funciones, inhibe la 

expresión de moléculas del complejo de histocompatibilidad mayor tipo II (MHC-II), por lo que es capaz de 

atenuar la síntesis de citocinas proinflamatorias, secretadas por macrófagos y linfocitos Th1 (IFN-γ, IL-2, 

TNF-α (Ozenci et al. 2000; Gallart 1998). 
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Interleucina 17 (IL-17) 

La IL-17 es secretada principalmente por los linfocitos Th17, sin embargo, existen otras fuentes de 

IL-17, tales como los linfocitos Tγ/δ, células NK y las células TCD8+. Se reconoce como una citocina 

proinflamatoria, ya que ejerce su función al unirse al receptor IL-17RA. Una vez unidos, la IL-17 propicia la 

respuesta inflamatoria, al estimular la expresión de citocinas proinflamatorias como la IL-6 y TNF-α, entre 

otras. Citocinas que, a su vez, pueden incrementar las funciones de IL-17 por estimulación en conjunto 

(Duffy et al. 2019; Koenders et al. 2006) 

 

Interleucina 6 (IL-6) 

La IL-6 es producida por diversos tipos celulares, tales como macrófagos, linfocitos T y B, células 

endoteliales y células de la glía, entre otros. Se le conoce como el principal mediador de la respuesta 

inflamatoria, en la fase aguda. También, interviene regulando la respuesta inmunológica y exhiben 

funciones pleiotrópicas, es decir, efectos proinflamatorios y antiinflamatorios (Stampanoni et al. 2020; 

Codarri et al. 2010). A su vez, ejerce un control parcial sobre la producción de IL-1 y TNF-α, mismos, que 

poseen funciones proinflamatorias. En contraste, los efectos de la IL-6 dependen del contexto y de su 

concentración local, así como de la presencia o ausencia de otras proteínas reguladoras, que participan en 

la vía de transducción de señales (Filella y Ballesta, 2002). 

 La IL-6 produce sus efectos biológicos a través de la activación del receptor IL-6R, compuesto por 

dos subunidades denominadas R-IL-6 y gp-130, ambas subunidades se solubilizan una vez que se une la IL-

6. Cuando la IL-6 se une a la R-IL-6, exterioriza efectos antinflamatorios y cuando se une al gp-130 

proinflamatorios. Por ello, la concentración de su receptor soluble también influye en los efectos 

producidos por esta citocina (Codarri et al., 2010; Stampanoni et al., 2020). 

 

Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) 

El TNF-α es una citocina pleiotrópica, producida en mayor medida por macrófagos y linfocitos T, 

principalmente las subpoblaciones Th1 y Th17. Actualmente, se conoce que tanto la forma soluble de TNF-
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α como la unida a la membrana, pueden ejercer un papel biológico inflamatorio. La forma soluble a nivel 

celular (endocrina), favorece el reclutamiento de linfocitos y neutrófilos, así también, regula otros 

mediadores de la inflamación como la IL-1 e IL-6 (Koenders et al. 2006; Filella y Ballesta 2002). También, 

la forma unida a la membrana a nivel tisular (paracrina), promueve la remodelación y recuperación de los 

tejidos dañados. Su señalización se da a través de dos receptores, TNFR1 y TNFR2, mismos que 

desencadenan patologías o resultados protectores, respectivamente (Zahid et al., 2021; Sedgwick et al., 

2000).  Por ello, cuando el sistema inmune funciona de manera correcta, el TNF-α tiene un papel benéfico, 

con el fin de proteger al organismo. Sin embargo, alteraciones en los niveles de TNF-α fomentan el lugar a 

patologías importantes como la EM (Fragoso et al., 2014). 

 

Interferón gamma (IFN-γ) 

El IFN-γ o de tipo II, es producido fundamentalmente por los linfocitos Tγ/δ, CD4+ y CD8+, y las 

células asesinas naturales (NK), ante un estímulo inflamatorio. Sin embargo, se ha demostrado que las 

células mieloides también son capaces de producirlo. Su expresión se inhibe por la acción de la IL-10 y el 

TGFβ (Ding et al. 2015) 

Al ser el único interferón de su tipo, no comparte receptores con los interferón de tipo I y III. No 

obstante, potencia los efectos de los interferones tipo I. El IFN-γ al ser secretado por los linfocitos Th1 

tiene efecto en la regulación de la respuesta de los linfocitos Th2. Además, se encuentra implicado en la 

regulación de la respuesta inmunológica e inflamatoria, pues se encarga de activar los macrófagos y 

reclutar los leucocitos al sitio de infección, aumentando con esto el cuadro inflamatorio. Es importante 

recordar que, a pesar de su papel indispensable para la respuesta inmunitaria, su producción excesiva 

también puede contribuir al desarrollo de enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide, EM, 

entre otras (Wagner et al. 2020; Ding et al. 2015; Gallart 1998). 
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1.2 Antecedentes 

Respuesta inmunológica en EM 

En la EM se asocia a la presencia de infiltrados celulares con la desmielinización, inflamación y 

daño axonal en las neuronas. Debido a que la cascada de señales en la respuesta inmunitaria de esta 

patología parece estar iniciada por la activación de los linfocitos T colaboradores (Th) en los ganglios 

linfáticos, mediante la interacción con los antígenos (antígenos de la mielina o propios que comparten 

epítopos similares a la mielina) que son conducidos por las células presentadoras de antígeno (APC).  

Siguiendo con la activación y diferenciación de linfocitos T, reactivos a la mielina, que al culminar su 

maduración migran hacia la circulación sanguínea, facilitando con ello su entrada a estructuras como el 

SNC (Garza et al., 2020; McIntyre et al., 2020; Olechowski et al., 2009). 

Por su parte, en el SNC existen células residentes denominadas neuroglias, entre las que se 

encuentran a los oligodendrocitos, los astrocitos, la microglía y las células ependimarias que también 

participan en la respuesta inmunológica. Entre las anteriores mencionadas, se destaca la microglía, 

definida como células sumamente sensibles a cambios en el microambiente neuronal. Estas células, son 

capaces de secretar mediadores solubles y de presentar antígenos, por lo que al reclutar linfocitos T y B, 

así como monocitos, existe una acción en conjunto de estos con la microglía, lo que conlleva a un aumento 

de citocinas y quimiocinas, que exacerban el cuadro inflamatorio observado en la EM (Torre-Fuentes et 

al., 2020; Rommer et al., 2019; Lassman y Horssen, 2011). 

 

La desregulación de las citocinas en la esclerosis múltiple 

El análisis de la relación entre las subpoblaciones de linfocitos Th y la expresión de citocinas, 

implícitas en la heterogeneidad de la EM, es de gran importancia para entender mejor su fisiopatología 

(Olesen et al., 2019). Observaciones con análisis de microarreglos, evidenciaron un aumento en la 

transcripción de genes codificadores para las citocinas proinflamatorias, donde la IL-6, IL-17 e IFN-γ, 

tuvieron la mayor prevalencia en el modelo de EAE. Así mismo, revelaron que la subpoblación de Th1, 

secretora de la IL-2 e IFN-γ, se encontró en muestras de líquido cefalorraquídeo (LCR) (Lock et al., 2002, 

Ando et al., 1989).  
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En los trabajos realizados por Murphy et al. (2010), se detectaron células secretoras, tanto de IL-

17 como de IFN-γ, a las que se les denominó células Th1/Th17. Es decir, los linfocitos Th17 se comportaban 

como Th1, y se infiltraban en el SNC en una etapa previa a la aparición de los síntomas clínicos de la EAE. 

Estos resultados concordaron con la investigación de Gagliani et al. (2015), donde se muestra que debido 

a la plasticidad de los linfocitos Th17 se pueden comportar como una célula Th1 o diferenciarse a una 

linfocito Treg.  

En diversas investigaciones en modelos de EAE, se ha encontrado una relación entre la 

participación de los linfocitos Tregs, y la supresión de la respuesta ejercidas por las células T CD4+. Por lo 

que, al perder su funcionalidad inmunorreguladora, los linfocitos Treg aumentan indirectamente la 

respuesta inflamatoria (Ciccocioppo et al. 2019; Ruiz et al., 2019; Danikowski et al. 2017). Así mismo, los 

linfocitos Treg son afectados por factores del huésped, por ejemplo, la microbiota. De acuerdo con 

Cekanaviciute et al. (2017), al estudiar el microbioma de 71 pacientes con EM, encontraron que la 

presencia de poblaciones bacterianas específicas, como Parabacteroides distansonis era baja. Sin 

embargo, experimentos realizados con transfusión de microbiota en aminales con EAE, encontraron una 

relación entre el aumento de Parabacteroides distansonis y la actividad antinflamatoria de los linfocitos 

Treg. 

 

Función de las citocinas en dolor neuropático 

Se conoce que en el modelo de EAE en ratones hay un influjo de linfocitos T en el LCR (medula 

espinal), lo que lleva a una desregulación de citocinas, incrementando la reactividad de los macrófagos y 

la microglía en el asta dorsal de la médula espinal, área importante para la transmisión de los procesos 

dolorosos (Olechowski et al., 2009). Es así como M. Dubois-Dalcq et al., en 1995 aseveraron que la 

microglía tenía una participación en el desarrollo de la EM, ya que observó la presencia de la microglía y 

astrocitos en las placas en desmielinización. Sugiriendo que la inflamación, la gliosis y la desmielinización 

son mediadores claves en el desarrollo de la alodinia (dolor neuropático) en animales con EAE. Así mismo, 

la activación de las células gliales libera sustancias pro-inflamatorias como citocinas, glutamato y óxido 

nítrico durante la gliosis, por lo que amplifican la hiperexcitabilidad (trasmisión nociceptiva), 

contribuyendo al desarrollo y al mantenimiento del DN en EM (Scholz y Woolf, 2007). 
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Estudios realizados por Gilman-Sachs et al. (1989) en humanos con EM, encontraron en los 

pacientes con síntomas de fibromialgia (DN), una proporción anormal de linfocitos T CD4+/CD8+. La 

proporción de linfocitos T CD4+ fue mayor en pacientes enfermos, en comparación con individuos sanos. 

Estos resultados fueron sustanciales para el estudio de las subpoblaciones de linfocitos T CD4+, implicados 

en el desarrollo del DN. Los resultados de los estudios en pacientes con EM-DN permitieron observar la 

desregulación entre las subpoblaciones Th1/Th2 y Th17/Treg, lo que genera una alteración en las citocinas 

secretadas (Luchting et al., 2014; Tang et al., 2013; Mangiacavalli et al., 2010; Bi et al., 2006). 

Complementario a estos resultados en múltiples estudios, realizados en pacientes con síndrome del dolor 

regional complejo (dolor neuropático), se encontró indicios del perfil antiinflamatorio de los linfocitos Th2 

y Treg (Heyn et al., 2019; Haas et al., 2011). En contraste, Diederich et al. (2018) observaron un aumento 

de linfocitos Th1 y citocinas proinflamatorias como la IL-1, IL-2 e IFN-γ, pacientes con polineuropatía distal 

adquirida desmielinizante (DN). Derivado de la estimulación de estos receptores, se liberan moléculas 

como glutamato, péptido relacionado con el gen CGRP y la sustancia P (SP). Estos neuropéptidos y 

neurotransmisores activan neuronas para señalar el dolor en el SNC. Sin embargo, juegan un papel extra 

en los órganos periféricos, pues regulan la actividad de las células locales incluyendo a los linfocitos Th 

(Szklany et al., 2016; Ohtake et al., 2015; Mikami et al., 2011; Talme et al., 2008).  

 

1.3 Justificación 

La relevancia de la participación de las citocinas, en la respuesta inflamatoria de la EM, es 

sustentada por el hecho de que la mayoría de las terapias aprobadas para el tratamiento de EM se basan 

en la inmunomodulación de células T (Rommer et al., 2019). Tal es el caso de IFN-β (Mirandola et al., 2009), 

una citocina antiviral con efecto inmunosupresor. Así mismo, tratamientos inmunomoduladores como el 

acetato de glatiramer (GA), han sido ampliamente utilizados, sin embargo, su mecanismo de acción no ha 

sido completamente elucidado, por lo que no se conoce en totalidad las posibles interacciones con otras 

moléculas que pudiesen afectar a la persona con la enfermedad (Weber et al., 2004; Vieira et al., 2003). A 

pesar de disminuir la severidad de EM en los pacientes, tanto el IFN-β como el GA, no son efectivos en el 

tratamiento de la inhabilidad muscular provocada en EM (Dominguez-Villar et al., 2019; Ford et al., 2010).  

Existen otros medicamentos recientemente aprobados que se han dedicado a la modificación de la 

enfermedad, como Nataluzimab (2004), Alemtuzab (2013) y Daclizumab (2018); anticuerpos 

monoclonales que son utilizados para impedir  el paso de linfocitos T a través de la barrera 

hematoencefálica. Sin embargo, en un tratamiento prolongado, se han asociado con leuco-encefalopatías 
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y el aumento de riesgo a reacciones inmunes fatales, como hepatitis y desordenes cerebrales inflamatorios 

(Rommer et al., 2019; Gueguen et al., 2014; Ruck et al., 2015; Milo et al., 2014). 

A pesar de los avances en investigación de la EM, hasta la fecha no se ha determinado la 

contribución ni la participación de diversas citocinas pro y antiinflamatorias, evaluadas en el SNC y la 

periferia, es decir, en líquido cefalorraquídeo y suero:  IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-γ y TNF-α, sobre el 

desarrollo de la EM y su relación con el DN en el modelo de EAE propuesto. Se ha establecido un modelo 

in vivo (Rattus norvegicus) de encefalomielitis autoinmune experimental (EAE), que refleja los signos y 

síntomas más comunes e importantes de la EM, en su forma clínica recurrente-remitente (EMRR o RRMS), 

como son: dificultades para caminar, alteración de la sensibilidad en las extremidades y alodinia como el 

principal síntoma del DN. Por ello, el propósito de esta investigación es realizar un modelo de esclerosis 

múltiple en animales, conocido como encefalomielitis autoinmune experimental en el que se pueda 

correlacionar el desarrollo del dolor neuropático, con la progresión de los síntomas clínicos de la patología.  

 

1.4 Hipótesis 

Los cambios en los niveles de citocinas presentes en el suero y en el líquido cefalorraquídeo de 

Rattus norvegicus en un modelo de encefalomielitis autoinmune experimental (MBP), está relacionada 

con la progresión y el mantenimiento del dolor neuropático. 

 

1.5 Objetivos 

1.5.1 Objetivo general 

Evaluar el desarrollo del dolor neuropático durante el curso de la EAE en un modelo en ratas, y su 

relación con los niveles de citocinas pro y antiinflamatorias. 
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1.5.2. Objetivos específicos  

1. Establecer un modelo de EAE en la cepa Lewis de la especie Rattus norvegicus  

2. Evaluar el DN durante el desarrollo y mantenimiento de la EAE. 

3. Determinar la producción de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-γ y TNF-α presentes en el 

SNC, así como sus niveles en suero, durante el desarrollo y mantenimiento del DN-EAE.  
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Capítulo 2.  Metodología  

2.1  Modelo de estudio  

Para este estudio, se emplearon ratas hembra de la cepa Lewis, de la especie Rattus Novergicus, con 

una edad de entre 11-12 semanas de vida y peso aproximado de 180-220g. Los animales se mantuvieron 

en confinamiento en cajas de policarbonato, en cama de aserrín, proporcionándoles agua y alimento ad 

libitum y manteniendo un número de individuos no mayor a 5 por caja. Las condiciones de temperatura 

controlada fueron de 21-22°C, con un ciclo de luz/oscuridad de 12h/ 12h respectivamente, humedad 

relativa de 55-60% (Fuentes et al., 2008). Todos los procedimientos siguieron las indicaciones de 

desarrollo, de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, que indica las especificaciones 

técnicas para la producción, cuidado y uso de animales de laboratorio. Además, el protocolo fue sometido 

al comité de ética interno del CICESE en octubre del 2021 con numero BIOETICA.ANIM.TERR.2020.05. 

 

2.2  Pie de cría 

Se recibió, como una donación del Dr. Andrés Quintanar Stephano, investigador responsable del 

laboratorio de Neuroinmunoendocrinología del departamento de Fisiología y Farmacología del Centro de 

Ciencias Básicas de la Universidad Autónoma de Aguascalientes, el número de animales necesarios para 

establecer un apropiado pie de cría. Es decir, cinco machos y nueve hembras de la cepa Lewis; con edades 

de 11 y 10 semanas, respectivamente. Es necesario como primer paso colocar al macho, previamente 

marcado, dentro de una caja. Con ello, el animal marcó su territorio. Un día después de haber realizado el 

paso previo, se colocó a la hembra dentro de la caja. Una vez finalizada esta acción, se evitó mover la caja 

o alterar el ambiente.  

Una semana después de la colocación de la primera hembra, se colocó una segunda dentro de la caja, 

dejando el harén sin cambios. A la tercera semana, se retiró a la primera hembra, misma con altas 

probabilidades de estar preñada y se colocó en una caja aparte. Esa misma semana, después de la retirada 

de la primera hembra, se colocó una tercera hembra. Siguiendo con este patrón, la segunda hembra se 

retiró en la cuarta semana y la tercera hembra, en la quinta semana. Una vez nacidas las crías se realizó el 

destete, determinación de sexo y separación, cuando las crías cumplieron 21 días de edad. 
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2.3  Modelo de EAE  

Preparación del antígeno encefalitógeno con cerebro de cobayo 

Para inducir la EAE, se preparó un encefalitógeno con cerebro de un cobayo adulto, con un peso 

aproximado de 700g. Incialmente, se colocó el cerebro en un vaso de precipitado de 50 ml, añadiendo a 

su vez 5 ml de solución salina isotónica. Con la ayuda de unas tijeras, se cortó finamente el tejido nervioso, 

quedando una mezcla heterogénea y acuosa. Esta mezcla, se pasó a un homogeneizador de 

aproximadamente 15 ml. Se homogeneizó el tejido por aproximadamente 5 minutos, hasta que se observó 

una mezcla homogénea. Para remover los detritus tisulares, se filtró la mezcla con un matraz Kitazato (50 

ml) y un embudo Buchner con filtro. Después, se dividió el filtrado en dos tubos de 15 ml y se centrifugó a 

1300 rpm por 7 minutos. Se descartó el sobrenadante y se lavó el tejido, re-suspendiendo la pastilla en 10 

ml de solución salina, se agitó y repitió el lavado y centrifugado, tres veces. En el último centrifugado, se 

descartó el sobrenadante y se adicionó un volumen de solución salina, igual al de la pastilla, con el fin de 

re-suspender. Posteriormente, se hicieron alícuotas de 5 ml y se congelaron a -80°C, para su conservación 

(Quintanar-Stephano et al., 2012). 

Preparación del adyuvante completo de Freund (CFA) 

Se pesó 1mg de Mycobacterium tuberculosis inactivado por calor (H37RA, Difco), por cada ml de 

adyuvante completo de Freund (SIGMA, GIBCO), se virtió en un mortero en donde se pulverizó finamente, 

y se prosiguió a mezclarlo con unas gotas de CFA. Una vez homogeneizado, se aspiró con la punta de la 

aguja, en la jeringa de vidrio con la cual se tomó el CFA (1mg/ml), logrando con ello la concentración 

necesaria de CFA (2mg/ml) (Quintanar-Stephano et al., 2012). 

Preparación de la emulsión encefalitogénica. 

Se tomó con una jeringa de vidrio de 5 ml, la cantidad de 3 ml del homogeneizado cerebral, 

evitando las burbujas de aire. Después, utilizando una llave de tres vías, se conectó con la otra jeringa 

contenedora del CFA. La emulsión se preparó en frío, cubriendo con hielo las jeringas ensambladas en un 

recipiente con hielo. El contenido de las jeringas se logró emulsificar pasando alternadamente el contenido 

de una jeringa a la otra. Para comprobar que la emulsión se realizó correctamente, se colocó una pequeña 
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gota de la emulsión en el agua, observando que ésta flotaba y no lograba disolverse (Quintanar-Stephano 

et al., 2012). 

Inyección del inóculo 

Para la inoculación correcta de las ratas, se rasuró previamente la parte baja del dorso del animal 

hasta la base de la cola; después, con una aguja 23G se inyectaron subcutáneamente 200 µl de la emulsión 

en la base de la cola (Quintanar-Stephano et al., 2012). 

Inicio de la parálisis y evaluación de los signos clínicos de la EAE 

Las ratas inmunizadas desarrollaron parálisis paulatina, la cual inició con la debilidad de la cola, 

progresando en sentido caudo-rostral, es decir de manera ascendente, a los miembros posteriores. La 

enfermedad inició entre los días 11-13 después de la inmunización. Por ello, se determinaron los síntomas 

clínicos de EAE (flacidez, debilidad muscular y parálisis) a diferentes días (tabla 2), como lo describen 

Barthelmes et al., 2016, con la finalidad de establecer el curso temporal del desarrollo de la EAE.   

La progresión de los signos tarda de 2-3 días para desarrollarse completamente, para luego 

recuperarse, de tal manera que a los 5-6 días de la aparición de los signos, la parálisis prácticamente 

desaparece. 

Tabla 2. Sintomatología clínica en el desarrollo de la EAE 

Puntuación Síntomas clínicos 

0 Sin signos 

1 Parálisis completa de la cola 

2 Parálisis completa de la cola y debilidad de los miembros posteriores, 

caracterizado por marcha claudicante. 

3 Cola flácida y parálisis total de una pata 

4 Cola flácida, parálisis de una pata y claudicación del miembro opuesto. 

5 Parálisis total de ambos miembros posteriores 

De acuerdo con los puntos establecidos en el protocolo de desarrollo de EAE en ratas, los puntos por encima del 5, 
es decir la parálisis de los miembros anteriores, se considerarán síntomas clínicos severos y estarán sujetos a mayor 
cuidado, consideración la eutanasia, en caso de ser necesario (Liu y Duff, 2008; Wiley, 2007). Con el fin de evitar 
muertes espontáneas y sufrimiento innecesario de los animales, se establecen puntos de finalización del experimento 
en los individuos, con letargia, inmovilización total, problemas severos para respirar y cuadros de anorexia 
(disminución del 20 % del peso inicial) (Zagon y McLaughlin, 2017; Quintanar-Stephano et al., 2012; Wiley, 2007).  
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2.4  Evaluación del efecto alodínico en EAE 

Para estudiar el desarrollo del DN en la EM, se evaluó la alodinia táctil. La prueba de umbral de retiro 

se basa en inducir el retiro de las patas traseras del animal a estímulos mecánicos ligeros; para ello, se 

estimulan las extremidades traseras, por medio de la aplicación de diferentes filamentos de von Frey (Fig. 

2) con un rango de 0.4 gramos (g) (3.61 milinewtons (mN)) a 180 g (6.10 mN); a menor grosor del filamento, 

menor fuerza aplicada, y viceversa. Se comienza utilizando el filamento intermedio 1.4 g (4.17 mN), se 

cuentan 10 s; si el animal retira la pata (umbral de retiro), se toma como una respuesta positiva y se aplica 

un estímulo con menor fuerza, utilizando un filamento de menor calibre; sin embargo, si el animal no retira 

la pata, se toma como una respuesta negativa y se aplica un estímulo mayor con el siguiente filamento, 

hasta que el animal manifieste una respuesta al estímulo. En esta prueba, también se toman en cuenta 

otros factores como cambios en la expresión facial del animal (Fig. 3). 

Después de la respuesta al estímulo, ya sea positiva o negativa, se toman 4 mediciones más, para 

tener en total una serie de 6 patrones de respuestas positivas y negativas. Los valores entre 15-20g se 

toman como normales y se entiende como alodinia a los valores menores a 4g. Los patrones de respuestas 

fueron tabulados y el 50% de umbral de retiro se calculó utilizando la fórmula de Dixon Ec. 1 (Gonzales-

Cano et al., 2018). 

 

Figura 2. Filamentos de von Frey que utilizados durante la prueba de umbral de retiro. Son monofilamentos que 
deben presionarse contra la piel con la fuerza suficiente para causar su flexión. 



19 

 𝑄 =  
𝑋𝑛−(𝑋𝑛−1)

𝑋𝑛−𝑋1
                                                                                      (1) 

Donde: 

Xn: Es el valor atípico 

Xn-1: Es el valor vecino más cercano  

X1: Es el valor más pequeño 

 

Figura 3. Cambios en la expresión facial de las ratas con dolor. La imagen muestra los cambios en las distintos 
componentes faciales, en correlación con los grados de dolor. 
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2.5  Colecta del líquido cefalorraquídeo (LCR o CFL) y extracción de suero de las 

ratas 

Para llevar a cabo una correcta recolección de LCR se debe modificar una jeringa, transformándola en 

una jeringa de recolección. Para ello, se toma una aguja de 23G y un tubo de PE-50 de 10 pulgadas de 

longitud, a la aguja se le deja al descubierto alrededor de 5 mm del extremo biselado y el resto de la aguja 

se cubre con el tubo, con el fin de evitar la penetración profunda de la aguja durante la recolección; 

finalmente por el otro extremo del tubo, se coloca una jeringa de insulina 100 µl. 

Una vez realizado el material, se continuó al anestesiado de los animales, administrando una dosis de 

ketamina/xilazina de 100 mg/kg y 10 mg/kg (Wiley, 2007). Posteriormente, se rasuró la piel del cuello y 

cabeza para colocarla en un estereotáxico, fijando la cabeza del animal en un ángulo de 45 grados 

aproximadamente (Liu y Duff, 2008). Esto, hace palpable la superficie depresible que tiene la apariencia 

de un rombo y que lleva a la cisterna magna (se hace más visible al pasar una torunda con alcohol 70%), 

ubicada entre la protuberancia occipital y la columna vertebral. Se continuó con la inserción de la jeringa 

modificada, de manera horizontal, para posteriormente centralizar hacia la cisterna magna y recolectar 

LCR. Posteriormente, con una gentil aspiración el LCR fluyó a través de la aguja, subiendo por el tubo 

lentamente, por consiguiente, se evitó cualquier posible contaminación con sangre (Nirogui et al., 2009). 

Después de la extracción del LCR, las ratas se sacrificaron mediante dislocación cervical y se continuó con 

la extracción de la sangre total, colectándola en tubos eppendorf. Una vez recolectadas, las muestras de 

sangre se centrifugaron a 2500 rpm por 15 min, para la separación del suero. 

 

2.6  Cuantificación de citocinas solubles mediante citometría de flujo 

Desarrollo Experimental  

La cuantificación de las citocinas se realizó en el suero y LCR de ratas a los días correspondientes 

a los estadios clínicos, mismos que en promedio fueron los días 12 (P.C. 1), 15 (P.C. 5) y 21 (P.C. 0), después 

de la inmunización. Los signos y síntomas de la EM, así como, la alodínia se evaluaron cada 2 días, también 

después de la inmunización (Fig. 4). 
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Figura 4. Diagrama que muestra la temporalidad en días, de la administración de la emulsión encefalitogénica, la 
evaluación de los síntomas clínicos y la cuantificación de las citocinas. El gráfico es representativo del diseño 
experimental utilizado en este estudio. 

 

La cuantificación de citocinas se llevó a cabo mediante citometría de flujo, en suero y LCR, haciendo uso 

de un kit fenotípico de rata que contiene un coctel de anticuerpos fluorescentes específicos para IL-2, IL-

4, IL-6, IL10, IL-17A, IFN-y TNF-a. Este kit utiliza perlas (no magnéticas) de diferentes tamaño y nivel de 

intensidad de fluorescencia. Estas características, se evaluaron en un citómetro de flujo FACS Canto II 

(Becton Dickinson, país), mismo que cuenta con un láser de excitación, con una longitud de onda de 488 

nm y mide las concentraciones de analito en función de la emisión medida de R-ficoeritrina. La 

concentración de los analitos en la muestra se determinó por comparación con las concentraciones 

encontradas en una curva estándar. Primer se realizó la preparación de una solución amortiguadora de 

lectura, la solución amortiguadora de lavado, y la mezcla de perlas de captura; cada una siguiendo las 

indicaciones del protocolo de ensayo, proporcionadas por el kit. 

El análisis se llevó a cabo en una placa de 96 pozos, utilizando un volumen de 45 µl, donde se 

depositaron 44 muestras, incluyendo las soluciones estándar, la muestra blanco y las muestras problema. 

Se comenzó con la adición de la solución que contenía las perlas, cubiertas con el anticuerpo de detección 

para IL-2, IL-4, IL-6, IL10, IL-17A, IFN-γ y TNF-α; a la cual, se le removió la solución amortiguadora filtrando 

al vacío. Seguido de la adición de la solución estándar y las muestras a cada uno de los pozos 
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correspondientes (Fig. 5), se colocó una tapa de aluminio y se incubó a temperatura ambiente, en un 

agitador a 700 rpm por 60 minutos. Una vez pasado el tiempo, se hizo un lavado por triplicado con 100 µl 

de solución wash-buffer 1x. Se agregó a cada pocillo 25 µl de la solución de trabajo, contenedora de 

anticuerpos marcados con biotina (biotinilado) y se incubó en la oscuridad, agitando a 700 rpm por 30 

minutos. Se lavó una vez más con 100 µl de solución wash-buffer 1x y se le añadieron 25 µl de la solución 

streptavidina-PE, para continuar con la incubación de la placa en la oscuridad, agitando a 700 rpm por 20 

minutos. Posteriormente, se removió el remanente de la solución, lavando dos veces con 100 µl de la 

solución wash-buffer 1x y se le añadieron 150 µl de la solución amortiguadora de lectura, con el fin de re-

suspender las perlas. Finalmente, la placa se cubrió de la oscuridad, se mantuvo en incubación por 30 

segundos a 700 rpm y se llevó a leer en el citómetro de flujo. 

En cada uno de los pozos correspondientes (azul, verde, violeta y marrón) se agregaron 15 µl de las 

muestras de suero y LCR, y 30 µl de la mezcla de perlas cubiertas con el anticuerpo de detección.  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.  Disposición en placa de 96 pozos de las muestras utilizadas en citometría de flujo, los círculos rosas 
corresponden a las soluciones estándar, los naranjas al blanco, los azules y verde a las muestras de suero, problema 
y control respectivamente. Las muestras de LCR problema y control corresponden a los pocillos violeta y marrón, 
respectivamente. 
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2.7  Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico de la evaluación de síntomas producidos por la EAE, se elaboró una gráfica 

que relaciona el tiempo de progresión de cada síntoma y otra con el nivel de parálisis. Para conferirles 

naturaleza cuantitativa se los denominó en puntuaciones clínicas, anteriormente mencionadas en la 

metodología.  

En la evaluación del desarrollo del DN, se realizaron gráficas del 50 % de umbral de retiro (g) vs 

tiempo (días), según la Ec. 2. Todos los resultados se expresaron como el promedio ± el error estándar de 

cada grupo experimental de 5 animales.  

50% 𝑈𝑚𝑏𝑟𝑎𝑙 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑡𝑖𝑟𝑜 (𝑔) =
(10[𝑋𝑓+𝐾𝛿])

10,000
  (Ec. 2) 

Donde:  

Xf: es el valor del último filamento de Von Frey utilizado (unidades log) 

K: es el factor de corrección basado en valor tabulado de respuestas positivas y negativas 

δ: es la diferencia de promedio entre estímulos (unidades log). 

Para el tratamiento de los resultados de la citometría de flujo, se realizó un análisis de varianza 

(ANOVA) de una vía, en donde se compararon la intensidad media de fluorescencia (FMI) de las citocinas 

en las diferentes muestras analizadas ± el error estándar de cada grupo experimental (n=4 animales). 

Debido a que los resultados fueron menores a 10 pg/ml se expresaron en FMI, ya que no se lograron 

detectar como concentración por el software FACS Diva. Además, se realizó una prueba de comparación 

múltiple de Dunnett. El análisis se llevó a cabo con ayuda del software GraphPad Prism 8.01 
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Capítulo 3. Resultados  

En este trabajo se estableció un modelo de EAE en ratas Lewis con el fin de evaluar el desarrollo y 

mantenimiento de la enfermedad y los comportamientos similares al dolor.  Así mismo, se determinaron 

los niveles de citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A, IFN-γ y TNF-α, en LCR y suero, para relacionarlas con 

la neuroinflamación y la alodinia. 

 

3.1 Modelo en rata: encefalomielitis autoinmune experimental 

Se inmunizaron un total de 10 ratas con la emulsión encefalitogénica, de las cuales 5 desarrollaron 

Encefalomielitis Autoinmune Experimental (EAE). Además, se evaluaron el peso y los días en los que se 

presentó la parálisis en cada animal a lo largo del curso temporal (21 días). En la Fig. 7, se muestran los 

días en los que se desarrollaron los diferentes estadios de la EAE, el estadio inicial (P.C. 1 = parálisis de la 

cola) se desarrolló al día 13, el estadio más activo (P.C. 5= parálisis de la cola y patas traseras) se presentó 

al día 15, mientras que el estadio de remisión se alcanzó al día 21, posterior a la inmunización. Este estudio 

nos permitió establecer el tiempo adecuado para el análisis de las citocinas, tanto en suero como en LCR. 
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Figura 6. Representación gráfica del peso registrados durante el desarrollo de la EAE. Las ratas con EAE, se 
representan con círculos rellenos y las ratas control con círculos abiertos. Los resultados representan el promedio ± 
error estándar (n=5).  
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En la Fig. 6 se muestra que las ratas con EAE tuvieron una ganancia de peso en los primeros días, 

después de la administración encefalitógenica, el peso se mantuvo constante durante aproximadamente 

5 días. Sin embargo, al día 11 posterior a la administración disminuyó 16% en un periodo de 2 días. Por el 

contrario, el grupo de las ratas control aumentaron de peso conforme a lo esperado. Es importante señalar 

que una rata con EAE se tuvo que eutanizar para evitar que sufriera. 

 

Tabla 3. Evaluación de los signos clínicos en ratas con EAE 

DIAS POST-INOCULACIÓN 

RATA 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 
2 0 0 0 0 1 4 5 4 3 2 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 2 3 5 1 1 0.5 0 0 

7 0 0 0 0 1 3 5 5 3 3 3 2 1.5 

10 0 0 1 1 2 3 5 5 2 0 - - - 

11 0 0 3 3 5 2 1 1 1 1 0.5 0 0 

Donde, 0= sin signos; 1=parálisis completa de la cola; 2= parálisis completa de la cola y debilidad de los miembros 
posteriores (claudicación); 3= cola flácida y parálisis total de una pata; 4= cola flácida, parálisis de una pata y 
claudicación del miembro opuesto y; 5= parálisis total de ambos miembros posteriores. 

  

 

 

P. C. 1 P. C. 5 P. C. 0

0

3

6

9

12

15

18

21

Estadios

T
ie

m
p

o
 (

d
ía

s
)

 

Figura 7. Desarrollo de los estadios durante la EAE. P.C. 1 se refiere al estadio inicial (parálisis de la cola); P.C. 5 
corresponde al estadio máximo de la patología (parálisis total de ambos miembros posteriores) y; P.C. 0 indica un 
estadio de remisión (no hay signos de parálisis). Los resultados son el promedio ± error estándar. (n=5).   
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3.2 Desarrollo de la alodinia (DN) 

El dolor en animales no se puede medir directamente, por lo que se puede evaluar a partir de su 

conducta. Por consiguiente, para evaluar el dolor neuropático en las ratas, se calculó el 50% de umbral de 

retiro (alodinia táctil), mismo que fue obtenido mediante el método “up and down” y calculado por la 

ecuación de Dixon (detalles en la metodología). También se tomaron en cuenta otros factores como los 

cambios en la expresión facial y sonidos alusivos a malestar (chillidos). Las mediciones se realizaron cada 

dos días, siguiendo el curso temporal de la EAE. Ilustrado en las Figs. 7 y 8, mismas que corresponden a 

los resultados de las patas derechas e izquierdas, respectivamente.  

En la gráfica 7 se observa el desarrollo de la alodinia en animales con EAE. El umbral de retiro 

empezó a disminuir a partir del día 9, llegando a valores menores a 4 g entre los días 11 y 21, indicando el 

desarrollo del DN. En contraste, el grupo control siempre se mantuvo en valores de 18 a 20 g, considerados 

como una respuesta nociceptiva normal (ausencia de dolor). Estos resultados se correlacionan con la 

pérdida de peso y con el desarrollo del estadio de parálisis (P.C. 5), manteniéndose hasta el estadio de 

remisión. 

Es importante señalar que la alodinia táctil se desarrolló antes (9 días) que los primeros signos 

clínicos de la EAE (11 días = P.C. 1) 
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Figura 8. 50% de umbral de retiro de las patas derecha (PD) e izquierda (PI) durante el desarrollo de la EAE. Los 
círculos abiertos muestran los resultados de las ratas control y los símbolos cerrados muestran el desarrollo de la 
alodinia de las ratas con EAE. La línea roja punteada indica el límite para considerar alodinia (4g) Los resultados son 
el promedio ± error estándar (n=5).  
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3.3 Citocinas en suero y LCR 

Con base en estudios previos, sobre la aparición de los signos clínicos y el desarrollo del DN en la 

EAE, se decidió tomar muestras de suero y LCR en los estadios 1 (parálisis de la cola), estadio 5 (parálisis 

de la cola y las patas traseras) y estadio 0 (remisión) para conocer la participación de las citocinas 

involucradas en la neuroinflamación. Las interleucinas analizadas fueron: IL-2, IL-4, IL-6, IL10, IL-17A, IFN-

γ y TNF-α.  

En el primer estadio (P.C. 1), cuando las ratas muestran parálisis en la cola, se observó que existe 

una sobreexpresión de todas las citocinas, tanto proinflamatorias, como antiinflamatorias. En la Fig. 9 se 

aprecia un aumento en el porcentaje de fluorescencia media, indicativo de los niveles relativos de las 

citocinas en suero (A) y LCR (B), con respecto al grupo control, destacando que las citocinas 

proinflamatorias como el IFN-γ, la IL-6 y el TNF-α aumentaron entre 5 y 6 veces en orden de magnitud en 

el LCR, en comparación con las muestras séricas. Por otra parte, la IL-4, la IL-17 y la IL-10 solo aumentaron 

entre 1-2 veces en orden de magnitud en el LCR versus el suero, mientras que la IL-2 solo aumentó 4 veces 

en orden de magnitud en el suero, pero no en el LCR. Además, en este estadio también se observó el inicio 

del desarrollo del DN con la disminución del umbral del dolor. 
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Figura 9. Porcentaje de variación de intensidad media de fluorescencia de TNF-α, IL-2, IFN-γ, IL-6, IL-4, IL-17A e IL-
10; en el estadio clínico 1 de EAE. A) Suero. B) LCR. Los datos muestran el promedio ± error estándar (n=4). Los 
resultados se analizaron con un ANOVA de una vía, seguido de por la prueba post hoc de Dunnett. * (≤0.05 con 
respecto al grupo control). 
 

 

En la Fig. 10 se puede observar el porcentaje de fluorescencia media, indicativo de los niveles de 

las citocinas en suero (A) y LCR (B), con respecto al grupo control, en el estadio de mayor grado de la 

A) B) 
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parálisis (cola y las patas traseras, P.C. 5). En esta fase, el TNF-a, el IFN-y y la IL -17 se mantuvieron 

aumentadas, en el mismo orden de magnitud en el LCR. Mientras que, la IL-4 y la IL-10 (antiinflamatorias) 

disminuyeron tanto en el LCR como en el suero. En cuanto a la IL-4, los niveles en LCR siguieron 

aumentados en comparación con el suero, mientras que la IL-10 disminuyó en el LCR a niveles menores al 

control. Al contrario, los niveles de la IL-6 aumentaron casi el doble en el LCR en comparación con el estadio 

inicial (P.C. 1), en tanto que los niveles séricos disminuyeron a la mitad. Con respecto a la IL-2, los niveles 

séricos aumentaron casi el doble, pero se mantuvieron constantes en el LCR, en comparación con el 

estadio anterior (P.C. 1). 
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Figura 10. Porcentaje de variación de intensidad media de fluorescencia de TNF-α, IL-2, IFN-γ, IL-6, IL-4, IL-17A e IL-
10; en el puntaje clínico 5 de EAE. A) Suero. B) LCR. Los datos representan el promedio ± error estándar (n=4). Los 
resultados se analizaron con un ANOVA de una vía, seguido de por la prueba post hoc de Dunnett. * (≤0.05 con 
respecto al grupo control). 
 
 
 

Así también, en la Fig. 11, que corresponde al estadio de remisión (P.C. 0), se puede observar en 

el porcentaje de fluorescencia media cuantificado en suero A) y LCR B), que tanto, el TNF-a como la IL-10 

regresaron a los valores del estadio inicial en ambas muestras (P.C. 1). La IL-17 se mantuvo constante en 

los tres estadios en LCR y suero. El IFN-y y la IL-6 en LCR, regresaron a niveles cercanos mostrados en el 

estadio 1. Sin embargo, los niveles séricos disminuyeron en un 80% en comparación con el estadio inicial. 

En contraste la IL-2 disminuyó considerablemente a valores cercanos o menores al control. La IL-4, 

presentó un aumento en LCR y suero en comparación con el estadio anterior (P.C. 5).  

La significancia de los resultados fue analizada, mediante el uso de un análisis de varianza (ANOVA) 

de una vía. Se compararon, la intensidad media de fluorescencia (FMI) de las citocinas en las muestras de 

A) B) 
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suero (Tabla 3, Anexo 1) y LCR (Tabla 4, Anexo 1), en los tres estadios clínicos ± el error estándar de cada 

grupo experimental (n=4 animales).  
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Figura 11. Porcentaje de variación de intensidad media de fluorescencia de TNF-α, IL-2, IFN-γ, IL-6, IL-4, IL-17A e IL-
10; en el puntaje clínico 0 (recuperación) de EAE. A) Suero. B) LCR. Los datos exponen el promedio ± SEM (n=4). Los 
resultados se analizaron con un ANOVA de una vía, seguido de por la prueba post hoc de Dunnett. * (≤0.05 con 
respecto al grupo control). 
  

A) B) 
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Capítulo 4. Discusión  

4.1 EAE: modelo para el estudio de EM 

La esclerosis múltiple (EM) es una enfermedad autoinmune de carácter crónico del SNC, 

distinguida por la existencia de neuroinflamación, desmielinización y daño neuronal. Como se ha 

mencionado en diversas ocasiones, uno de los mayores síntomas de la EM es la perdida de movilidad 

(parálisis) y la presencia de dolor neuropático (DN), siendo la alodinia un síntoma del DN que aparece en 

la mayoría de los casos. La alodinia es la percepción anormal del dolor ante un estímulo inocuo (Olechowski 

et al., 2009). Para el estudio de estas dos sintomatologías características de la EM, se utilizan modelos 

animales que permiten la recreación de los síntomas clínicos de la enfermedad en humanos. El modelo 

más utilizado es conocido como el modelo in vivo de EAE en roedores (Denic et al., 2011; Arnon y Aharoni, 

2009). Cabe recordar que existe una amplia gama de modelos de EAE, los cuales varían en la 

sintomatología presentada, lo que ayuda a entender mejor la heterogeneidad de la fisiopatología de la EM 

en humanos. 

En esta investigación se realizó un modelo in vivo de EAE en ratas de la cepa Lewis, mismas que 

fueron inmunizadas con macerado de cerebro y médula espinal de cuyo, con el propósito de recrear una 

hipersensibilización neuronal e inflamación, misma que se manifiesta en la EMRR.  

Los resultados obtenidos en la estandarización del modelo de EAE, muestran que el 50% de la 

población de estudio logró presentar parálisis de las patas traseras (P.C 5). Estos resultados, son 

semejantes a los reportados por Quintanar-Stephano et. al (2016), donde observaron que la aparición de 

los síntomas clínicos de EAE en ratas tiene una incidencia de entre el 50 y 80%. Mientras que, el porcentaje 

restante no desarrolla los síntomas, hecho que se asocia a la influencia de la variabilidad genética sobre el 

sistema inmune entre cada individuo de una misma población (Matta, 2011). 

El desarrollo de los síntomas de la EAE, en el curso temporal (21 días), fue similar al reportado por 

Quintanar-Stephano y colaboradores (2016). De acuerdo con ese estudio, entre los días 12-13 se presentó 

la puntuación clínica 1, referente a la parálisis de la cola. Entre los días 15-17 aproximadamente, una 

puntuación clínica 5, referente a la parálisis total de la cola y de las patas traseras. Finalmente, el curso 

temporal culmina al día 21, en donde se presentó una remisión total de la parálisis en el animal. Estos 

cambios se pueden observar en la Fig. 6, donde se expone el comportamiento gaussiano en el 50% de los 

animales. Así mismo en la Fig. 5, se muestra la disminución de peso de los animales a lo largo del curso 
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temporal (comparación de gráficas). Las razones a las que se adjudica la baja en el peso en las ratas van 

desde un efecto secundario al dolor que experimentan, durante toda la patología, hasta la capacidad 

deficiente de comer debido a la parálisis. 

La sintomatología clínica observada en los modelos de EAE es similar a la EM humana, exhibiendo 

picos de recaídas-remisión (EMRR). Sin embargo, a pesar de la existencia de varios modelos de EAE in vivo, 

podemos encontrar diferencias y similitudes con los resultados de este proyecto. Cabe destacar que, 

aunque este modelo de EAE fue el primero en utilizarse para el estudio de esclerosis múltiple, no se han 

realizado estudios concretos en relación con el desarrollo del dolor neuropático, uno de los síntomas más 

comunes que refieren los pacientes con EM (Pender 1988). 

 

4.2 Dolor neuropático en EAE 

En este estudio, entre el día 11-12 posteriores a la inmunización y con la puntuación clínica 1 de EAE, el 

70% de los animales ya habían presentado una disminución en el 50% de umbral de retiro (5-7 g) que, 

aunque no llegaron a niveles considerados de alodinia (4 g), sí manifestaron otras conductas relacionadas 

al dolor, como falta de exploración, sociabilidad, etc. Estos resultados coinciden con diversos autores, 

quienes mencionan que se presenta un aumento de la hipersensibilidad mecánica antes de mostrar signos 

relacionados con los déficits neurológicos de la EAE (Duffy et al., 2019; Khan et al., 2014; Arnon y Aharoni, 

2009; Olechowski et al., 2009) 

Posteriormente, en los días 15-17, se presentó la mayor puntuación clínica (5) y el desarrollo total 

del dolor neuropático (valores <4g). Al día 21, los animales entraron en un periodo de remisión, lo cual 

coincide también con una mejoría en el DN, indicando una relación entre los síntomas de la EAE y el 

desarrollo del DN. Sin embargo, cabe resaltar que el umbral de dolor se mantuvo por debajo de los valores 

control (5-7 g). Esta observación es importante, ya que un estado de neuroinflamación se relaciona con el 

desarrollo y mantenimiento de la EAE-DN. 

El hallazgo más relevante en esta parte del estudio es que el desarrollo del dolor neuropático se 

da antes de la aparición de cualquier signo de alteración neuro-motora. Estos resultados coinciden con 

aquellos observados en pacientes donde aproximadamente el 80 % refiere síntomas de alodinia previos a 

la sintomatología clínica de la EM (Robinson et al., 2014; Constantinescu et al., 2011; Olechowski et al., 
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2009). Similitudes como esta, resaltan la utilidad de este modelo de EAE para el estudio bidimensional de 

EM-DN.  

 

4.3 Las citocinas en el desarrollo de la neuroinflamación en EAE 

De acuerdo con la fisiopatología de la EM, la neuroinflamación se presenta cuando las células de 

la periferia migran hacia el SNC (Wagner et al., 2020; Stys y Tsutsui, 2019), liberando citocinas durante 

este proceso (Fig. 12).  

 

Figura. 12. Ilustración esquemática de la migración celular mediante la barrera hematoencefálica durante EM. En 
la esclerosis múltiple se han identificado infiltrados celulares, fenómeno promovido por una lesión neuronal (1) 
usualmente una depleción de los canales de sodio presentes en los nódulos de Ranvier (la razón permanece 
desconocida). Esta lesión neuronal, activa a los astrocitos (2) hacia un fenotipo reactivo, en el que se secretan 
quimiocinas señalizadoras para la microglía (3) residente del sistema nervioso central, la cual adopta un fenotipo 
reactivo. Al suceder esto, se secretan quimiocinas y junto a la acción de los linfocitos T periféricos, se debilitan las 
uniones celulares en la barrera hematoencefálica, facilitando la entrada de células inmunes (4). Una vez dentro del 
sistema nervioso central estas células liberan interleucinas proinflamatorias (5), que activan a los monocitos 
residentes (6), exacerbando la reacción inflamatoria inicial (7). Tomado y modificado de Taekyun et al., 2012 
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Citocinas como la IL-6 y el TNF-α actúan sobre las células residentes del SNC, como la microglía y 

los astrocitos, mismos que se encargan de producir más citocinas perpetuando, con ello, la inflamación, el 

daño tisular y el deterioro neurológico (Stampanoni et al., 2020). Por esta razón, con el fin de evaluar los 

posibles mecanismos relacionados con el desarrollo y mantenimiento del DN en este modelo de EAE, se 

realizó un análisis de los niveles de TNF-α, IL-2, IFN-γ, IL-6, IL-4, IL-17A e IL-10, los cuales participan en la 

neuroinflamación. Los niveles de citocinas detectados en suero y LCR, fueron comparados durante el curso 

temporal, que comprendió tres estadios clínicos (puntuaciones clínicas de 1, 5 y 0 ó remisión). 

Inicialmente, se observó en los animales con un P.C. 1, todas las citocinas analizadas estaban 

elevadas en suero (Fig. 13). Sin embargo, la IL-6 (148%), la IL-4 (142.4%) y el IFN-γ (97%) son las que 

tuvieron un mayor aumento con respecto al control. Los niveles más elevados corresponden a IL-6 (815%), 

IFN-γ (604%), IL-4 (250%) y TNF-α (238%). 

Estos resultados concuerdan con la investigación de Stampanoni et al. (2020), donde sugieren que 

los niveles elevados de IL-6 en muestras de LCR de pacientes con RRMS presentan una correlación con la 

duración de la enfermedad; y la existencia de un intervalo de tiempo prolongado, entre el inicio de la 

sintomatología clínica y su diagnóstico. De modo que, podría asociarse a una respuesta inflamatoria 

exacerbada en el SNC y el tiempo en el que se presenta el daño de las neuronas motoras. Aunado a este 

hallazgo, se han reportado niveles elevados de IL-6 tanto en LCR como en muestras séricas de pacientes 

con otras enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y el lupus eritematoso (Ramírez et al., 

2011).  

En cuanto a nuestros resultados, encontramos que en el estadio más activo de la enfermedad (P.C. 

5), los niveles séricos de la IL-6 aumentaron un 77%, permaneciendo elevado incluso en el estadio de 

remisión (67%).  De igual manera, se presentó un aumento de la IL-6 en el LCR (Fig. 13), el cual fue casi el 

doble que lo registrado en suero (149%) en el mismo estadio, elevándose drásticamente en el periodo de 

remisión (747%). Lo cual es destacable, debido a que la IL-6 es una citocina con funciones pleiotrópicas, 

encargada de mediar un sinfín de actividades biológicas, incluyendo la regulación de la respuesta 

inmunológica (Wagner et al., 2020; Navikas y Link, 1996; Fredrikson et al., 1991). Además, esta citocina 

está involucrada con la respuesta inflamatoria aguda e implicada en la regulación de la apoptosis neuronal. 

También, se conoce que la IL-6 promueve la secreción de IL-17, a través de función en la diferenciación de 

células T hacia la subpoblación Th17 (Sánchez et al., 2005). Es por ello por lo que, la desregulación de IL-6 

puede alterar el balance de linfocitos Th17/Tregs, propiciando el desarrollo de enfermedades 

autoinmunes (Duffy et al., 2019; Koenders et al., 2006). 
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Figura. 13 ilustración esquemática de la tendencia encontrada en los niveles de citocinas proinflamatorias y 
antinflamatorias, en las muestras de líquido cefalorraquídeo y suero de los animales con EAE. Así también, el inicio, 
desarrollo y mantenimiento del DN. El número de flechas indica una variación baja (una), media (dos) o alta (tres). 
Tomado y modificado de de Taekyun et al., 2012 

LCR 

Citocina Inicio (P. C. 1) Parálisis (P.C. 5) Remisión (P.C. 0) 

TNF-α ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ 

IL-2 ↑ ↑ - 

INF-γ ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ 

IL-6 ↑↑↑ ↑↑↑ ↑↑↑ 

IL-17 ↑↑ ↑↑ ↑↑ 

IL-10 ↑↑ ↓ ↑↑ 

IL-4 ↑↑↑ ↑↑ ↑↑ 

 SUERO 

Citocina Inicio (P. C. 1) Parálisis (P.C. 5) Remisión (P.C. 0) 

TNF-α ↑ ↑↑ ↑ 

IL-2 ↑ ↑↑ ↓ 

INF-γ ↑↑ ↑↑ ↑ 

IL-6 ↑↑ ↑↑ ↑↑ 

IL-17 ↑ ↑ ↑ 

IL-10 ↑ ↑ ↑ 

IL-4 ↑↑ ↑ ↑↑ 
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Aunado a lo anterior, se ha encontrado que la IL-6 está profundamente relacionada a la plasticidad 

nociceptiva de las neuronas sensoriales y que colabora a la activación de las neuronas tipo C 

(nociceptores), así como a la sensibilización central y periférica. Por ello, la acción que efectúa la IL-6 es 

crucial en el desarrollo y mantenimiento del dolor neuropático (Vázquez et al., 2012; Brenn et al., 2007) 

De igual manera, la IL-17 citocina producida principalmente por los linfocitos Th17, participa en el 

mantenimiento del dolor neuropático, debido a su capacidad de activar astrocitos y promover la secreción 

de citocinas proinflamatorias, como IL-6, IL-1 y el TNF-α (Koenders et al., 2006; Fredrikson et al., 1991).  

Así mismo, se ha encontrado que está involucrada en la destrucción de la barrera hematoencefálica, 

permitiendo la migración de células circulantes (linfocitos T, B y macrófagos) hacía el SNC. Lo anterior 

mencionado, podría explicar por qué los niveles de IL-17 son similares en los estadios de regresión y 

remisión, tanto en el suero (23%, 22% respectivamente) como en el LCR (48%, 62% respectivamente). En 

consecuencia, el patrón de variación en los resultados obtenidos se puede adjudicar al efecto de 

retroalimentación positiva en bucle, que ocurre entre la IL-6 y la IL-17 (Wagner et al., 2020; Codarri et al., 

2010); ya que como se puede observar, la IL-6 se mantiene elevada con respecto a los valores del control, 

arriba del 50% en suero y 600% en LCR, aproximadamente en todo el curso temporal.  

Con respecto al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α), sus niveles indican un incremento del 46% 

en el suero al inicio de los síntomas (P.C. 1), mostrando el mayor aumento en el desarrollo de la parálisis 

(P.C. 5 = 63%). En cambio, los niveles de TNF-α en LCR, aumentaron considerablemente en todos los 

estadios de la enfermedad, con los valores en el inicio (P.C. 1 = 238%), el desarrollo de la parálisis (P.C. 5 = 

306%) y la remisión (P.C. 0 = 267%). Este incremento constante, coincide con el trabajo realizado por 

Melanson et al. (2009), donde en un modelo de EAE en ratas Lewis encontraron que el TNF-α contribuye 

con la síntesis de péptidos como la sustancia P y CGRP, en el ganglio de la raíz dorsal de los nociceptores. 

A su vez, estimulan a los linfocitos para la producción de citocinas proinflamatorias, creando un círculo 

vicioso y la sensibilización central y periférica implicada en el desarrollo y mantenimiento del DN 

(Melanson et al., 2009; Sedgwick et al., 2000). Así mismo, la desmielinización y daño de la BHE generan la 

migración de linfocitos y liberación de citocinas proinflamatorias que activan a la microglía, lo que 

contribuye al daño neuronal en todas las etapas de la EM (Mandolesi et al., 2015). Además, se ha 

encontrado la presencia de TNF-a en astrocitos, microglía y células endoteliales de lesiones cerebrales, así 

como en suero y LCR de pacientes con EM, durante el desarrollo y mantenimiento de la enfermedad. 

(Selmag et al., 1991; Vladic et al., 2002; Domingues et al., 2017). 
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Referente a los resultados obtenidos para el IFN-γ, citocina secretada por las células gliales, las 

neuronas, los monocitos y linfocitos T infiltrantes que participan en la promoción de la neuroinflamación 

(Oliveira et al., 2011), se encontró un aumento en los niveles séricos al inicio de la EAE (P.C. 1 = 97%), así 

como en LCR (P.C. 1 = 604%), siendo este último uno de los más notables. Sin embargo, en el estadio de 

regresión los niveles séricos disminuyeron a un 14%, mientras que en LCR se mantuvo aumentado con 

valores de 571%. No obstante, fue en el pico de la parálisis que se encontraron los valores más altos en 

suero (P.C. 5 = 98%) y en LCR (P.C. = 763%). De modo que lo anterior, concuerda con lo examinado en otros 

modelos de EAE, donde se ha observado que la administración de esta citocina, durante la inducción de la 

enfermedad, magnifica la parálisis, mientras que la administración antes de la inducción de la EAE reduce 

la gravedad de la sintomatología clínica (Robinson et al., 2014; Constantinescu et al., 2011; Bennett et al., 

2010; Arnon y Aharoni, 2009; Sloane et al., 2009). Así pues, se asocia a la capacidad del IFN-γ para 

interrumpir las “tight junctions” e inhibir la expresión de moléculas de adhesión en las células endoteliales 

de la BHE, comprometiendo la integridad de esta barrera, haciéndola permeable a las células del sistema 

inmunológico (Bennett et al., 2010). Al igual que la IL-6 y la IL-17, el IFN-γ es pleiotrópicas y promueve la 

transcripción de genes involucrados en actividades inmunomoduladoras (Ding et al. 2015). Es decir, tienen 

la capacidad de potenciar la actividad citotóxica y fagocítica en los macrófagos, así como, de aumentar la 

diferenciación de linfocitos T a un fenotipo Th1. Además de estimular las células inmunológicas efectoras 

para activar a los macrófagos residentes del SNC. De modo que, induce a una sobrexpresión de TNF-α, lo 

que potencia la inflamación en EAE, provoca un daño en las células epiteliales de la BHE y de los 

oligodendrocitos (Zahid et al. 2021). Por tanto, se relaciona también con el desarrollo y mantenimiento 

del DN en la EM. Considerando que estudios recientes han mostrado que la aplicación intratecal del IFN-

γ, produce la activación de la microglía y el desarrollo de la alodinia táctil en roedores (Tsuda et al., 2009; 

Robertson et al., 1997), aumenta los reflejos nociceptivos espinales (Xu et al., 1994) y provoca un 

comportamiento agresivo (mordedura inmediata) en ratas (Robertson et al., 1997).De igual manera, se ha 

observado la expresión de IFN-γ en el hasta dorsal de la ME, en un modelo de dolor neuropático en 

roedores (Chen et al., 2015; Costigan et al., 2009; Tanga et al., 2005).  

Con respecto a los resultados obtenidos para la IL-2, citocina pleiotrópica secretada 

principalmente por células asesinas naturales, dendríticas y linfocitos Th1, se puede apreciar un patrón 

peculiar, ya que los niveles de esta interleucina se encontraron aumentados en el LCR y en el suero. Esto 

se logró observar tanto en el estadio de inicio (P.C.1= 46% y 11%, respectivamente) como en el estadio 

pico de la EAE (P.C. 5= 99% y 30%, respectivamente). En el estadio de regresión, los niveles séricos de la 

IL-2 descendieron hasta alcanzar un nivel menor al del control (-2%). Mientras tanto, en el LCR también 

hubo un descenso en los niveles de la IL-2, manteniéndose similares a los obtenidos con el grupo control 
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(2%). Estos resultados, son similares a los obtenidos por, Sharief y Thompson (1993), quienes encontraron 

en muestras de LCR y suero de 63 pacientes con EMRR, niveles altos de IL-2 y su receptor IL-2R en los 

estadios activos de la enfermedad y niveles bajos en los estadios de remisión. Por lo que se sugiere que 

tanto la IL-2, como su receptor están participando en el desarrollo de la EMRR y en el daño a la barrera 

hematoencefálica. Es por ello, que se han desarrollado anticuerpos monoclonales en contra del IL-2R 

(Uribe y Nuñez en 2008). Las señales de la IL-2 optimizan las respuestas de linfocitos T CD4+ activadas, 

aumentando la producción de TNF-α e IFN-γ, e incrementando la toxicidad de las células asesinas 

naturales, aumentando la proliferación de las células B y la secreción de anticuerpos (Liao et al., 2013; 

Morgan et al., 1976), favoreciendo de esta manera, el desarrollo de la enfermedad. No obstante, la IL-2 es 

considerada como un agente potentemente antiiflamatorio, pues tiene la capacidad de impulsar la muerte 

celular, inducida por activación (mediada por Fas) (Refaeli et al., 1998), a la vez que promueve la 

supervivencia de los linfocitos Treg (Chinen et al., 2016). Estudios realizados por Zhou et al., 2021, han 

demostrado que la administración conjunta, pero no separadas de IL-2 e IL-4 (1:1) en cultivos celulares de 

Treg, inducen la secreción de IL-10. De tal forma que podría asociarse a la disminución de Treg que ha sido 

encontrada en modelos de EAE por Buenafe et al., 2012, ya que como se puede observar en este estudio, 

pese a que los niveles de IL-4 se mantienen aumentados a lo largo de todo el curso temporal de la EAE, la 

IL-2 se encuentra en niveles muy bajos en el estado de remisión y de inicio. Se sabe que la IL-2 tiene una 

actividad inhibitoria en el SNC, principalmente disminuye la actividad en el hipotálamo anterior, lo que a 

su vez suprime la potenciación a largo plazo en el hipocampo e induce la despolarización de las neuronas 

(Tancredi et al., 1990; Bindoni et al., 1988). Se ha reportado que genera un efecto antinociceptivo a nivel 

central y periférico (Wang et al., 2000). En conjunto a lo anterior, se ha hipotetizado que este efecto podría 

ser mediado por la unión de la IL-2 a los receptores opioides (Wang et al., 2000; Wang et al., 1996). Sin 

embargo, en nuestro estudio no encontramos que los niveles de IL-2 hayan disminuido considerablemente 

en todas las fases de la EAE. Efecto que aparentemente contribuyó al mantenimiento del DN en todos los 

estadios de la enfermedad. 

La IL-4 tiene un perfil pleiotrópico y es secretada principalmente por los linfocitos Th2. Es un factor 

clave para la diferenciación de los macrófagos, linfocitos Th2 y Treg, estimulando la producción de IL-10 

(Peerlings et al. 2021; Zhou et al. 2021). Los resultados muestran que los niveles de IL-4 en el estadio de 

inicio de la EAE se encuentran elevados, tanto en el suero como en el LCR (P.C.1= 142% y 250%, 

respectivamente), siendo este último uno de los más notables. Continuando al estadio de mayor grado 

clínico (P.C.5), encontramos que los niveles de esta citocina fueron menores a los del control en suero, lo 

que sugiere una disminución en la secreción, o bien, cambios en el fenotipo de los macrófagos que la 
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secretan. Así como, una posible disminución en la producción de los linfocitos Th2. Mientras tanto, en el 

LCR, los niveles de la IL-4 disminuyeron un 50%.  

En el estadio de remisión, podemos observar que existe un mecanismo compensatorio, ya que los 

niveles de la IL-4 vuelven a aumentar en el suero y en el LCR (P.C. 0 =85% y 175%).  

Se sabe que la IL-4 puede inhibir la secreción IFN-γ y viceversa (inhibición recíproca), por ello es 

de vital importancia, ya que, junto a la IL-10 se encarga de inhibir la producción de otras citocinas pro-

inflamatorias (Peerlings et al. 2021; Zhou et al. 2021). 

La deficiencia de IL-4 en ratones, ha demostrado un aumento en la alodinia táctil. Sin embargo, 

esta citocina no puede utilizarse como terapia de remplazo, debido a su vida media corta. No obstante, se 

ha visto su función en la regulación del DN en el modelo de la ligadura de los nervios espinales L5 y L6 (Yin 

et al., 2014). De acuerdo con Hao et al., 2006, la expresión de la IL-4 mediante el vector viral del herpes 

simple en el ganglio de la raíz dorsal produce analgesia durante un periodo de 5 semanas en un modelo 

de DN en ratones. Por otro lado, la administración de este vector previa al desarrollo del modelo de la 

ligadura de los nervios espinales L5 y L6, retrasa el desarrollo de DN.  

Al analizar los resultados de la IL-10, pudimos observar que no hubo cambios estadísticamente 

significativos con respecto al control en las muestra de suero en los diferentes estadios.  Sin embargo, en 

el LCR si hubo un aumento en el estadio inicial (P.C.1, 18%) y de remisión (P.C. 0, 14%), pero no, en el 

estadio de parálisis (P.C.5= -7%) de la EAE. Esta observación indica que esta citocina puede inhibir algunos 

procesos inmunológicos en el SNC pero no en la periferia (suero).  

Como se mencionó anteriormente, la IL-2 y la IL-4 juegan un papel importante para la secreción 

de la IL-10. Es por ello, que al tener niveles bajos de IL-2, a pesar de que los niveles de IL-4 estén 

aumentados, la síntesis de IL-10 se encuentra disminuida. 

La IL-10 participa en la regulación de la autoinmunidad en la EAE, como lo demostraron Bettelli et 

al. en 1998, de acuerdo con su trabajo, ratones deficientes de esta interleucina, fueron más propensos a 

desarrollar la enfermedad. Por otra parte, en el trabajo de Cua et al., (1999), se determinó que los ratones 

que sobreexpresan la IL-10 son menos propensos a desarrollar la patología. Lo que concuerda con los 

estudios de Croxford et al., 2001, en donde un aumento de los niveles de IL-10 en la médula espinal está 

relacionado con la remisión de la EAE. En humanos, una producción más baja de IL-10 se considera un 
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factor de riesgo para desarrollar la enfermedad, ya que, se ha observado que los pacientes con EM 

presentan una frecuencia de células secretoras de IL-10 más baja que las personas sanas (Matejuk et al., 

2002).   

A la fecha, es el primer trabajo conocido sobre la participación de las citocinas inflamatorias y 

antiinflamatorias en este modelo, que comprende los tres estadios críticos de la EAE (P.C 1, P.C 5 y P.C 0). 

Además, el uso del LCR para correlacionar los niveles de citocinas en el SNC durante los diferentes estadios 

de la EAE, así mismo, el desarrollo y mantenimiento del dolor neuropático en esta patología, permite 

estudiar a los procesos que ocurren en un brote de EMRRR en humanos. 
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Capítulo 5. Conclusiones  

• El modelo de EAE en este proyecto permitió observar en un curso temporal los distintos estadios 

clínicos que recrean un brote de la EMRR. Además, observamos una correlación entre la respuesta 

inflamatoria en el SNC y el desarrollo y mantenimiento del dolor neuropático (alodinia) como uno de 

los principales síntomas de la enfermedad. 

 

• Hubo un desbalance en la expresión de las citocinas tanto en el suero como en el LCR, predominando 

las citocinas proinflamatorias durante los tres estadios. Esto, se correlaciona con la disminución del 

umbral del dolor, es decir con el inicio del dolor neuropático y la pérdida de peso. Demostrando, que 

la mezcla de mediadores inflamatorios es la principal responsable de los procesos neurodegenerativos 

que conlleva al desarrollo de la EAE en estos animales, fenómenos que también se presenta en los 

pacientes con EMRR. 
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ANEXO 1 

Tabla 4. Análisis de la varianza en muestras de suero. Cada fila expone un análisis realizado para cada citocina en los 
diferentes estadios clínicos 

Suero 

Citocina F p 

TNF-a 5.291 0.0192 

IL-2 24.05 <0.0001 

IFN-g 43.37 <0.0001 

IL-6 17.36 0.0003 

IL-4 * 3.626 0.0528 

IL-17A * 3.521 0.0567 

IL-10 * 1.53 0.2666 

*no se encontraron diferencias significativas 

 

 

 

 

Tabla 5. Análisis de la varianza en muestras de LCR. Cada fila expone un análisis realizado para cada citocina en los 
diferentes estadios clínicos 

LCR 

Citocina F p 

TNF-a 27.33 <0.0001 

IL-2* 2.064 0.1688 

IFN-g 206.1 <0.0001 

IL-6 18.72 0.0002 

IL-4 19.28 0.0002 

IL-17A 13.45 0.0008 

IL-10 11.38 0.0015 

*no se encontraron diferencias significativas 

 

 


