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ABSTRACT 

Mexico is within the top 10 countries with the highest incidence of diabetes mellitus 

(DM) worldwide. T1DM is considered an autoimmune disease characterized by the 

direct attack to pancreatic β cells; a process called insulitis. Because of this process, 

there is an absolute or partial deficiency of insulin leading to prolonged 

hyperglycemia and ketoacidosis. 

 

The innate and adaptive immune system have an extremely important role in the 

development of insulitis. In this process, antigen-presenting cells (APC) as 

macrophages (Mφ) and dendritic cells (DCs), recognize molecules of the pancreatic 

islet as antigens, generating an autoimmune response that results in the death of 

pancreatic β cells. Therefore, T lymphocytes (both CD4 and CD8) and pro-

inflammatory cytokines (such as TNF-α, INF-γ, IL-12, IL-1β, IL-2 and MIF) are the 

major players in the development of autoimmune response in pancreatic islets. 

 

MIF is a pro-inflammatory cytokine that has been recognized as a critical molecule 

in the innate immune response, especially in the control of certain autoimmune 

diseases, infections and parasitic diseases. MIF plays an important role in septic 

shock, colitis, cancer, rheumatoid arthritis, atherosclerosis and obesity. Recently 

high serum levels have been shown of MIF in both T1DM and T2DM. For these 

reasons, MIF, has recently been proposed as a diagnostic biomarker for diabetes. 

However, the fine mechanisms of MIF participation in the development of these 

diseases, especially in developing T1DM, are unknown. 
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Given that the insulitis process is the beginning of T1DM, and MIF could be involved 

in this process, the purpose of this study was to determine whether there are 

differences in the expression of costimulatory molecules in mice Mφ and CDs Mif-/- 

compared with WT Mφ and CDs that may affect the presentation of self-antigens 

and therefore the development of the experimental T1DM. 

Our results show that the Mif-/- mice treated with STZ (Mif-/-STZ) developed less 

hyperglycemia compared to WTSTZ mice. There moderate hyperglycemia was 

associated with lower concentrations of pro- and anti-inflammatory cytokines. In 

addition, Mif-/-STZ mice had lower amount of specific antibodies against pancreatic 

islets total antigen (PITAg) and fewer cellular infiltrates in the pancreatic islets. Mφ 

and CDs in spleen showed reduced expression of costimulatory molecules such as 

CD80, CD86, CD40 and CD40, and Toll-like receptors TLR-2, TLR-4, MHC-II and 

CCR5. MIF recombinant administration to Mif-/-STZ mice showed glucose levels 

similar to WTSTZ mice, and the levels of pro-inflammatory cytokines were restored 

reaching to WTSTZ concentrations. Additionally, in Mif-/-STZ mice an increased 

proliferation of CD4+CD25+FOXP3+ T cells, TCD4+ and TCD8+ was found, although 

the latter were apparently not reactive.  

 

Taken together, the results suggest that MIF is an important molecule in T1DM, 

encouraging the development of autoimmune inflammatory process in pancreatic 

islets. This results in high levels of inflammatory cytokines and hyperglycemia. 

Additionally, we demonstrated that MIF is a molecule that promotes recruitment Mφ 

and CDs in the pancreas in T1DM experimental model. MIF influences the 
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expression of costimulatory molecules CD80 and CD86 in these cells as well as for 

proper expression of membrane receptors such as MHC-II, TLR-2 and TLR-4 in Mφ 

and CDs in a model of experimental DMT1. Moreover, MIF is important for control 

of TCD4 and TCD8 lymphocyte proliferation, and a limiting factor in the proliferation 

of regulatory T cells.  

Thus, MIF promotes the development of insulitis, and therefore of T1DM. These 

results position MIF as a possible target for disease control. 
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RESUMEN 

 
México se encuentra dentro de los primeros 10 países con mayor incidencia de 

diabetes mellitus en (DM) en todo el mundo.  La DMT1 es considerada una 

enfermedad autoinmune caracterizada por el ataque directo a las células β 

pancreáticas; proceso llamado insulitis. Como resultado de este proceso, hay una 

deficiencia absoluta o parcial de insulina que lleva a hiperglucemias prolongadas y 

cetoacidosis.  

El sistema inmune innato y adaptativo tienen una participación sumamente 

importante en el desarrollo de la insulitis, en éste proceso células presentadoras de 

antígeno (CPA), como macrófagos (Mφ) y células dendríticas (CDs), reconocen 

moléculas propias de los islotes pancreáticos como antígenos, generando una 

respuesta autoinmune que resulta en la muerte de las células β pancreáticas. Por 

tanto, linfocitos T (tanto CD4 como CD8) y citocinas pro-inflamatorias (como TNF-

α, INF-γ, IL-12, IL-1β, IL-2 y MIF) son los actores principales en el desarrollo de la 

respuesta autoinmune en los islotes pancreáticos. 

MIF es una citocina pro-inflamatoria que ha sido reconocida como una molécula 

crítica en la respuesta inmune innata, sobre todo en el control de ciertas 

enfermedades autoinmunes, infecciosas y parasitarias. MIF tiene un papel 

importante en el choque séptico, colitis, cáncer, artritis reumatoide, arterosclerosis, 

obesidad y diabetes. Por estas razones, recientemente MIF ha sido propuesto como 

un bio-marcador de diagnóstico para artritis, colitis ulcerativa y diabetes. Sin 
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embargo, no se conocen los mecanismos finos de la participación de MIF en el 

desarrollo de estas enfermedades, en especial, en el desarrollo de la DMT1. 

Tomando en cuenta que el proceso de insulitis es el inicio de la DMT1, y que MIF 

participa en éste proceso, el propósito de este trabajo fue determinar si hay 

diferencias en la expresión de moléculas co-estimuladoras en Mφ y CDs de ratones 

Mif-/- que pudieran afectar la presentación de antígenos propios y en consecuencia 

del desarrollo de la DMT1 experimental. 

En este trabajo de tesis demostramos que los ratones Mif-/- inducidos con STZ (Mif-

/-STZ) desarrollaron hiperglucemias menores comparadas con las desarrolladas por 

los ratones WTSTZ. Estas disminuciones de hiperglucemias estuvieron asociadas 

a menores concentraciones de citocinas pro- y anti-inflamatorias; además, se 

presentaron una menor cantidad de anticuerpos contra antígeno total de islote 

pancreático (AgTIP), así como una menor cantidad de infiltrado celular en los islotes 

pancreáticos. En Mφ y CDs de bazo se encontró una menor expresión de moléculas 

co-estimuladoras CD80, CD86 y CD40, de receptores tipo Toll como TLR-2, TLR-4, 

MHC-II y CCR5. Después de la administración de MIF recombinante (MIFrec) en 

ratones Mif-/-STZ, no se encontraron diferencias estadísticamente significativas en 

las concentraciones de glucosa en sangre con respecto al grupo WTSTZ y las 

concentraciones de citocinas pro-inflamatorias incrementaron, alcanzando 

concentraciones parecidas a las producidas en los ratones WTSTZ. Adicionalmente, 

se observó en los ratones Mif-/-STZ una mayor proliferación de células CD4+, 

CD25+, FOXP3+ y CD8+, pero al parecer éstas no son completamente reactivas. 
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En conjunto, los resultados sugieren que MIF es una molécula importante en la 

DMT1 al favorecer el desarrollo del proceso inflamatorio autoinmune en los islotes 

pancreáticos, reflejándose en altas concentraciones de citocinas inflamatorias e 

hiperglucemias. Adicionalmente, aquí demostramos que MIF es una molécula que 

favorece el reclutamiento de Mφ y CDs en el páncreas en el modelo de DMT1 

experimental. También demostramos que influye en la expresión de las moléculas 

co-estimuladoras CD80 y CD86 en estas células, así como para la correcta 

expresión de receptores de membrana como MHC-II, TLR-2, TLR-4 y CCR5 en Mφ 

y CDs en el modelo de DMT1 experimental. Por otro lado, MIF es importante para 

el control de la proliferación de linfocitos T CD4+ y T CD8+, además de ser un factor 

limitante en la proliferación de linfocitos T reguladores, es decir, MIF favorece al 

desarrollo de la insulitis, y por lo tanto de la DMT1, poniendo a MIF como un blanco 

terapéutico a nivel celular eficiente para el control de la enfermedad.
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INTRODUCCIÓN 

 

Diabetes Mellitus y su impacto en México 

 

En 1980, la Organización Mundial de la Salud (OMS) definió a la diabetes mellitus 

como, “un estado de hiperglucemia crónico apoyado por factores genéticos y 

exógenos que a menudo actúan juntos” (1). Desde entonces se comprendió que la 

enfermedad no solo aparece a causa de predisposición genética, sino también por 

la influencia de factores ambientales como el estilo de vida y la alimentación (2). 

Whiting et al. en 2011 realizó un listado de países con mayor número de personas 

diabéticas (figura 1) y ubicó a México dentro de los primeros 10 países con mayor 

incidencia de la enfermedad, además de que se estima que esta tendencia se 

mantendrá para el año 2030 (Figura 1. México se encuentra dentro de los primeros 

10 países con más pacientes diabéticos en el mundo) (3). 

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadística y Geografía (INEGI), en México 

la diabetes mellitus representó la segunda causa de defunciones durante el año 

2012 (4), lo que coloca a la diabetes mellitus entre las patologías de mayor interés 

de investigación en nuestro país. Según la Federación Mexicana de Diabetes 

(FMD), 6.4 millones de personas en nuestro país padecen esta enfermedad, y los 

estados con mayor número de pacientes diagnosticados como diabéticos son 

CDMX, Nuevo León, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis Potosí. Lo que 
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representa un gasto de 3,430 millones de dólares al año en su atención y 

complicaciones (5). 

 

Figura  1. México se encuentra dentro de los primeros 10 países con más pacientes diabéticos en el 
mundo (3). 
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Clasificación de la Diabetes Mellitus 

La Asociación Americana de Diabetes (ADA) define que: diabetes mellitus es un 

grupo de enfermedades metabólicas caracterizadas por la presencia de 

hiperglucemia; que resulta de defectos en la secreción de la insulina, la acción de 

la insulina o ambas (6,7). También se ve implicado el metabolismo deficiente de 

lípidos y proteínas (1).  Desde la década de los 90´s se ha incrementado la 

incidencia de esta enfermedad alrededor del mundo (8). De manera general, la 

diabetes ha sido clasificada en dos grandes grupos: Diabetes Mellitus Tipo 1 (DMT1) 

y Diabetes Mellitus tipo 2 (DMT2) (9). 

La DMT2, también llamada Diabetes no Insulinodependiente (NIDDM) comprende 

del 90 al 95% de los casos totales de diabetes, e incluye a aquellos individuos que 

presentan resistencia a la insulina y/o deficiencia relativa en la secreción de la 

insulina. Por definición, la DMT2 es un síndrome heterogéneo, multifactorial y 

poligénico; que resulta en la disfunción del receptor de insulina (insulin receptor –IR 

por sus siglas en inglés), seguido del desarrollo consecuente de la resistencia la 

insulina (10). La DMT2 está asociada generalmente con otros problemas del 

llamado síndrome metabólico, como obesidad y sobrepeso (11), presión arterial alta 

y concentración triglicéridos altos en sangre (12). El síndrome metabólico 

comprende al conjunto de alteraciones metabólicas constituido por la obesidad 

central, disminución de las concentraciones del colesterol unido a las lipoproteínas 

de alta densidad (cHDL), la elevación de las concentraciones de triglicéridos, el 

aumento de la presión arterial (PA) y la hiperglucemia (13). Los individuos que 

presentan DMT2 no necesitan administración de insulina exógena para sobrevivir. 
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Los niveles de secreción de insulina en pacientes con DMT2 pueden incrementar 

debido a un mecanismo de compensación que resulta de la resistencia a la insulina. 

Por tanto, la resistencia a la insulina es una característica distintiva de la DMT2. Los 

factores de riesgo para desarrollar este tipo de diabetes incrementan con la edad, 

la obesidad, el sedentarismo y es más frecuente en mujeres (6). 

Diabetes mellitus insulinodependiente, diabetes juvenil o diabetes mellitus 
tipo 1 

Por otro lado, la DMT1, también llamada diabetes infantil, juvenil o diabetes 

insulinodependiente (IDDM), es considerada una enfermedad autoinmune 

caracterizada por un ataque directo a las células β pancreáticas (6,14). Este tipo de 

diabetes tiene un origen autoinmune, ya sea por predisposición genética o como 

resultado del mimetismo molecular (generado principalmente por infecciones 

virales). La diabetes autoinmune latente en adultos -LADA por sus siglas en inglés- 

es clasificada como DMT1 (15-19).  Se caracteriza por una fase preclínica silenciosa 

en la cual la destrucción de las células β pancreáticas puede persistir por semanas, 

meses o incluso años hasta que la producción de insulina se torna insuficiente para 

mantener el metabolismo normal de la glucosa (7). La deficiencia de insulina resulta 

en una hiperglicemia prolongada y cetoacidosis, lo cual explica los síntomas típicos 

de la enfermedad como pérdida de peso, poliuria, polidipsia y polifagia. Además, se 

pueden presentar síntomas menos específicos como vómito, constipación y dolor 

de cabeza (20). 

Ya que la incidencia de la DMT1 continúa en crecimiento a nivel mundial, con una 

tasa cercana al 3% por año, es necesario mantener una vigilancia constante para 
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lograr diagnósticos más tempranos (20,21). La DMT1 comprende del 5 al 10% de 

los casos totales de diabetes en todo el mundo (14). A pesar de que se ha 

incrementado el número de casos en personas jóvenes, la DMT1 es la diabetes más 

común en niños y adolescentes (22). En Europa, el 48 % de los casos de DMT1 se 

presenta en niños de 10 a 14 años, el 34 % en niños de 5 a 9 años y el 18 % en 

niños de 0 a 4 años.  Además, se sabe que esta enfermedad afecta más al género 

femenino que al masculino, sugiriendo que existe un factor género-dependiente que 

regula el proceso autoinmune (23).  

A pesar de que la enfermedad está ampliamente distribuida por todo el mundo y los 

casos de incidencia tienen una tendencia en aumento, se observan diferencias 

radicales en el número de casos entre países. La incidencia de la DMT1 varía en 

cuanto a grupos étnicos se refiere; así se ha concluido que la genética, la migración 

y las infecciones (sobre todo de ciertos virus) determinan la incidencia de la 

enfermedad, fenómeno que se intenta explicar con la llamada “hipótesis de la 

higiene”. La hipótesis de la higiene sugiere que una exposición reducida a 

infecciones resulta en menor protección a agentes infecciosos, y en consecuencia, 

en el incremento de la incidencia de la DMT1, sobre todo en países más 

desarrollados (23). Las razones por las que se observan estas variaciones en DMT1 

no son claras, pero se cree que también pudiera influir la dieta, el estilo de vida y la 

carga genética (24-26). La DMT1 es considerada como una de las enfermedades 

autoinmunes clásicas, en donde el organismo que la padece es susceptible a la 

enfermedad, primero por su carga genética y segundo por factores ambientales que 

resultan en la activación de células del sistema inmune “armadas” para destruir 
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única y específicamente a las células β pancreáticas. Al menos entre el 60% al 90% 

de los pacientes que mueren 6 meses después de haber sido diagnosticados con 

DMT1, presentan infiltrado leucocitario en los islotes pancreáticos con la 

consecuente destrucción de las células β pancreáticas, además de no presentar 

contenido de insulina en los islotes pancreáticos (27).  

La DMT1 es una enfermedad que aparece principalmente por predisposición 

genética. Sin embargo, más del 85% de los casos aparecen en ausencia de algún 

antecedente familiar. En humano, los genes involucrados en la predisposición para 

el desarrollo de la enfermedad son los genes HLA-B, DR, DQB1 y A1 (20). Las 

predisposiciones genéticas incrementan de manera predominante el riesgo del 

desarrollo de la enfermedad en personas jóvenes; mientras que la exposición a 

factores ambientales puede ser más importante en edades más avanzadas (28). 

La discordancia en el desarrollo de la enfermedad en gemelos idénticos es una de 

las mejores observaciones que apoyan la existencia de factores ambientales que 

llevan al desarrollo de DMT1 (28) entre los que se incluyen: la dieta ( leche de vaca, 

exposición a proteína (albúmina de suero bovino y betalactoglobulina), deficiencia 

de vitamina D, infecciones virales (virus Coxaquie A o B, ruvivirus, citomegalovirus, 

enterovirus,  virus ECHO, virus Epstein-Barr, paramixovirus, y retrovirus), drogas 

(tipo Aloxan y Estreptozotocina) y estrés. Sin embargo, hasta la fecha no se ha 

encontrado un factor ambiental claramente definitivo para el desarrollo de la DMT1 

(28,29). 

Otro factor de riesgo para el desarrollo de la DMT1 es la edad. Este tipo de diabetes 

se desarrolla predominantemente en niños, con una tasa de más del 85% de todos 
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los casos de diabetes infantil. Por otro lado, la DMT1 solo corresponde al 20% de 

personas jóvenes en todo el mundo. 

 

Criterios de diagnóstico de DMT1 

Los criterios de diagnóstico de DMT1 incluyen las pruebas generales para la 

detección de diabetes como: hemoglobina A1c ≥ 6,5% (47.5 mmol/dl), glucosa 

plasmática en ayuno (fasting plasmic glucose- FPG) FPG≥126mg/dl y glucemia 2 

horas postprandial ≥200mg/dl durante la prueba de tolerancia a la glucosa. Esta 

última prueba debe realizarse como lo indica la OMS, con una carga de glucosa que 

contiene el equivalente de 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua. 

Adicionalmente, es necesaria la detección de anticuerpos específicos de islote 

pancreático que direcciona el diagnóstico a DMT1 (30,31).  

Los auto-anticuerpos específicos relacionados con el desarrollo de la DMT1 pueden 

aparecer a tiempos tempranos y ser predictivos para un desarrollo posterior de 

DMT1 (32), aproximadamente del 90 al 95% de los pacientes con diagnóstico 

reciente son positivos en al menos un auto-anticuerpo (33,34). Es importante 

resaltar que la producción de anticuerpos contra este tipo de antígenos propios no 

se encuentra en ninguna otra forma de diabetes y la presencia de múltiples auto-

anticuerpos es mucho más predictiva que la presencia de uno solo (35). Los auto-

anticuerpos asociados con la DMT1 incluyen a los siguientes: 

1. Auto-anticuerpos de islote celular (ICA). Es uno de los anticuerpos más 

importantes en la predicción y diagnóstico de la enfermedad. Alrededor del 5 
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al 15% de los pacientes con diagnóstico de DMT2 son ICA positivos (36), los 

cuales con el tiempo, se convierten en insulinodependientes (DMT1). 

2. Auto-anticuerpos contra ácido glutámico descarboxilasa (GADA). En el 

sistema nervioso, GADA convierte el glutamato en un inhibidor del 

neurotransmisor gama-amino ácido butírico. En 1990, se mostró que la 

presencia de auto-anticuerpos contra una proteína de 64 KDa era altamente 

predictiva de la presencia de DMT1 (GAD65). Al igual que ICA, GAD65 está 

presente en la mayoría de los nuevos casos de DMT1 (37). 

3. Auto-anticuerpos asociados a insulinoma (IA-2A). Se encuentran en menor 

proporción (aproximadamente 60% menos que ICA y GAD65) en pacientes 

con diagnóstico reciente de DMT1 (38). 

4. Auto-anticuerpos contra insulina (IAA). El único antígeno propio específico 

de la célula β pancreática es la insulina. Los auto-anticuerpos contra la 

insulina se encuentran aproximadamente en 40%-50% de niños con 

diagnóstico reciente. La combinación de la presencia de ICA con IAA es 

altamente predictiva para el desarrollo eventual de DMT1 (39). 

5. Auto-anticuerpos contra el transportador de zinc (ZnT8A). La función de este 

transportador es concentrar el zinc en los gránulos secretores de insulina y 

se encuentra presente en un 60-80% de casos de DMT1 (40). 

6. Los auto-anticuerpos detectados con mayor frecuencia son: anti GAD65 (~ 

80%), seguido por anti IA-2 (~ 60%), anti insulina (~ 55%) y los auto-

anticuerpos ZnT8 (~ 50% - (41). 



15 

Los auto-anticuerpos islote-específicos tienen un inmenso valor en el diagnóstico 

de la diabetes autoinmune, más aún en la actualidad, en la cual hay una gran tasa 

de obesidad infantil y la enfermedad puede ser confundida con DMT2 (21). 

En cualquier caso, los auto-anticuerpos son producidos como resultado de una 

respuesta inflamatoria autoinmune localizada en los islotes pancreáticos, proceso 

conocido como insulitis. 

Insulitis 

De manera general, en la insulitis las células del sistema inmune innato y adaptativo 

infiltran el páncreas hasta llegar a los islotes pancreáticos (figura 2 A y B), ya que 

estos se reconocen como extraños, generando un proceso inflamatorio aberrante 

con la consecuente destrucción de las células β pancreáticas, lo cual se ve reflejado 

en la producción patológica de auto-anticuerpos y células T auto-reactivas así como 

en la baja producción de insulina (42).  

En este proceso participan células presentadoras de antígeno (CPA), linfocitos T 

auto-reactivos y una gran variedad de citocinas inflamatorias. El infiltrado deforma 

los islotes pancreáticos y destruye las células β pancreáticas (figura 2), lo que 

disminuye (incluso en su totalidad) la producción de insulina. 
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Figura 1. Componentes celulares y citocinas involucradas en el proceso de insulitis en la DMT1.  
El tipo celular más numeroso en el proceso de insulitis son los linfocitos T autorreactivos, así como 
CPA, que comprenden Mφ y CDs.  Las citocinas inflamatorias secretadas por estas células (TNF-α, 
INF-, IL-12, IL-1β y MIF) contribuyen a la expansión y manutención de la respuesta inflamatoria que 
destruye a las células β de los islotes pancreáticos, dando lugar a la insulitis. La insulitis es fácilmente 
detectable a nivel tisular debido a la deformación de los islotes β pancreáticos (como se muestra en 
la figura A) (43). 
 

El proceso de destrucción de las células β pancreáticas inicia cuando las CPA, en 

especial Mφ y CDs, presentan antígenos correspondientes a la célula β pancreática 

(antígenos propios) a los linfocitos TCD4+ naїve a través del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC-II). Posteriormente, el proceso continúa a través de la 

señalización de una serie de interleucinas que activan a los linfocitos TCD4+ y los 

linfocitos TCD8+, los cuales son los causantes directos de la muerte de la célula β 

pancreática. La muerte de las células β resulta en la liberación de antígenos 

intracelulares permitiendo que las células presentadoras de antígeno reconozcan, 

secuestren y procesen los antígenos propios. Por tanto, las células “clave” en el 

A 
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inicio de la insulitis son las CPA por el reconocimiento de los antígenos propios y la 

consecuente activación de linfocitos T, amplificando el inicio de la respuesta 

autoinmune (27). 

Células presentadoras de antígeno (CPA): Células dendríticas (CDs) y 
Macrófagos (Mφ) 

Actualmente no hay duda que las CPA tienen una participación importante en la 

autoinmunidad pueden presentar auto-antígenos a los linfocitos T naїve provocando 

una respuesta autorreactiva (44). El sistema inmune es uno de los más complejos 

en el organismo sus principales funciones consisten en el reconocimiento del amplio 

repertorio de microorganismos, la detección de regiones neoplásmicas procedentes 

de una amplia gama de tejidos, y durante la ejecución de éstas tareas, el 

mantenimiento de la tolerancia periférica por la supresión de respuestas 

perjudiciales contra tejidos propios (respuestas autoinmunes). Las CDs son 

componentes críticos en la realización de la respuesta inmune para cumplir con 

estos papeles (45). 

Las CDs fueron descubiertas en 1973 por Ralph Steinman y Cohn Zanvil en órganos 

linfoides secundarios de ratones (45). Son células vigilantes que poseen una 

morfología “estrellada” (figura 3) muy particular y una habilidad incomparable para 

estimular las células T naїve (46). La interacción CD- célula T se da inclusive en 

ausencia de infecciones (47). Los múltiples subtipos de CDs de los órganos linfoides 

de ratón se definen con base a la expresión de los marcadores de superficie: CD11c, 

MHC-II, CD11b y CD205 (48).  
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Figura 2.  Imagen de células dendríticas publicadas por Ralph M. Steinman en el año 2007. Se 
observan células dendríticas (CDs) marcadas con Langerina (conocido como CD207) en verde (46). 
 

Las CDs provienen de monocitos de médula ósea que se desarrollan por la acción 

del factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos o GM-CSF (del inglés 

Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor). Las CDs salen de la médula 

ósea y migran a los tejidos periféricos así como órganos linfoides secundarios (49). 

En los órganos linfoides, las CDs tiene una gran capacidad endocítica y expresan 

niveles bajos de moléculas del MHC, por medio de la cual se presentan los péptidos 

antigénicos a los linfocitos T (proceso comúnmente llamado señal 1). Estos 

precursores de CDs también expresan bajos niveles de moléculas co-estimuladoras 

(por ejemplo: CD40, CD80 y CD86), también llamado señal 2 requeridas para la 

activación de las células T (50). 

En ausencia de infección, daño de tejido o inflamación, las CDs que se desarrollaron 

en órganos linfoides secundarios mueren en estado inmaduro con una tasa de vida 
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media menor a una semana de vida. Las CDs que se desarrollan en tejidos 

periféricos migran constitutivamente a los órganos linfoides donde adquieren la 

maduración fenotípica caracterizada por una alta expresión de MHC y moléculas 

co-estimuladoras (51). El término estado estacionario (del inglés steady-state) en 

las CDs es comúnmente utilizado para referirse a las CDs presentes en la periferia 

y en órganos linfoides secundarios en ausencia de inflamación o infección. En un 

estado estacionario las CDs no secretan citocinas, requeridas para la activación 

inmunogénica de las células T (señal 3). Si las CDs o Mφ presentan antígenos a 

una célula T sin una correcta expresión de moléculas co-estimuladoras, esta muere, 

pierde su capacidad de ser efectora (célula T inmunogénica) o se convierte en célula 

T reguladora cuya función es inhibir más que promover una respuesta inmune (52). 

Por tanto, las CDs en un estado estacionario son tolerogénicas.  
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Figura 3. Activación de las células dendríticas. Las células dendríticas pueden ser activadas 
directamente por medio de los patrones moleculares asociados a patógenos PAMPs o 
indirectamente por mediadores de inflamación producidos por células hematopoyéticas. A) Células 
dendríticas activadas y maduras presentan el antígeno directamente (dir-mDC) para activar las 
células T, además de producir citocinas (señal 3) que inducen la diferenciación de las células T. B) 
Células dendríticas maduradas indirectamente por factores de inflamación. Al no haber antígenos 
extraños capturados no pueden emitir la señal 3 y por tanto no activan a las células T (55).   
 

Por otro lado, cuando una CD reconoce una molécula asociada a una infección, 

daño de tejido o inflamación, se induce la diferenciación de la CD a una célula 

dendrítica inmunogénica y madura. Esta diferenciación se lleva a cabo por el 

reconocimiento de un antígeno por medio de diferentes receptores que reconocen 

patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs)(53,54) y patrones 

moleculares asociados a peligro (DAMPs) figura 4 (55). 

El inicio y propagación de una respuesta inmune es usualmente dependiente de la 

capacidad de las CDs de capturar antígenos por medio de los PAMPs y DAMPs, 
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convertir las proteínas en péptidos, unirlos intracelularmente en el MHC-I ó II y 

expresar el complejo péptido-MHC en la membrana. Las células inmaduras están 

bien equipadas para capturar antígenos vía pinocitosis, endocitosis y fagocitosis 

(56).  

Una vez que la CD ha capturado un antígeno migra a los órganos linfoides en donde 

se presentan estos antígenos a los linfocitos T para activarlos. Durante esta 

migración las CDs cambian su capacidad de respuesta a ciertas citocinas (57), y 

secretan ciertas quimiocinas que atraen selectivamente a los linfocitos T naїve y 

maduros (58).  

El reconocimiento del complejo péptido-MHC de las CDs por parte del receptor de 

células T antígeno-específico (TCR) inicia la interacción CD-linfocitoT en donde es 

de gran importancia la influencia mutua de moléculas co-estimuladoras como CD40, 

CD80 y CD86 en las CDs y sus ligandos en los linfocitos T: CD40L, CTLA-4 y CD28, 

respectivamente (59-61). Las moléculas co-estimuladoras son importantes para 

sostener y amplificar la activación de los linfocitos T (62). Enfermedades 

autoinmunes, como DMT1, se caracterizan por la pérdida de la tolerancia contra 

antígenos propios auto-activando el sistema inmune y provocando inflamación, así 

como destrucción de tejidos. Por lo tanto, la capacidad inmunosupresora de las CDs 

inducida por ingeniería genética es un enfoque atractivo para trastornos 

autoinmunes como DMT1 (63). 

Otra CPA importante en el proceso de insulitis es el Mφ clásicamente activado. Los 

Mφ son células presentes en prácticamente todos los tejidos y juegan un papel clave 

en el desarrollo de los mismos (dirigiendo la conformación del tejido), en la 

respuesta inmune a patógenos (generando una respuesta inflamatoria), vigilando y 



22 

siguiendo cambios en el tejido (actuando como centinelas y células efectoras) y 

especialmente en mantener la homeostasis del tejido (en la limpieza de las células 

apoptóticas y por la remodelación y reparación de los tejidos) (64). Los Mφ son 

derivados de células madre de médula ósea pertenecientes al linaje monocito-

granulocítico, el cual es expuesto a citocinas como el factor estimulante de colonias 

de macrófagos (M-CSF) e IL-3. La diferenciación de células madre está asociada a 

la expresión de receptores de membrana específicos para citocinas. Los monocitos 

permanecen en la médula ósea < 24 h y posteriormente pasan al torrente sanguíneo 

para distribuirse por todo el organismo. Normalmente, en adultos sanos, la vida 

media estimada de los monocitos circulantes es de 70 horas. Los monocitos 

constituyen el 1-6% de los leucocitos totales en sangre periférica de individuos 

sanos. Después de pasar de las paredes capilares hacia el tejido conectivo, los 

monocitos se convierten en Mφ. Este proceso de diferenciación incluye muchos 

cambios celulares como el incremento de tamaño, incremento en número y 

complejidad de los organelos e incremento en la capacidad fagocítica, entre otras 

(65). La función de los Mφ es fagocitar los agentes “extraños” en el cuerpo, esto 

incluye microbios, partículas e incluso elementos propios del organismo como 

células apoptóticas y reciclan nutrientes de productos de deshecho de tejidos. Estas 

células están normalmente en un estado de reposo, pero pueden ser activadas por 

una variedad de estímulos durante la respuesta inmune (66).  

La actividad de los Mφ se incrementa por la acción de las citocinas secretadas por 

los linfocitos T como INF-. Los Mφ llevan a cabo la quimiotaxis e inician la respuesta 

inmune ya que son de las primeras células que reconocen y tienen contacto con el 
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Ag. Esto es en parte debido a la expresión de receptores tipo Toll y scavenger que 

reconocen específicamente a lectinas, lipoproteínas, proteínas, oligonucleótidos, 

polisacáridos y otras moléculas. Además de la expresión del complejo principal de 

histocompatibilidad (MHC)-II con el cual los Mφ y las CDs presentan el antígeno a 

los linfocitos T, al activarse, los linfocitos T secretan citocinas que a su vez activan 

a los linfocitos B que maduran a células plasmáticas y secretan anticuerpos 

específicos contra los antígenos presentados por los Mφ (67). La activación de los 

Mφ (figura 5) clásicamente activados (M1) se lleva a cabo en respuesta a INF-, 

lipopolisacáridos y otros ligandos de los receptores tipo Toll (68,69). Los Mφ M1 

orquestan una respuesta inflamatoria temprana inducida normalmente por 

infecciones y daño en tejido. Los Mφ M1 activados producen óxido nítrico (NO), 

TNF-α, IL-1β, IL-12, IL-18 y quimiocinas como CCL15, CCL20, CXCL8-11 y CXCL13 

a través de la vía NFκB (68-70). Estos Mφ se caracterizan por la alta expresión de 

MHC-II y moléculas co-estimuladoras necesarias para la correcta presentación de 

antígeno como CD80/86 (71-73) e intervienen en la activación de linfocitos Th1 y 

Th17. Por otro lado, los Mφ M2 se caracterizan por que se diferencian en presencia 

de IL-4/IL-13, presentan una mayor expresión del receptor de IL-4 (IL-4R) y 

receptores de manosa (MR) y producen citocinas involucradas en la proliferación de 

linfocitos Th2 y Treg (Figura 5) (74).  
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Figura 4. Características distintivas entre Mφ M1 y M2.  Los Mφ clásicamente activados (Mφ CA) o 
M1 expresan MHC-II y CD80/86 y se diferencian en presencia de IFN- y LPS. En consecuencia, 
producen citocinas y quimiocinas inflamatorias, así como especies reactivas de oxígeno por medio 
de iNOS. Por otro lado, los Mφ alternativamente activados o M2 (Mφ AA) que se diferencian en 
presencia de IL-4/IL-13 presentan una mayor expresión del receptor de IL-4 (IL-4R) y receptores de 
manosa (MR) y producen citocinas involucradas en la proliferación de linfocitos Th2 y Treg (74). 
 

Los Mφ residentes de la microglía, piel, hígado, páncreas y bazo se caracterizan 

por tener una expresión alta del marcador F4/80 (64), molécula que se ha utilizado 

ampliamente para la identificación de macrófagos de ratón en condiciones normales 

y patológicas. F4/80 es una glicoproteína con 7 dominios trans-membranales de 

~160 kDa (75). Los Mφ completamente maduros (F480+) presentan características 

que le permiten el fácil reconocimiento de antígenos presentes en el microambiente, 

como una gran cantidad de proyecciones plasmáticas denominadas filipodos 

(Figura 6). 
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Figura 5. Microscopía electrónica donde se muestran las características morfológicas de Mφ. A) no 
activado en donde no se aprecian proyecciones plasmáticas o filópodos. B) Mφ activado, donde se 
observan claramente los filópodos (76). 
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Presentación de antígeno y moléculas co-estimuladoras 

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC- SEÑAL 1) 

Después de que los Mφ y CDs capturan los antígenos que se han reconocido como 

extraños, los sustratos proteínicos son procesados por los proteosomas dentro de 

estas CPA para ser fragmentados en péptidos. Los péptidos entonces son 

expuestos en la superficie de la célula a través del MHC en ratón o HLA en humano. 

Hasta ahora se han reconocido dos moléculas de MHC: MHC-I y MHC-II. Las 

moléculas de MHC-I presentan péptidos de origen intracelular al sistema inmune y 

están involucradas en la activación de linfocitos TCD8+. El tamaño de los péptidos 

presentados por MHC-I varía entre 7 y 9 aminoácidos (77). 

Por otro lado, la molécula de MHC-II guarda una gran similitud comparado con la 

molécula MHC-I. MHC-II está compuesto de dos cadenas heterodiméricas de 

superficie unidas a la membrana de las células epiteliales del timo y CPA, las cuales, 

posterior al reconocimiento de antígeno, se encuentran cargadas con un péptido 

corto degenerado que proporciona estabilidad y diversidad al complejo. Estos 

péptidos se derivan de proteínas propias o de proteínas extrañas de los agentes 

patógenos, la microbiota y otros. Las células TCD4+ reconocen estos péptidos 

cargados en el MHC-II a través de los receptores de la célula T (TCR), este es un 

punto de control crítico que determina que las células T sean seleccionadas para la 

activación y movilización de la respuesta inmune adaptativa (78). 

La combinación de auto-péptidos y moléculas MHC instruyen a los timocitos a 

sobrevivir o perecer, dependiendo de la afinidad/avidez con que se une el TCR al 

MHC. Es decir, a través de la selección positiva o negativa los timocitos que se unen 
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a MHC cargados con péptidos propios, ya sea con avidez de intensidad intermedia-

baja o alta y son instruidos para sobrevivir o perecer, respectivamente (79).  

Como resultado, el repertorio de las células T periféricas se compone en gran parte 

por células T capaces de reconocer únicamente péptidos foráneos, esto forma parte 

de la auto-discriminación de lo propio en la inmunidad adaptativa minimizando el 

riesgo de causar autoinmunidad. Sin embargo, la selección negativa del timo no es 

un proceso “hermético,” y como resultado, algunas ocasiones se evade la selección 

negativa (80,81), con lo que se puede desarrollar la autoinmunidad así que debe de 

haber mecanismos reguladores adicionales, como la inducción de anergia o 

apoptosis inducida por APC tolerogénicas (82).   

Como se mencionó, el proceso de presentación de antígeno y activación de las 

células T, la exposición de los péptidos a través del MHC al TCR constituye la señal 

1. La segunda señal la constituyen las moléculas co-estimuladoras, por ejemplo: 

CD40, CD80 y CD86, requeridas para la activación de las células T (50).
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Moléculas co-estimuladoras (SEÑAL 2) 

 CD40 es una molécula de 48 kDa y es una proteína transmembranal tipo I, formada 

por una α-élice transmembrana con un dominio transmembranal de 193 

aminoácidos. CD40 fue caracterizado inicialmente en células B, pero también es 

expresado en CDs, monocitos, plaquetas y Mφ, así como células no 

hematopoyéticas como fibroblastos, células epiteliales y endoteliales (83-85). El 

ligando de CD40 es CD54 (CD40L), el cual se expresa en los linfocitos T. La 

interacción CD40/CD40L induce profundos cambios en las CDs. Se ha demostrado 

que la acción de CD40 en la superficie de las CDs promueve la producción de 

citocinas, la inducción de moléculas co-estimuladoras en su superficie y facilita la 

presentación cruzada del antígeno (2). El impacto de la señalización de CD40 

permite la maduración de las CDs al promover que adquieran todas las 

características necesarias para una activación y diferenciación efectiva de los 

linfocitos T. Además, CD40 es importante para la sobrevida de muchos tipos 

celulares como las células B, CDs y células endoteliales, bajo condiciones normales 

e inflamatorias (86). Las funciones descritas de CD40 resaltan la importancia de 

ésta molécula durante el inicio y adquisición de la respuesta inmune (87). 

CD80 (B71) y CD86 (B72). A finales de la década de los 80´s se mostró que la 

proliferación de las diferentes clonas de las células T falla en ausencia de señales 

co-estimuladoras (88). La prueba de que la falla en la proliferación de células T era 

dependiente de la producción de IL-2, llevó a buscar una molécula co-estimuladora 

responsable de bloquear la cascada de señalización de la IL-2. Esta búsqueda 

resultó en la identificación de la vía CD28/B7 como una vía co-estimuladora para 
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los linfocitos T (89,90). La vía CD28/B7 es una de las vías mejor caracterizadas de 

co-estimulación. La efectividad de la co-estimulación fue demostrada en los 90´s en 

donde se identificaron los dos ligandos de CD28 expresado en las células T: B7-1 

(CD80) y B7-2 (CD86) que se expresan en la superficie de las CPA, figura 7 (91). 

De hecho, el uso de antagonistas para CD80, CD86 y CD40 son efectivos en el 

tratamiento de enfermedades autoinmunes (92,93). En ratones, se ha demostrado 

que debido al bloqueo con anticuerpos anti-CD86 se desarrolla un estado de 

inmunosupresión in vitro e in vivo, mientras que el bloqueo de CD80 produce una 

inmunosupresión pequeña. Sin embargo, si se bloquean las dos moléculas al mismo 

tiempo se desarrolla una profunda inmunosupresión, además de que se producen 

Mφ alternativamente activados (94). El bloqueo de CD86 previene el desarrollo de 

diabetes en ratones NOD (95). 

Estudios in vitro han demostrado que la proliferación de células T antígeno- 

específicas, provenientes de ratones transgénicos para el TCR, son sumamente 

dependientes de la co-estimulación CD28/B7. La interrupción de esta interacción 

reduce dramáticamente la proliferación celular y la división de las células 

previamente activadas (93).  
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Figura 6. Moléculas co-estimuladoras y vías de señalización implicadas en la unión de B7s con 
CD28. Las líneas continuas representan vías de señalización activas después de que CD28 o B7 es 
bloqueado. Las líneas punteadas representan las vías de señalización afectadas de las APC, 
indoleamine 2,3-dioxygenase (96). 
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Citocinas requeridas para la activación inmunogénica de las células T 
(señal 3) 

Posterior a la presentación del antígeno por medio de las moléculas MHC y la unión 

de las moléculas co-estimuladoras presentes en la CPA con los ligandos presentes 

en las células T, se comienza a amplificar la respuesta por medio de mediadores de 

inflamación solubles y citocinas. Dependiendo del antígeno y del microambiente en 

el que se esté llevando a cabo la presentación del antígeno se secretarán diferentes 

tipos de citocinas que van a mediar específicamente la activación de diferentes 

clonas de linfocitos T.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Patrón de citocinas necesarias para la activación de las diferentes clonas de linfocitos, así 
como las citocinas que se producen por los diferentes tipos de linfocitos T. 
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Como se muestra en la Figura 8, posterior a la presentación del Ag por parte de las 

CPA, los linfocitos T vírgenes pueden diferenciarse en diferentes clonas de linfocitos 

T, dependiendo del microambiente de citocinas presentes. Por ejemplo, los 

linfocitos Th1 se diferencian en presencia de INF- e IL-12. Este tipo de linfocitos 

promueven una respuesta inflamatoria por medio de la producción de citocinas 

inflamatorias tipo Th1 como IL-2, IFN- e IL-12. Los linfocitos Th2 se diferencian en 

presencia de IL-4 e IL-13 y secretan citocinas anti-inflamatorias como IL-4, IL-5, IL-

13, IL-25 e IL-10. Los linfocitos Th1 y Th2 presentan funciones antagónicas (28). 

Por otro lado, los linfocitos T reguladores (Treg) se activan en presencia de TGF-β 

e IL-10 y su función principal es ejercer un auto-control en la respuesta inflamatoria. 

Los linfocitos Th17 se activan en presencia de TGF-β e IL-6 y producen citocinas 

inflamatorias características de este tipo de linfocitos como IL-17 e IL-23, entre 

otras. Los linfocitos Treg y Th17 presentan de igual manera funciones antagónicas. 

Durante la insulitis se producen altas concentraciones de citocinas inflamatorias 

como  IL-1β, TNFα, IL-12 e IFN-; las cuales dirigen el proceso de destrucción de 

las células β pancreáticas (42).
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Factor Inhibidor de la Migración de Macrófagos (MIF) (Artículo 1 
apéndice I) 

MIF, originalmente reportado en 1966 por dos diferentes grupos, fue descrito como 

un producto secretado por la célula T que inhibe la migración azarosa de los Mφ in 

vitro y promueve la acumulación de Mφ durante la hipersensibilidad de tipo 

retardada (97,98).  

El gen de MIF en humanos y ratones es 90% homólogo, ya que es una molécula 

evolutivamente conservada y expresada constitutivamente en muchos tejidos 

(Figura 9). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Patrón de expresión de MIF (100). 
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Figura 9. Estructura tridimensional de MIF. MIF está formada por tres estructuras idénticas que 
configuran un trímero (monómeros). Cada monómero está compuesto por cadenas α (cilindros) y 
cadenas ß (flechas) con seis a-hélices que rodean tres ß-hojas que se envuelven completamente 
para formar un barril con extremos abiertos que forman un canal de disolvente (101,102). 
 

La proteína de MIF (figura 10) tiene un peso molecular de 12.5 kDa (99).  MIF se 

encuentra preformada en vacuolas intracelulares y no requiere de síntesis 

inmediata antes de su liberación, por lo que se encuentra disponible de manera 

inmediata.  MIF carece de una secuencia líder amino-terminal, lo que indica que es 

secretada por las células a través de una vía de secreción de proteínas no 

convencional (99). 

Posterior a su descubrimiento, MIF fue analizado en diferentes estudios que lo 

fueron perfilando a adquirir una importancia en la respuesta inmune (103-105). Fue 

hasta 1990 cuando MIF fue reconocido como una de las moléculas producidas en 

el sitio de inflamación y fue descrito como un factor responsable que determina el 

grado de inflamación (106). Diferentes estrategias experimentales, incluyendo 

anticuerpos anti-MIF, ratones MIF “knockout” (Mif-/-) y ratones transgénicos para 
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MIF (MIF-Tg) han sido utilizadas para establecer que MIF suprime los efectos 

inmunosupresivos de los esteroides y para relacionarlo con la producción de 

citocinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF-α) y especies 

reactivas de oxígeno como el óxido nítrico (107); adicionalmente, se ha visto que 

MIF actúa como factor de crecimiento (108), regula la expresión de receptores tipo 

Toll 4 (TLR-4) en células presentadoras de antígeno (109) y sostiene la respuesta 

inflamatoria ante la inhibición de p53 (110). 

Todas las propiedades descritas permiten reconocer a MIF como una molécula 

crítica en la respuesta inmune innata pro-inflamatoria y en el control de ciertas 

enfermedades infecciosas y parasitarias (111-113). Por otro lado, se ha demostrado 

que MIF presenta un papel importante en enfermedades inflamatorias (114,115) así 

como en choque séptico (116), cáncer (117), enfermedad inflamatoria crónica del 

intestino (118), artritis reumatoide (119-121), colitis (122) obesidad (123-125) y 

diabetes (124,126,127). Recientemente, MIF fue propuesto como un bio-marcador 

de diagnóstico para enfermedades autoinmunes como artritis, colitis ulcerativa y 

diabetes (122,128,129). 

MIF es considerado uno de los factores sobre-expresados en procesos autoinmunes 

(130).  

 

MIF y células β pancreáticas 

Se ha observado que MIF co-localiza en los gránulos secretores de insulina en las 

células β y que es secretado durante la fase de secreción de la insulina. Lo más 
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importante en este sentido es que MIF parece poseer actividad autócrina con un 

efecto de regulación glucosa-dependiente en la secreción de la insulina (43). 

A pesar de que MIF está relacionado de forma homeostática con la secreción de la 

insulina, en un estado de homeostasis alterado (como la presencia de inflamación) 

MIF podría actuar de manera diferencial y destructiva que puede llevar a la 

apoptosis de la célula β pancreática (142,143). Aparentemente, MIF no es una 

molécula extraña en el microambiente de las células β pancreáticas y puede actuar 

en respuesta a la concentración de glucosa y en presencia de inflamación (100). 

Con la información antes mencionada se puede concluir que la participación de MIF 

en la patología de la DMT1 está bien documentada. Sin embargo, es desconocido 

el punto exacto o los procesos durante el desarrollo de la enfermedad en los que 

MIF pudiera tener una relevancia decisiva para la aparición de la enfermedad. 

Tomando en cuenta que no hay cura para esta enfermedad crónico-degenerativa, 

el entendimiento de los procesos iniciales del desarrollo de la enfermedad nos 

puede ayudar a establecer la etiología de la enfermedad que pudieran revelar 

blancos terapéuticos que, combinados con los tratamientos actuales, pudieran 

ayudar al control y mejor calidad de vida de las personas que presentan esta 

enfermedad.  
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JUSTIFICACIÓN 

 

En humanos diagnosticados con DMT1, se ha encontrado que las concentraciones 

de MIF en sangre son estadísticamente superiores a las encontradas en los 

individuos sanos (131); las concentraciones normales de MIF en plasma 

humano oscila entre 2.3 - 8.4ng/ml (132) . Es bien sabido que MIF promueve la 

producción de ciertas citocinas inflamatorias como  IL-1β y  TNF-α, las cuales son 

sobre-producidas en complicaciones propias de estados avanzados de DMT1 como 

la cetoacidosis (133) , lo que hace posible que las concentraciones de MIF se 

encuentren igualmente elevadas en este punto.  

El estudio de MIF se simplificó gracias al desarrollo de los ratones Mif-/- (134). 

Usando estos ratones como una herramienta, se ha observado que MIF es una 

molécula de gran importancia en el inicio de la función de islotes singénicos 

transplantados, ya que el bloqueo de MIF resultó en el éxito del transplante (135). 

Además, sabemos que MIF participa en la DMT1 controlando las actividades 

funcionales de los monocitos/ Mφ y células T modulando sus habilidades de 

secreción de moléculas pro-inflamatorias (43). 

En este contexto, se ha propuesto que MIF puede mediar la expresión de 

moléculas co-estimuladoras en Mφ y CDs afectando también la proliferación 

de los linfocitos T (136,137). 

Adicionalmente, se ha reconocido a MIF como una molécula importante en 

el desarrollo de las complicaciones de la DMT1 como disfunción cardiaca 
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asociada a la señalización de AMPK (138), pie diabético (139) y se sabe que 

promueve la apoptosis de islotes pancreáticos inducida por ácido palmítico y 

citocinas inflamatorias (140). Posterior a la neutralización exitosa de MIF por medio 

de fármacos, MIF fue propuesto como un blanco terapéutico para el tratamiento de 

la DMT1 (43,141). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

El origen de la DMT1, sin lugar a dudas, radica en la deficiencia en la producción de 

insulina debida a la destrucción de tipo autoinmune de los islotes β pancreáticos, 

proceso en el que MIF puede tener una participación clave. El proceso autoinmune 

destructivo se lleva a cabo por el infiltrado de múltiples tipos celulares, como 

linfocitos T, B, Mφ y CPA (insulitis); así como la acción de diversas citocinas 

inflamatorias como MIF. La comprensión del inicio de la insulitis en la fase de 

presentación de antígenos propios puede revelar nuevos blancos terapéuticos que, 

al combinarse con los ya existentes, podrían aumentar la efectividad en el control 

de la enfermedad, incluso en un diagnóstico temprano podría evitarse la insulitis y 

tal vez evitar la propagación de la enfermedad. 
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HIPÓTESIS 

 

Si MIF interviene en la capacidad de expresión de moléculas co-estimuladoras en 

Mφ y CDs, determinando su estado de maduración/ diferenciación y, por tanto, su 

capacidad de presentación de antígenos propios en el islote pancreático, entonces 

MIF promueve el infiltrado celular en los islotes pancreáticos y la insulitis en la DMT1 

experimental.
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OBJETIVOS 

 

Objetivo general 

Bajo un modelo de DMT1 experimental, determinar la influencia de MIF en la 

maduración de Mφ y CDs y en el desarrollo de la insulitis. 

 

Objetivos específicos 

1) Establecer el modelo de inducción de DMT1 con múltiples dosis de 

estreptozotocina (STZ) en ratones control WT y en ratones Mif-/- de fondo 

genético Balb/c. 

2) Determinar si hay deficiencias en la expresión de moléculas co-

estimuladoras en Mφ y CDs de ratones Mif-/- en el modelo de DMT1 

experimental. 

3) Determinar si Mφ y CDs de ratones Mif-/- tienen disminuida la capacidad para 

iniciar una respuesta inflamatoria eficiente que pueda disminuir la insulitis en 

la DMT1 experimental. 

4) Evaluar el efecto de la restitución de MIF en ratones Mif-/- en el modelo de 

DMT1 experimental. 
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

 Para establecer la viabilidad del modelo de diabetes autoinmune 
experimental… 

se utilizaron ratones machos de 8 semanas de edad con fondo genético BALB/c 

silvestres (WT) y genéticamente deficientes de MIF (Mif-/-), los cuales fueron 

inducidos por el método de múltiples dosis de estreptozotocina (STZ) vía 

intraperitoneal (i.p.) (144), dosis de 40 mg/kg durante 5 días seguidos. Se 

mantuvieron en condiciones estériles en las instalaciones del BIOTERIO de la FES-

Iztacala durante todo el tiempo experimental con libre acceso a comida y agua. 

Brevemente, los ratones WT y Mif-/- se mantuvieron en ayuno durante 8 horas antes 

de ser inyectados con STZ (40 mg/kg de peso), disuelta en buffer de citratos (citrato 

de sodio al 0.05M a un pH de 4.5, apéndice 2). Los ratones control negativo de cada 

grupo fueron inyectados con un volumen equivalente de buffer de citratos. 

 Después de una semana post-inducción con STZ se midieron los niveles de 

glucemia y los ratones que presentaron entre 150 y 200 mg/dL de glucosa en sangre 

fueron incluidos en los grupos experimentales. Los grupos experimentales y 

controles fueron monitoreados a lo largo de 8 semanas posteriores a la inducción 

(p.i.). Por otro lado, los ratones Mif-/- fueron retados con una dosis mayor de STZ 

(80mg/kg de peso) para corroborar la efectividad de la STZ en estos animales. 
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 Análisis de la expresión y producción del GLUT-2 por RT- PCR y PCR 
tiempo real  

Se sacrificaron ratones sanos WT y Mif-/- sanos a los cuales se les extrajeron los 

islotes pancreáticos por medio de digestión en colagenasa y gradiente de Ficoll 

(SIGMA-ALDRICH, México) apéndice 3. Después de aislar los islotes de cada grupo 

se extrajo el RNA con TRIzol (SIGMA-ALDRICH, México); la concentración de RNA 

fue determinada por absorbancia a 260 nm y la integridad del RNA se determinó por 

medio de electroforesis en gel de agarosa. El DNA de una cadena (cDNA) se 

sintetizó con 0.5μg del RNA total por medio de transcripción reversa con 500U de 

SSRT II (SIGMA, México). La amplificación de GLUT-2 se evaluó utilizando los 

siguientes primers: GLUT2, 5´-TCACACCAGCATACACAACA-3´ y 5´-

ACACTTCGTCCAGCAATGA-3´, la amplificación fue de 35 ciclos.  Las muestras 

fueron analizadas en geles de agarosa por duplicado (apéndice 3).  

Análisis de la expresión de GLUT-2 en membrana en los islotes 
pancreáticos en ratones WT y MIF-/- sanos  

Se determinó la expresión de GLUT-2 en membrana por el método de 

inmunofluorescencia indirecta (apéndice 3) utilizando el anticuerpo primario α 

insulina de cobayo (concentración 1:2000) (Santa Cruz Biotechnology) y Ac 

secundario α anti-GLUT-2 de cobayo conjugado con FITC (concentración 1:100). 

Las muestras fueron analizadas y fotografiadas en un microscopio de fluorescencia 

(Zeizz) con cámara digital acoplada. 
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Determinación de insulina y marcadores inflamatorios (citocinas en 
suero) 

 Los niveles de insulina en sangre se determinaron por el método de ELISA-

Sándwich (Mercodia, North Carolina USA) utilizando el protocolo establecido por el 

fabricante. Se midieron los niveles de glucosa en sangre semanalmente y hasta las 

8 semanas posteriores a la inducción (glucómetro Accucheck ®, México). Las 

concentraciones de citocinas pro y anti-inflamatorias de IL-12, IFN-, IL-17, MIF, IL-

4, IL-13, IL-6 e IL-10 se determinaron según el protocolo establecido por el 

comerciante (Murine standard ABTS development kit, PeproTech, México DF, 

México). Brevemente, posterior a la administración de STZ se tomó una muestra 

semanal de sangre por medio de un corte transversal en la vena caudal. La sangre 

fue centrifugada a 2500 rpm para extraer el suero. El suero fue almacenado a -20°C 

hasta su uso. Los niveles se detectaron por el método de ELISA-Sándwich con el 

kit respectivo a cada citocina (Peprotech). 

Elaboración de Ag total de islote pancreático (AgTIP)  

Se sacrificaron ratones WT sanos de 8 semanas de edad a los cuales se les 

extrajeron los islotes pancreáticos por medio de digestión en colagenasa y gradiente 

de Ficoll (SIGMA-ALDRICH). Brevemente, posterior a su extracción, el páncreas fue 

cortado en trozos de aproximadamente 2mm con tijeras de disección (Krown or 

stainless). Se añadió solución de colagenasa IV (Sigma, México), en solución de 

Hanks (GIBCO ® México) en una concentración de 1mg/ml por cada órgano 

disectado y se colocó en baño de agitación a 36° durante 10 min hasta disolver el 

tejido. Inmediatamente después se paró la reacción con solución de Hanks fría y se 
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centrifugó durante 10 min a 2000 rpm. Se retiró el sobrenadante, se lavó con 20 ml 

de solución de Hanks y se centrifugó nuevamente a 2000 rpm. Finalmente, se retiró 

el sobrenadante y la pastilla se disolvió en 5 ml de Ficoll al 27% en un tubo Falcon 

de 50 ml; posteriormente se agregaron 3 ml de Ficoll al 23% suavemente y por las 

paredes del tubo para no romper del gradiente, seguido de 3 ml de Ficoll al 21% y 

19% vertidos dentro del tubo con el mismo cuidado. Una vez formado el gradiente, 

se centrifugó por 15 min a 2000 rpm sin aceleración ni freno.  Después de 

centrifugar, se extrajo el tejido ubicado entre el 23 y 21% de Ficoll, en el cual se 

concentran los islotes pancreáticos. Los islotes se lavaron 2 veces con solución de 

Hanks para retirar el Ficoll y posteriormente los islotes fueron recopilados 

manualmente, la membrana celular de los islotes fue desintegrada utilizando un 

sonicador (Biogen). Una vez homogénea la muestra, se determinó la concentración 

de proteínas totales por el método de Lowry (apéndice 3).  

Determinación de IgG1 e IgG2a en suero  

El AgTIP se utilizó para determinar la concentración de anticuerpos IgG1 e 

IgG2a específicos para AgTIP en sangre por el método de dilución limitante en suero 

de ratones WT y Mif-/- sanos y a diferentes tiempos posteriores a la inducción con 

STZ. Brevemente, una placa de 96 pozos para ELISA (Costar) se cubrió con 100 l 

por pozo de AgTIP a una concentración de 5 mg/ml en buffer Tris pH 7.8. Las placas 

se incubaron toda la noche a 4°C. Posteriormente se lavaron con PBS-Tween-20 

0.05%, apéndice 3 (PBS-T; Merck, France) y fueron bloqueadas con PBS 

suplementado con 1% de suero fetal bobino (PBS-BSA al 1% Sigma Aldrich GE) 

por una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron con PBS-Tween 
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20 tres veces. Se colocaron 50l de muestra la primera columna de la placa y se 

diluyeron serialmente a la mitad a través de la fila correspondiente y se incubaron 

durante toda la noche a 4°C. Después de ser lavadas con PBS-Tween, las placas 

fueron incubadas por 45 min a temperatura ambiente con anticuerpos acoplados a 

peroxidasa de cabra anti-ratón anti IgG1 e IgG2a a una concentración de 1:1000 

respectivamente (Zymed, San Francisco, CA, USA). Las placas fueron lavadas y 

reveladas con una solución ABTS (Zymed), la absorbancia fue medida a 405nm en 

un lector de ELISAS (Epoch, Mexico City, Mexico). 

Análisis histológico de islotes pancreáticos  

Se hiso un análisis histológico de los islotes pancreáticos, los cuales fueron fijados, 

cortados y teñidos por hematoxilina-eosina (HE- apéndice 3) para evaluar el 

infiltrado celular en ratones WT y Mif-/- sanos y a las 8 semanas posteriores a la 

inducción con STZ. Además, se hizo una clasificación del grado de infiltrado celular 

(pérdida de morfología circular de los islotes pancreáticos), se evaluaron 30 islotes 

pancreáticos (30 islotes = 100%) de cada grupo experimental. 

Evaluación de activación/ maduración de Mo y CDs deficientes de MIF 
en el modelo de diabetes autoinmune experimental 

Para evaluar la expresión de moléculas co-estimuladoras en Mφ y CDs de ratones 

WT y Mif-/- se extrajeron las células totales de órganos linfoides cercanos al 

páncreas como bazo y ganglio mesentérico, además de células de la cavidad 

peritoneal por perfusión. Las células aisladas de cada órgano se trataron con 

anticuerpos específicos para CD80, CD86, CD40, TLR-2, TLR-4 y MHC-II (BD 
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Biosciences, EUA). Brevemente, se colocaron 1x106 células en tubos eppendorf de 

1.5 ml, las cuales se tiñeron con 2 µg/ml del Ac respectivo en 100 µl de buffer para 

FAC´s (apéndice 3) durante 40 min a 4°C en obscuridad. Pasado el tiempo, las 

células fueron lavadas 2 veces con buffer de FAC´s para retirar el Ac no acoplado. 

Las muestras se analizaron por citometría de flujo FACS CALIBUR (BD Calibur, 

USA). 

Análisis in vivo de la capacidad de respuesta de Mφ y CDs de ratones 
Mif-/-  

Para analizar la capacidad de iniciar una respuesta inflamatoria eficiente se 

hicieron co-cultivos de Mφ de ratones WT y Mif-/- tratados con STZ con linfocitos 

naїve sanos de ratones transgénicos para ovoalbúmina (Tg OVA) en presencia de 

antígeno OVA (10 µg/ml) y concanavalina A (ConA 2 µg/ml) como control positivo; 

se evaluó la capacidad de proliferación celular por el método de incorporación de 

timidina tritiada ([3H]-TdR), 0.5 Ci por pozo (18 hrs antes del tiempo de cosecha 

del cultivo). Cumplido el tiempo, los cultivos fueron cosechados y analizados en un 

contador de centelleo. 

Análisis de la expresión de células CD4+, CD8+ y CD4+CD25+FOXp3+ 
Treg por citometría de flujo 

Brevemente, se extrajo una muestra de sangre de ratones de los grupos WT 

y Mif-/- sanos y con 8 semanas post- inducción con STZ a los cuales se les extrajo 

500 l de sangre periférica de la vena caudal y fue depositada en tubos BD 

Vacutainer ® (BD México) los cuales contienen EDTAK2 como anticoagulante. Los 

eritrocitos fueron descartados por medio de choque osmótico con solución 
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hemolizante (apéndice 3) y posteriormente fueron incubados con los respectivos Ac 

para moléculas de membrana (CD4-PE y CD25-APC) y se incubaron por 20 min, 

posteriormente las células fueron permeabilizadas e incubadas con el Ac anti 

FOXp3 (Alexa Flour ®) durante 40 min (Mouse Treg Flow™ Kit FOXP3 Alexa Fluor 

® 488/CD4 APC/CD25 PE BioLegend). Las muestras fueron analizadas por 

citometría de flujo FAX CALIBUR (BD Calibur, USA). 

Restitución de MIF a nivel sistémico  

Tomando como base los niveles observados en sangre de MIF en los ratones WT 

sanos y durante las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ, nos dimos a la 

tarea de extrapolar las concentraciones de MIF en suero de ratones WT con STZ a 

las 3, 4, 6 y 8 semana posteriores a la inducción (figura 11). Posterior a la restitución 

de MIF en ratones Mif-/-STZ, se les extrajo sangre semanalmente para medir 

glucosa en sangre y concentración de citocinas y se analizó la expresión de 

moléculas en células de bazo como ya se explicó anteriormente. 
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Figura 11. Concentraciones semanales de MIF en sangre de ratones WTSTZ utilizadas para sustituir 
la concentración sistémica de MIF en ratones MIF -/- STZ. Las flechas rojas en la gráfica indican los 
puntos de las concentraciones de MIF que se tomaron en cuenta para la restitución. 

Cuantificación de producción de citocinas en esplenocitos de ratones 
WT y Mif-/- sanos y a las 8 semanas p.i. con STZ por RT-PCR. 

Para la extracción de mRNA se utilizaron ratones WT y Mif-/- sanos y con 8 semanas 

p.i. con STZ a los cuales se les diseccionó el bazo. Los esplenocitos totales fueron 

obtenidos en esterilidad por perfusión con solución salina (10 ml por órgano), 

posteriormente fueron centrifugados a 2000 rpm por 10 min a 4°C. Se retiró el 

sobrenadante y la pastilla de células obtenida fue resuspendida en 10 ml de solución 

hemolizante (apéndice 3) por 10 min a 4 °C. Pasado el tiempo, se paró la reacción 

con 10 ml de medio D-MEM complementado al 10% (apéndice 3). Las muestras 

fueron centrifugadas a 2000 rpm por 10 min a 4°C. La pastilla fue lavada dos veces 

con 10 ml de medio D-MEM para retirar por completo la solución hemolizante. A las 

pastillas obtenidas se le agregaron 500 μL de Trizol ® (SIGMA-ALDRICH) y fueron 



50 

congeladas a -70°C para la posterior extracción de mRNA. Para la extracción de 

mRNA, brevemente, a cada muestra se le agregó 200 μL de cloroformo por cada ml 

de Trizol agregado, fueron incubados durante 10 min a temperatura ambiente y 

centrifugados a 14000 rpm durante 15min a 4ºC. Se tomó el sobrenadante (fase 

transparente) y se agregaron 500 μL de isopropanol frio por ml de trizol utilizado. Se 

incubó 10 min y las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm por 15 min a 4°C. 

La pastilla obtenida fue lavada con 500 μl de entanol al 70%. Se secó el botón a 

temperatura ambiente y fue resuspendido en 20 μL de agua mQ con inhibidores de 

RNAsas. 

Para la síntesis del cDNA, se utilizaron 1000ng de mRNA por muestra, se le agregó 

1L de OLIGO-DT y se incubó a 70°C por 15 min en el termociclador. 

Posteriormente a cada muestra se le añadió 1 μL de buffer 5X (Tris-KCL), 2 μL de 

DTT, 1 μL de DNTPs y 1 μL de transcriptasa reversa y se incubaron a 37°C durante 

1 h y 70°C por 25 min. Se agregaron inhibidores de RNAsas (10 u/μl) y se 

almacenaron las muestras a -70°C hasta su uso. Se cuantificaron las muestras por 

longitud de onda (280/260 nm) en un espectrofotómetro (EPOCH, Biotek).  

Para la cuantificación de citocinas por el método de RT-PCR se utilizaron 1000 ng 

de cDNA y la enzima Hot Start Taq DNA Polymerase (FERMENTAS) de acuerdo 

con las instrucciones del fabricante. Las secuencias utilizadas fueron las siguientes: 

GAPDH (201pb) F-CTC ATG ACC ACA GTC CAT GC, R-CAC ATT GGG GGT AGG 

AAC AC; T° de alineación 54°C (145). IL-1β (502pb) F-CCC ATACTT TAG 

GAAGACACGGATT, R- TCATGGGATGATGATGATAACCTGCT; T° de alineación 

59°C (146). IL-10 (237pb) F-ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AGG CA, R-CTA 



51 

TGC AGT TGA TGA AGA TGT CAA A; T° de alineación 56°C (147). TGF-β (195pb) 

F-GCC CTT CCT GCT CCT CAT, R-TTG GCA TGG TAG CCC TTG; T° de 

alineación 52°C (148). TNF-α (307pb) F-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCA TTG 

C, R-ACA TTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG; T° de alineación 59°C (146). Foxp3 

(112pb) F-GGC CCT TCT CCA GGA CAG A, R-GCT GAT CAT GGC TGG GTT GT; 

T° de alineación 56°C (149). Las condiciones de amplificación fueron: 95°C por 5´, 

94°C por 40”, 52°C-59°C (dependiendo del primer utilizado) por 40”, 72°C por 30”, 

72°C por 4” y 4°C por 10 min; de 35 a 40 ciclos dependiendo del primer utilizado. 

Los productos obtenidos por RT-PCR se pasaron por un gel de agarosa al 0.5% 

(apéndice 3) por electroforesis para su posterior análisis. Las imágenes de 

electroforesis obtenidas (Fotodocumentador BioRad GEL DOCTM EZ System, 

México) fueron analizadas con el programa Photoshop para obtener los pixeles 

correspondientes a cada banda. Con los valores obtenidos se hizo una 

normalización a partir de los valores de GAPDH. 

Estadística 

Los resultados fueron analizados en GraphPad Prism 6 usando las pruebas 

estadísticas “t” de Student, una * p<0.05 fue considerada estadísticamente 

significativa.  Para el análisis de anticuerpos se utilizó la prueba de U de Mann-

Whitney. 
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RESULTADOS 

El uso de ratones genéticamente modificados para MIF (Mif-/-) ha causado 

controversia, debido a que cabe la posibilidad de que, al ser modificado un gen, no 

solo se vea afectada la transcripción de éste, sino que además se vean afectadas 

otras proteínas que pudiesen enmascarar el efecto real de la proteína blanco. Es 

por ello que el primer objetivo en este trabajo fue evaluar el mecanismo de acción 

de la STZ en los ratones WT y Mif-/-, para verificar que el efecto de la STZ sea 

comparable en los dos grupos experimentales. 

Validación del modelo. La ausencia de MIF no modifica la morfología de 
los islotes pancreáticos 

Se evaluó la morfología de los islotes pancreáticos, en los ratones sanos WT y Mif-

/-. Como se observa en la figura 12, los islotes sanos de ambos grupos 

experimentales presentaron una estructura bien definida; tienen una morfología 

circular, y es posible distinguirlos entre el tejido arcinar.  

 

 
 

 

 
 

 

 

Figura 10. Análisis histológico de los islotes pancreáticos de ratones sanos WT y Mif-/- por el método 
de HE. Los islotes de ambos grupos no presentan alteraciones morfológicas aparentes. 
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La ausencia de MIF no modifica la transcripción y expresión de GLUT-2 

Los islotes pancreáticos de ratón están conformados por un 75% de células β, 19% 

de células α y un 6% de células δ (150). Las células β actúan como sensores 

sistémicos que detectan la presencia de glucosa en sangre a través del 

transportador de glucosa 2, GLUT-2 por sus siglas en inglés (151).  

La STZ, fármaco que se utilizó en este trabajo para la inducción de diabetes 

autoinmune, es internalizada a la célula β pancreática a través del GLUT-2 ya que 

su estructura química es muy semejante a la estructura de la glucosa (152).  

De acuerdo con lo anterior nos dimos a la tarea de determinar la expresión del 

GLUT-2 en la membrana de los islotes pancreáticos de ratones WT y Mif-/- sanos, 

para lo cual realizamos una inmunofluorescencia para la expresión de GLUT-2 en 

membrana (figura 13 a).  

Como se observa en la figura 13 A los islotes de ambos grupos presentan una 

fluorescencia similar de manera no cuantitativa. Esto fue corroborado determinando 

la expresión del transcrito del gen que codifica para GLUT-2 por RT-PCR y PCR 

tiempo real (Figura 13 B y C) obtuvimos que tanto los ratones Mif-/- como los WT 

sanos no presentaron diferencia en la transcripción del GLUT-2 y esta tendencia se 

mantuvo inclusive después de la inducción con la STZ. 

 

 

 



54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 13. Cuantificación cualitativa de la transcripción y expresión de GLUT-2en los islotes 
pancreáticos de ratones WT y Mif-/- sanos. A) análisis por inmunofluorescencia de la expresión de 
GLUT-2 en membrana de las células β de los islotes pancreáticos. B) Cuantificación del transcripto 
de GLUT-2 tanto por RT-PCR como por PCR tiempo real. C) Cuantificación del transcripto para 
GLUT-2 antes y después de la inducción con STZ en ambos grupos. 
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La producción de insulina en ratones Mif-/- sanos es igual que en los 
ratones WT 

Por otro lado, examinamos la producción de insulina de islotes de ratones Mif-/- y 

ratones WT sanos a las 8 semanas de edad por medio de la técnica de 

inmunohistoquímica. Observamos que la insulina se concentró en el centro del islote 

pancreático en ambos grupos (figura 14).  

 

  

 

 

 

 

 

 
 
Figura 11. Presencia de insulina en los islotes pancreáticos de ratones WT y Mif-/- sanos, por medio 
de inmunohistoquímica. 
 

Además, se determinó la producción de insulina mediante la cuantificación de 

insulina en sangre en ratones sanos WT y Mif-/- por el método de ELISA. Como se 

puede observar en la figura 15, no se encontraron diferencias significativas entre los 

grupos. 
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Figura 12. Concentración de insulina en sangre en ratones WT y Mif-/- sanos. Como se su puede 
observar, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos. n=25, “t” de Student p>0.05, 
GraphPad Prism. 
 

CONCLUSIÓN 1. Con base a los resultados anteriores, se puede concluir que no hubo 

evidencia de que hubiera alguna predisposición inherente a las características genéticas de 

los ratones Mif-/- comparado con los WT que sesgara los resultados entre los ratones WT 

y Mif-/- en cuanto al efecto de la STZ se refiere. 

 

En el modelo de inducción de diabetes autoinmune, MIF influye en el 
desarrollo de la hiperglucemia 

Una vez que corroboramos que tanto los ratones Mif-/- y WT sanos presentan las 

mismas condiciones en el islote pancreático, tratamos ratones de ambos grupos con 

STZ y los monitoreamos por 8 semanas. Como se observa en la gráfica 1, los 

ratones WT alcanzaron niveles superiores a los 200 mg/dL de glucosa en sangre a 

partir de la segunda semana p.i., y este efecto se mantuvo hasta la 8° semana p.i. 
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Contrariamente, los ratones deficientes de MIF apenas lograron superar los 200 

mg/dL de glucosa en sangre durante la cuarta y sexta semana p.i., sin embargo 

para la 8° semana p.i. las concentraciones de glucosa en sangre se encontraron por 

debajo del parámetro que los califica como diabéticos (gráfica 1 triangulo invertido 

negro). 
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Gráfica 1. La ausencia de MIF evita que se desarrolle hiperglucemia en un modelo murino de 
diabetes autoinmune. A partir de la segunda semana y hasta las 8 semanas del experimento los 
ratones WT presentaron concentraciones de glucosa en sangre por arriba de 200 mg/dL, mientras 
que los ratones Mif-/- STZ no presentan tales incrementos de glucosa en sangre. El punto 0 
representa los niveles basales en ambos grupos. “t” de Student p<0.05. 
 

La ausencia de MIF evita la disminución de insulina en sangre posterior 
a la inducción con STZ 

Considerando que la diabetes tipo uno es insulinodependiente es de gran 

importancia la disminución de la insulina en la enfermedad, por lo que medimos los 

niveles de insulina en sangre de ratones Mif-/- y WT sanos e inducidos con STZ. 
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Observamos que no hubo diferencias estadísticamente significativas en la 

producción basal (sanos) en ambos grupos (gráfica 2, semana 0 p.i.). Lo anterior 

correlaciona con la detección de insulina por medio de inmunohistoquímica en 

islotes pancreáticos en donde no se observaron diferencias entre los 2 grupos 

(figura 14). 
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Gráfica 2. Concentración de insulina en sangre. Las producciones basales de insulina de ambos 
grupos no presentan diferencias estadísticas. Posterior a la inducción con STZ la concentración de 
insulina en ratones WT revelan un proceso compensatorio durante la semana 2 y decaen por debajo 
de los basales a la semana 8, mientras que los ratones deficientes en MIF no sufrieron cambios. El 
punto 0 representa los niveles basales en ambos grupos. n=25, “t” de Student *p<0.05 GraphPad 
Prism 6.  
 

Sin embargo, después de la inducción con STZ, los ratones WT STZ presentaron 

un incremento en la concentración de insulina (gráfica 2, semana 2 p.i.). Durante la 

cuarta semana no se observaron diferencias significativas entre los grupos, pero en 

la semana 8 posterior a la inducción los niveles de insulina en sangre de los ratones 
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WT STZ disminuyeron aproximadamente la mitad comparado con las 

concentraciones iniciales en el mismo grupo. 

Por otro lado, es importante resaltar que durante las 8 semanas experimentales los 

niveles de insulina en sangre de los ratones Mif-/- STZ no sufrieron cambios. Para 

corroborar que la STZ estaba actuando en los ratones Mif-/- STZ, retamos a los 

ratones de este grupo al doble de la dosis de STZ (80md/kg de peso) y se observó 

que los ratones Mif-/- desarrollan hiperglucemias mayores a los 400 mg/dL de 

glucosa en sangre y el 100% de los animales perecen a los 13 días post-inducción 

(gráfica 3). De esta manera se corroboró que la STZ si tiene efecto en los ratones 

Mif-/- únicamente a dosis altas. 
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Gráfica 3.  Niveles de glucosa en sangre en ratones Mif-/- retados con 80mg/kg de STZ y sobrevida. 
n=10, “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
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MIF participa en la producción de citocinas inflamatorias sistémicas en 
el modelo de diabetes autoinmune 

Otro de los criterios de diagnóstico para la diabetes autoinmune, además de la 

hiperglucemia y la presencia de insulina en sangre, son las altas concentraciones 

de marcadores inflamatorios, por lo cual medimos en sangre los niveles de citocinas 

inflamatorias más representativas.  

Las citocinas comúnmente relacionadas con la diabetes tipo 1 son; IL-12, INF-, IL-

17 y MIF, entre otras. Nosotros observamos que en los ratones Mif-/- STZ, la IL-12 

tuvo un ligero incremento que alcanzó su máximo pico en la semana 4, sin embargo, 

este incremento fue significativamente menor que el incremento observado en los 

ratones WT STZ (Gráfica 4 A). Por otro lado, los niveles de INF- en los ratones Mif-

/- STZ no presentaron ningún incremento, mientras que en los ratones WT STZ si 

se observó un incremento significativo en los ratones WT STZ desde la segunda 

semana post-tratamiento (gráfica 4B). 

En el caso de la interleucina 17 (IL-17) vinculada con la respuesta inflamatoria Th17 

(153), no se observaron diferencias entre los grupos durante las primeras seis 

semanas posteriores a la inducción, fue hasta la semana 8 p.i. cuando se 

presentaron diferencias estadísticamente significativas, ya que los ratones WT STZ 

produjeron cinco veces más IL-17 (gráfica 4, C).  

Por otra parte, la producción de MIF se encontró elevada en los ratones WT, 

mientras que en los ratones deficientes de MIF no hubo producción del mismo, como 

era de esperarse (gráfica 4, D).  
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Gráfica 4.  Producción de citocinas inflamatorias el desarrollo de la DMT1. Los ratones WT presentan 
mayor producción de citocinas inflamatorias mientras que los ratones deficientes de MIF producen 
niveles menores. Los ratones Mif-/- no son capaces de establecer un proceso inflamatorio. El punto 
0 representa los niveles basales en ambos grupos. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 

 

También medimos citocinas anti-inflamatorias como IL-4 e IL-13. De acuerdo con la 

gráfica 5 A, los ratones Mif-/- STZ produjeron mayor cantidad de IL-4 sólo durante 

la semana 8, mientras que las concentraciones de IL-13 fueron significativamente 

mayores durante la semana 2 y 4 en el mismo grupo (gráfica 5 B). Lo que sugiere 

que los ratones Mif-/- STZ desarrollaron principalmente una respuesta anti-

inflamatoria. 
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Gráfica 5. Niveles de citocinas anti-inflamatorias en los ratones Mif-/- STZ y WT STZ durante las 8 
semanas posteriores a la inducción. El punto 0 representa los niveles basales, antes del tratamiento 
con STZ, en ambos grupos.  “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
 

MIF influye en la producción de anticuerpos específicos para Ag total de 
Islote β pancreático 

La insulitis es el establecimiento de una respuesta inflamatoria autoinmune dirigida 

específicamente contra las células β pancreáticas. En este proceso se generan 

auto-anticuerpos contra diferentes antígenos propios como GAD65, insulina, ZnT8A 

(41). En este trabajo se midieron dos anticuerpos específicos contra antígeno total 

de islote pancreático, IgG1 característico de respuestas tipo Th2 anti-inflamatoria e 

IgG2a característico de una respuesta inflamatoria Th1. Como se observa en la 

gráfica 6B, los ratones Mif-/- STZ produjeron concentraciones más elevadas de IgG1 

(Th2). Por el contrario, los ratones WT STZ produjeron mayor cantidad de IgG2a 

(Th1) a partir de la segunda semana p.i. con STZ (gráfica 6 A). Este resultado 

concuerda con la producción de citocinas observadas, donde los ratones WT STZ 
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produjeron mayores concentraciones de citocinas Th1; mientras que los ratones Mif-

/- STZ produjeron mayores concentraciones de citocinas tipo Th2. 
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Gráfica 6. Concentraciones de Ac específicos contra AgTIP en suero de ratones Mif-/- STZ y WT 
STZ. El punto 0 representa los niveles basales (antes del tratamiento con STZ) en ambos grupos. “t” 
de Student p<0.05 GraphPad Prism 6.  
 

CONCLUSIÓN 2. Tomando en cuenta los resultados anteriores podemos concluir 

que los ratones WT desarrollan un grado de inflamación mayor (determinado por los 

niveles de citocinas pro-inflamatorias y presencia de IgG2a en sangre). En los 

ratones Mif-/-STZ no se desarrolló una respuesta autoinmune inflamatoria, a pesar 

del reconocimiento de antígenos propios. 
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MIF influye en el grado de infiltración de los islotes pancreáticos 

Considerando que, ante la ausencia de MIF, no se está desarrollando una respuesta 

inflamatoria del mismo grado que en los ratones WT en el modelo de diabetes 

autoinmune a nivel sistémico, buscamos determinar la respuesta in situ en éste 

modelo. De manera que se hizo un análisis histológico de los islotes pancreáticos 

de ratones Mif-/- y WT a las 8 semanas p.i. Observamos que en los ratones Mif-/-, 

solo el 33% de los islotes se encontraron levemente infiltrados, por otro lado, en los 

ratones WT STZ el 100% de los islotes estaban infiltrados (Gráfica 7) y el infiltrado 

que presentaron fue mayor comparado con el que presentaron los islotes 

provenientes de los ratones Mif-/-STZ (Tabla 1). La mayoría de los islotes infiltrados 

en los ratones WT STZ perdieron por completo la morfología circular, mientras que 

ninguno de los islotes infiltrados en los ratones Mif-/-STZ perdieron su forma circular 

(Figura 16), Lo cual correlaciona con la baja producción de insulina en los ratones 

WT STZ en la semana 8 (Gráfica 2).  
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Gráfica 7. Porcentaje de islotes infiltrados en ratones WT STZ y Mif-/-STZ a las 8 semanas 
posteriores a la inducción. En los ratones sanos de ambos grupos no se detectaron islotes infiltrados 
(ND). “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
 

 

 

 

 

 

Figura 13. Criterio de clasificación de los islotes pancreáticos infiltrados en ratones WT STZ y Mif-/-
STZ a las 8 semanas posteriores a la inducción. 
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ND= infiltrado no detectado 

Como se mencionó anteriormente en los ratones WT STZ se perdió la morfología 

circular del islote pancreático (Figura 17 A y B), se observó claramente una gran 

cantidad de células infiltrando el islote (flechas negras), incluso se pudo apreciar la 

entrada de las células que están infiltrando el tejido desde los capilares (flechas 

rojas). Todo lo anterior no se observó en el grupo de los ratones deficientes de MIF 

(Mif-/- STZ), en los cuales el infiltrado fue mínimo a las 8 semanas p.i. y la morfología 

de los islotes se mantuvo (Figura 17 C y D). 

 

 

 

 

 

 

N° de islotes 

contados. 

N° de 

islotes 

infiltrados. 

N° de islotes 

no infiltrados. 

N° de islotes 

infiltrados, 

morfología 

circular. 

N° de islotes 

infiltrados, perdida 

morfología circular. 

WT Sano 100 ND ND ND ND 

WT STZ 100 100 ND 35 65 

Mif-/- Sano 100 ND ND ND ND 

Mif-/-STZ 100 33 67 33 ND 

Tabla 1. Grado de infiltración en islotes pancreáticos. 
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Figura 14. Análisis del infiltrado de los islotes pancreáticos a la semana 8 posterior a la inducción en 
los ratones WT STZ y Mif-/-STZ.  
 

CONCLUSIÓN 3. Los islotes pancreáticos de los ratones WT STZ presentaron 

mayor infiltrado celular a las 8 semanas p.i. comparado con los ratones Mif -/- STZ. 
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MIF promueve la expresión de CD80 y CD86 en Mφ y CDs de diferentes 
tejidos en ratones WT a diferentes tiempos posteriores a la inducción con 

STZ 

De acuerdo con la literatura las principales células que se encuentran en el infiltrado 

en los islotes pancreáticos son Mφ, CDs, linfocitos T CD4+ y CD8+ (154,155), las 

cuales que orquestan el proceso de insulitis. 

 En este trabajo nos enfocamos en las CPA, concretamente los Mφ y CDs, ya que 

son las primeras en reconocer los antígenos propios, activan a los linfocitos y 

expanden la respuesta autoinmune. Evaluamos la activación y maduración de los 

Mφ y CDs por medio de la expresión de moléculas co-estimuladoras indispensables 

para la presentación del antígeno en diferentes tejidos.  

Páncreas. El análisis de los Mφ y CDs en páncreas mostró que durante la semana 

2, 4 y 8 posterior al tratamiento con STZ, los ratones WT presentaron una elevada 

presencia de Mφ F4/80+ (gráfica 8 A); estos Mφ presentaron una mayor expresión 

de las moléculas co-estimuladoras CD80 (gráfica 8 B) y CD86 (gráfica 8 C) durante 

la semana 4 y 8 post tratamiento con STZ, comparado con los ratones Mif-/-STZ en 

los mismos tiempos.  
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Gráfica 8. Cuantificación de Mφ en el páncreas y evaluación de la expresión de moléculas co-
estimuladoras en los diferentes grupos experimentales en los diferentes tiempos. A) Promedio del 
coeficiente de variación (CV) de Mφ F480+ CD80+. B) Promedio del CV de Mφ F480+ CD86+. C) 
Promedio del CV de análisis de Mφ F480+ en páncreas. D) Histogramas del IFM de Mφ F480+ 
CD80+ y CD86+. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
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Por otro lado, las células dendríticas de páncreas en ratones WT tratados con STZ 

presentaron una mayor expresión de CD80 a partir de la semana 4 posterior a la 

inducción con STZ comparado con los ratones Mif-/-STZ (gráfica 9 B). Sin embargo, 

en la expresión de la molécula CD86 no se observaron diferencias significativas 

entre los grupos durante los diferentes tiempos experimentales (gráfica 9 C). 

Las diferencias que se observaron en índice de fluorescencia media y coeficiente 

de variación (CV) de expresión de las moléculas CD80 y CD86, también se 

reflejaron en cuanto al porcentaje de células positivas para la molécula (Figura 9 A).  

CONCLUSIÓN 4. Estos resultados demuestran que MIF influye en el reclutamiento 

de Mφ y CDs en el páncreas en el modelo de DMT1 experimental. Además, se 

demuestra que MIF influye en la expresión de las moléculas co-estimuladoras CD80 

y CD86 en estas células. 
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WT STZ 

Gráfica 9. Cuantificación de las CD en el páncreas y evaluación de la expresión de moléculas co-
estimuladoras en los diferentes grupos experimentales. A) Promedio del coeficiente de variación 
(CV) de CDs CD11c+. B) Promedio del CV de CDs CD11c+ CD80+. C) Promedio del CV de CDs 
CD11c+ CD86+ en páncreas. D) Histogramas del IFM de CDs CD11c+ CD80+ y CD86+. “t” de 
Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
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Las diferencias que se observaron en índice de fluorescencia media y coeficiente 

de variación (CV) de expresión de las moléculas CD80 y CD86 en Mφ y CDs de 

páncreas, también se reflejaron en cuanto al porcentaje de células positivas para la 

molécula (Figura 18).  

Figura 18. Cinética de expresión de moléculas CD80 y CD86 en Mφs y CDs en páncreas de ratones 
WT STZ y Mif-/-STZ. 
 

Bazo. El bazo es un órgano linfoide muy cercano al páncreas, por lo cual 

consideramos que era muy probable que tuviese una participación importante como 

Mif-/-STZ 

WT STZ 
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lugar de activación de linfocitos hacía un perfil autoinmune. Es por ello que 

evaluamos el reclutamiento de Mφ y CDs en este órgano. Encontramos que durante 

las primeras semanas post tratamiento con STZ no hubo diferencias en el número 

de Mφ en el bazo de ratones WT y Mif -/- (semanas 2 y 4). Sin embargo, observamos 

que durante la semana 8 el número de Mφ se incrementó de manera significativa 

en los ratones Mif-/-STZ (gráfica 10 A). Como ya se mencionó previamente, en las 

semanas 2 y 4 no encontramos diferencias en el número de Mφ entre los grupos 

WT STZ y Mif-/-STZ, pero si se observaron diferencias en la expresión de moléculas 

co-estimuladoras; de manera que los ratones WT STZ presentaron niveles mayores 

de expresión de las moléculas CD80 comparados con los registrados en las células 

de ratones Mif-/-STZ. Además, observamos que durante la semana 8 en la cual 

incrementó el número de Mφ en los ratones Mif-/-STZ, los niveles de expresión de 

CD80 se mantuvieron por debajo de los ratones WT STZ (Gráfica 10 B). En el caso 

de la expresión de la molécula CD86, ésta tuvo baja expresión desde la semana 2 

hasta la semana 8 p.i. en los ratones Mif-/-STZ comparado con la expresión 

observada en los ratones WT STZ (Gráfica 10 C). 
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Gráfica 10.  Cuantificación de Mφ y evaluación de la expresión de moléculas co-estimuladoras en 
macrófagos positivos para CD80 y CD86 en bazo. Células de bazo de ratones WT (•), Mif-/- (■). A) 
número de células F4/80+ de bazo. B) número de células F4/80+ (Mφ) positivas para CD80. C) 
número de células F4/80+ (Mφ) positivas para CD86. La determinación se hizo a los 2, 4, 6 y 8 días 
post-inducción. “t” de Student *p<0.05, GraphPad Prism 6. 
 

En los ratones Mif-/-STZ también presentó un incremento en el número de CDs 

(CD11c+) en bazo, pero en éste caso fue durante la segunda semana post 

tratamiento con STZ (Gráfica 11 A). Sin embargo, durante esa semana no se 

presentaron diferencias en la expresión de la molécula CD80 con respecto a los 

ratones WT STZ (Gráfica 11 B). Durante la semana 4 y 8 hubo una menor expresión 

de CD80 en las CD de ratones Mif-/-STZ comparados con los WT STZ. La molécula 
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CD86 se expresó menos en CDs de ratones Mif-/-STZ a partir de la segunda 

semana y hasta las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ (Gráfica 11 C). 
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Gráfica 91. Cuantificación de CDs y evaluación de la expresión de moléculas co-estimuladoras en 
los diferentes grupos experimentales en los diferentes tiempos en células de bazo. Ratones WT (•) 
y Mif-/- (■). La determinación de la expresión de las moléculas se hizo a las semanas 2,4,6 y 8 post 
tratamiento con STZ. A) número de células de bazo CD11c+. B) número de células CD11b+ (CDs) 
positivas para CD80. C) número de células CD11b+ (CDs) positivas para CD86. “t” de Student 
p<0.05, GraphPad Prism 6. 
 

Las diferencias que se observaron en índice de fluorescencia media y coeficiente 

de variación (CV) de expresión de las moléculas CD80 y CD86 en Mφ y CDs de 
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bazo, también se reflejaron en cuanto al porcentaje de células positivas para la 

molécula (Figura 19).  

 

Figura 19. Plots representativos de la cinética de expresión de CD80 y CD86. Análisis por el 
programa Cyflogic. 
 

 

Peritoneo. Finalmente, analizamos el patrón de expresión de las moléculas CD80 y 

CD86 en la cavidad peritoneal; en este caso los ratones Mif-/-STZ presentaron 
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mayor expresión del marcador de Mφ clásicamente activados F4/80 (gráfica 12 A). 

Sin embargo, estas células no presentaron cambios en cuanto a la expresión de 

CD80 y CD86 a lo largo del experimento (gráfica 12 B y C). Contrariamente, los 

ratones WT STZ presentaron un pico de expresión de las moléculas CD80 y CD86 

durante la segunda semana posterior a la inducción (gráfica 12 B y C).  
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Gráfica 12. Cuantificación de la expresión de F480, CD80 y CD86 en células de peritoneo en los 
diferentes tiempos experimentales posteriores a la inducción con STZ. A) Promedio del coeficiente 
de variación (CV) de Mφ F480+. B) Promedio del CV de Mφ F480+ CD80+. C) Promedio del CV de 
análisis de Mφ F480+ CD86+ en páncreas. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
 

En cuanto a las CDs, los ratones Mif-/-STZ presentaron una mayor expresión de 

CD11c durante la semana 4 (gráfica 13, A y B). Por otro lado, los ratones Mif-/-STZ 
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mantuvieron una baja expresión de células CD11c+ CD86+ durante todos los 

tiempos experimentales (gráfica 13 C). 
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Gráfica 13. Cuantificación de la expresión de CD11c, CD80 y CD86 en células de peritoneo en los 
diferentes tiempos experimentales posteriores a la inducción con STZ. A) Promedio del coeficiente 
de variación (CV) de CDs CD11c+. B) Promedio del CV de CDs CD11c+ CD80+. C) Promedio del 
CV de CDs CD11c+ CD86+ en páncreas. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
 

 



79 

Las diferencias que se observaron en índice de fluorescencia media y CV de 

expresión de las moléculas CD80 y CD86 en Mφ y CDs de peritoneo, también se 

reflejaron en cuanto al porcentaje de células positivas para la molécula (Figura 20).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20. Cinética de porcentaje de células CD80+ y CD86+ en Mφ y CDs en peritoneo de ratones 
WTSTZ y Mif-/-STZ. Cyflogic.  
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MIF participa en la expresión de MHC-II en Mφ y CDs de bazo y 
peritoneo 

Evaluamos la expresión de MHC-II en Mφ y CDs de bazo y células de peritoneo. 

Se encontró que los Mφ y CDs de bazo de ratones Mif-/-STZ expresaron niveles 

significativamente menores de MHC-II a partir de la semana cuatro y hasta la 8ª 

semana posterior a la inducción comparados con los Mφ y CDs de ratones WT 

STZ (Gráfica 14 A y B). 
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Gráfica 14. Cuantificación de la expresión de MHC-II en células de bazo en los diferentes tiempos 
experimentales posteriores a la inducción con STZ. A) Promedio del porcentaje de Mφ F480+ MHC-
II+. B) Promedio del porcentaje de CDs CD11c+ MHC-II+.  “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 
6. 
 

Los Mφ y CDs de peritoneo de ratones Mif-/-STZ expresaron niveles menores de 

MHC-II a partir de la segunda semana posterior a la inducción con STZ comparado 

con los ratones WT STZ (Gráfica 15 A y B). 
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Gráfica15. Cuantificación de la expresión de MHC-II en células de peritoneo en los diferentes tiempos 
experimentales posteriores a la inducción con STZ. A) Promedio del porcentaje de Mφ F480+ MHC-
II+. B) Promedio del porcentaje de CDs CD11c+ MHC-II+.  “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 
6. 
 

MIF participa en el proceso de expresión de receptores de membrana 
como TLR-2, TLR-4, CD40 y CCR5 en Mφ y CDs de bazo 

Analizamos la expresión de TLR-2 y TLR-4 en Mφ y CDs de bazo de ratones WT y 

Mif-/- durante los diferentes tiempos experimentales posteriores a la inducción con 

STZ y observamos que los Mφ de ratones Mif-/-STZ presentaron una menor 

expresión de TLR-2 y TLR-4 (Gráfica 16 A y B) a partir de la semana dos p.i., 

registraron una mayor diferencia durante la semana cuatro p.i. con STZ.  
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Gráfica 16. Cuantificación de la expresión de TLR-2 y TLR-4 en Mφ y CDs de bazo en los diferentes 
tiempos experimentales posteriores a la inducción con STZ. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 
6. 
 

Las CDs de bazo de ratones Mif-/- STZ presentaron una menor expresión de TLR-

2 solo durante las semanas dos y cuatro, sin embargo, fue en ésta última en donde 

se encontraron las mayores diferencias en su expresión (gráfica 16 C). La expresión 

de TLR-4 en los ratones Mif-/- STZ fue menor comparado con los ratones WT STZ 

únicamente durante la semana 4 p.i. (gráfica 16 D). 



83 

La expresión de CD40 y CCR5 en Mφ y CDs se determinó a la semana 8 p.i. con 

STZ. Se observó que los Mφ WT STZ presentaron una mayor expresión de la 

molécula CD40 y CCR5 (gráfica 17 C y D). 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 17. Expresión de CD40 y CCR5 en bazo. Histogramas representativos de 3 experimentos 
independientes en donde se observa el índice de fluorescencia media (IFM) de expresión de las 
moléculas CD40 (A y B) y CCR5 (C y D) en Mφ de bazo de ratones WT STZ y Mif-/-STZ a las 8 
semanas posteriores a la inducción. N=10 “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6. 
 

Las CDs en bazo de ratones WT STZ presentaron mayor expresión de CD40 y 

CCR5 comparado con los ratones Mif-/-STZ a las 8 semanas posteriores a la 

inducción (Gráfica 18 A y B). 
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Gráfica 18. IFM de expresión de las moléculas CD40 y CCR5 en CDs de bazo de ratones WTSTZ y 
Mif-/-STZ a las 8 semanas posteriores a la inducción. N=10 “t” de Student p<0.05 GraphPad Prism 
6.  
 

CONCLUSIÓN 5. MIF es importante para la correcta expresión de moléculas co-

estimuladoras como CD80 y CD86; así como para la expresión de otros receptores 

de membrana como MHC-II, TLR-2, TLR-4, CD40 y CCR5 en Mφ y CDs de bazo en 

un modelo de DMT1 por inducción con STZ. En peritoneo no se encontraron 

diferencias significativas en la expresión de las moléculas analizadas. 
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Las hiperglucemias y los niveles de citocinas pro-inflamatorias en 
sangre incrementan con la restitución sistémica de MIF en los ratones Mif-/-

STZ 

Para corroborar que MIF participa en el proceso inflamatorio relacionado con la 

insulitis se restituyeron los niveles sistémicos de MIF en los ratones Mif-/-STZ. 

Observamos que durante las primeras dos semanas los ratones Mif-/-STZ+ MIF 

recombinante (MIFrec) desarrollaron niveles de glucosa en sangre cercanos a los 

encontrados en los ratones WT STZ. Fue hasta la semana 8 en la que observamos 

que la reconstitución exógena de MIF no fue suficiente para alcanzar los niveles de 

glucosa en sangre equitativos a los mostrados por los ratones WT STZ (gráfica 19), 

línea roja).  
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Gráfica 19. Glucemia en ratones Mif-/- STZ posterior a la restitución de MIF. n =10. p<0.05 “t” de 
Student. (Graphpad Prism 6). 
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La restitución de MIF en ratones Mif-/-STZ+MIFrec generó hiperglucemias idénticas 

a las presentadas por los ratones WT STZ durante las 6 primeras semanas, por lo 

que medimos la producción de citocinas inflamatorias durante los tiempos 

tempranos posteriores a la inducción (gráfica 20 A) y también la semana 8 posterior 

a la inducción (gráfica 20 B) y observamos que en el caso de la citocina TNF-α ésta 

se incrementó a partir del día 5 posterior a la inducción. Los ratones Mif-/- 

STZ+MIFrec mantuvieron una alta producción de TNFα en la semana 6 y 8 

posteriores a la inducción comparados con los ratones Mif-/-STZ. 
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Gráfica 10. Niveles de TNF-α posterior a la restitución de MIF en ratones Mif-/- STZ. A) Niveles 
de TNF-α en los primeros 5 días de restitución de MIF. B) Niveles de TNF-α a partir de la segunda 
semana posterior a la restitución de MIF. n =10. p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism 6). 
 

Medimos la producción de IL-12 en ratones Mif-/-STZ+MIFrec y se observó que la 

restitución de MIF ocasionó el incremento en la producción de IL-12 en los ratones 

Mif-/-STZ+MIFrec de manera inmediata a partir del primer día posterior a la 

inducción, esta evaluación se mantuvo hasta la semana 8p.i. Los niveles de IL-12 
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producidos por los ratones Mif-/-STZ+MIFrec superan a los que se produjeron en 

los ratones WT STZ en el mismo tiempo experimental (gráfica 21). 
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Gráfica 11. Niveles de IL-12 posterior a la restitución de MIF en ratones Mif-/- STZ. A) Niveles 
de IL-12 en los primeros 5 días de restitución de MIF. B) Niveles de IL-12 a partir de la segunda 
semana posterior a la restitución de MIF. n =10. p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism 6). 
 

La citocina pro-inflamatoria IL1-β es una de las más relacionadas con el desarrollo 

de la diabetes ya que se encuentra en concentraciones altas durante la enfermedad 

(156). 

 Al restituir los niveles sistémicos de MIF en los ratones Mif-/-STZ+MIFrec se 

compensaron los niveles de IL-1β a partir del día 5 post tratamiento con STZ y no 

se presentaron diferencias significativas en la concentración de esta citocina 

durante las semanas 2, 6 y 8 con respecto a los ratones silvestres (WT STZ) 

exceptuando la semana 4 en la cual los ratones WT STZ presentan un pico de 

producción de IL-1β que no se observa con la adición del MIF recombinante en los 

ratones Mif-/-STZ+MIFrec (gráfica 22). 
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Gráfica 12. Niveles de IL-1β posterior a la restitución de MIF en ratones Mif-/-STZ. A) Niveles 
de IL-1β en los primeros 5 días de restitución de MIF. B) Niveles de IL-1β a partir de la segunda 
semana posterior a la restitución de MIF.        Mif-/-STZ+MIFrec. n =10. p<0.05 “t” de Student 
(Graphpad Prism 6). 
 

Adicionalmente medimos los niveles de producción de IL-6 posterior a la restitución 

sistémica de MIF y observamos que durante los primeros 5 días de inducción la IL-

6 se incrementó de manera significativa comparada con las concentraciones que 

presentaron los ratones Mif-/-STZ e incluso superó los niveles producidos por los 

ratones WT STZ en una proporción dos veces mayor a partir del tercer día posterior 

a la inducción (gráfica 23 A). Sin embargo, la mayor producción de IL-6 en los 

ratones Mif-/-STZ+MIFrec no se sostuvo y a partir de la segunda semana posterior 

a la inducción la producción en este grupo disminuyó comparado con los ratones 

WT STZ (gráfica 23 B). 
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Gráfica 13. Niveles de IL-6 posterior a la restitución de MIF en ratones Mif-/-STZ.  A) Niveles de 
IL-6 en los primeros 5 días de restitución de MIF. B) Niveles de IL-6 a partir de la segunda semana 
posterior a la restitución de MIF. n =10. p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism 6). 
 

Por último, se midió la citocina IL-10 y se observó una mayor producción (en algunos 

casos casi el doble) durante la primera semana posterior a la inducción en los 

ratones a los cuales se les restituyó MIF, sin embargo, la IL-10 no se mantuvo con 

alta producción después de la segunda semana posterior a la inducción (gráfica 24). 
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Gráfica 14. Niveles de IL-10 posterior a la restitución de MIF en ratones Mif-/-STZ. A) Niveles 
de IL-10 en los primeros 5 días de restitución de MIF. B) Niveles de IL-10 a partir de la segunda 
semana posterior a la restitución de MIF. n =10. p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism 6). 
 

CONCLUSIÓN 6. El papel de MIF en los signos de diagnóstico de la diabetes tipo 

uno se vio corroborado con la restitución de la proteína recombinante a nivel 

sistémico. Se reestableció la hiperglucemia y la concentración de la citocinas 

inflamatorias se elevaron, principalmente en la semana uno posterior a la inducción 

con STZ; el cual es el momento en el que se generó el daño inicial a los islotes 

pancreáticos y por lo tanto el desarrollo de la insulitis. 
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Caracterización general de las clonas de linfocitos T cuya proliferación 
se ve alterada por MIF en el modelo de diabetes autoinmune experimental 

6.11.1 Linfocitos T CD4+. El número de linfocitos CD4+ en bazo no presentó 

diferencias significativas entre los ratones WT y Mif-/- sanos. Sin embargo, después 

de 8 semanas de inducción con STZ los ratones Mif-/- STZ presentaron un mayor 

número de células T CD4+ en bazo comparado con los números obtenidos de los 

ratones WT STZ (gráfica 25).  

 

 

 

 

 

 

 

Gráfica 15. La ausencia de MIF promueve la proliferación de linfocitos T CD4+. n =10 p<0.05 “t” de 
Student (Graphpad Prism 6). 
 

Linfocitos T CD8+. También medimos la proporción de linfocitos CD8+ en bazo a las 

8 semanas posteriores a la inducción con STZ y observamos que los ratones Mif-/- 

con STZ presentaron mayor número de linfocitos CD8+ (gráfica 26, figura 21). 
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Gráfica 16. La ausencia de MIF promueve la proliferación de linfocitos T CD8+ de bazo, en ratones 
inducidos con STZ a las 8 semanas posteriores a la inducción. n =10. p<0.05 “t” de Student 
(Graphpad Prism 6). 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. La ausencia de MIF promueve la proliferación de linfocitos T CD8+ de bazo. Histogramas 
representativos de 3 experimentos independientes, n=10. 
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La ausencia de MIF favorece la proliferación de linfocitos T reguladores  

Los ratones Mif-/- inducidos con STZ presentaron una mayor proliferación de células 

Treg CD4+FOXP3+ y CD25+FOXP3+, como se muestra en la figura 22.  
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Figura 16. Proporción de linfocitos CD4+FOXp3+ y CD25+FOXp3+ en sangre de ratones BALB/c y 
Mif-/- sanos y con STZ a las 8 semanas posteriores a la inducción. 
 

Análisis de Mφ y CDs de islotes pancreáticos de ratones WT y Mif-/- 
sanos y a las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ mediante 

inmunofluorescencia directa 

De acuerdo con los resultados obtenidos, los ratones Mif-/-STZ presentan un 

infiltrado celular menor en los islotes pancreáticos comparado con el observado en 

los ratones WTSTZ a las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ.  

Para corroborarlo, se analizó la presencia de moléculas co-estimuladoras in situ en 

Mφ, CDs y con la técnica de inmunofluorescencia primaria utilizando anticuerpos 

para citometría de flujo. 

Mφ F4/80+. En la Figura 23 se observa la tinción con anticuerpo Anti-F4/80APC, en 

los islotes pancreáticos correspondientes a los ratones WT y Mif-/- sanos en los que 

no se observó fluorescencia, lo que indica la ausencia de Mφ en los islotes 

pancreáticos. Además, se observó que los islotes de los ratones WT y Mif-/- sanos 

presentan la morfología redonda característica de islotes no infiltrados (Figura16) 

Después de 8 semanas de inducción con STZ, los islotes de ratones WTSTZ 

presentan más puntos de fluorescencia comparado con los registrados en los 

ratones Mif-/-STZ. De esta manera, comprobamos in situ que hay un menor infiltrado 

de Mφ en los islotes de ratones Mif-/-STZ, resultado que concuerda con el número 

de Mφ contabilizados en páncreas (Figura 23, gráfica 8). 
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 Figura 17. Inmunofluorescencia primaria de F4/80 en islotes pancreáticos de ratones WT y Mif-/-
sanos y a las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ. Las flechas rojas indican la 
fluorescencia correspondiente a las células F480+. 

WTSANO Mif-/-SANO 

WTSTZ Mif-/-STZ 
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CDs CD11c+. De igual forma analizamos la presencia de células dendríticas por 

medio de la tinción con anticuerpo anti-CD11c APC in situ en islotes pancreáticos 

de ratones WT y Mif-/- sanos y a las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ. 

 Se observó que en los islotes de los ratones WT y Mif-/- sanos no se obtuvieron 

puntos de fluorescencia. Por el contrario, en los islotes pancreáticos de ratones WT 

STZ se obtuvieron puntos de fluorescencia, los islotes pancreáticos de este grupo 

se encontraron prácticamente destruidos, figura 24.  

En los islotes de los ratones Mif-/-STZ no se encontraron puntos de fluorescencia, 

sin embargo, se observó una ligera deformación de la morfología de los islotes; lo 

que reveló que no son islotes sanos pero el daño es mínimo. Estos resultados 

concuerdan con lo observado mediante citometría de flujo en páncreas (gráfica 10). 

CD80. Adicionalmente medimos la expresión de la molécula co-estimuladora CD80 

con un fluorocromo anti CD80-FITC y observamos que la expresión de la molécula 

CD80 correlaciona con la presencia de Mφ y CDs en el infiltrado de los ratones 

WTSTZ, mientras que no se encontró fluorescencia positiva en los ratones Mif-/-

STZ a las 8 semanas posteriores a la inducción (figura 25). 

CD86. Por último, analizamos la presencia de la molécula co-estimuladora CD86 

con un anticuerpo anti CD86-FITC y no se obtuvieron lecturas positivas en ninguno 

de los grupos (figura 26). 
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Figura 18.  Inmunofluorescencia primaria de CD11c en islotes pancreáticos de ratones WT y Mif-/-
sanos y a las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ. 

WT SANO Mif-/-SANO 

BALB/c STZ Mif-/-STZ 
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 Figura 19. Inmunofluorescencia primaria de CD80- FITC en islotes pancreáticos de ratones WT y 
Mif-/- sanos y a las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ. 
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Figura 20. Inmunofluorescencia primaria de CD86- FITC en islotes pancreáticos de ratones WT y 
Mif-/- sanos y a las 8 semanas posteriores a la inducción con STZ. 

WT SANO Mif-/-SANO 
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Evaluación de presentación de Ag de Mφ de ratones WT y MIF-/- sanos 
y con 8 semanas post tratamiento con STZ. 

Evaluamos la capacidad de presentación de Ag de Mφ de ratones WT y Mif-/- sanos 

y con 8 semanas post inducción con STZ con base a su capacidad de promover la 

proliferación en linfocitos de ratones Tg OVA (por la técnica de incorporación con 

timidina tritiada- TdR H) y observamos que la mayor proliferación se obtuvo con los 

macrófagos originarios de ratones WT STZ comparado con la proliferación 

observada en las células provenientes de ratones Mif-/-STZ, por lo que se 

comprueba que los macrófagos deficientes de MIF no son capaces de promover 

una proliferación de linfocitos eficiente, Gráfica 27.  
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Gráfica 17. Proliferación de esplenocitos en presencia de macrófagos WT STZ y Mif-/-  STZ a las 8 
semanas p.i. con STZ por 3H (Timidina tritiada).  Como se observa, los ratones Mif-/- con STZ no son 
capaces de promover una proliferación de linfocitos eficiente en respuesta al mitógeno 
concanavalina A (ConA). GraphPad Prism 6. 
 

 

 



101 

Cuantificación citocinas de esplenocitos totales de ratones WT y Mif-/- 
con 8 semanas p.i. con STZ por el método de RT-PCR 

Dado que el bazo es un órgano linfoide en el que se lleva a cabo la activación de 

linfocitos, se cuantificó la producción de citocinas en esplenocitos que pudieran 

darnos una idea de qué tipo de clonas de linfocitos T estaban proliferando en bazo 

y obtuvimos lo siguiente (figura 27):  

 

Figura 27. Cuantificación de IL-1β, IL-10, TGF-β, TNF-α y el regulador de la transcripción FOXp3 en 
esplenocitos totales de ratones WT y Mif-/- sanos y con 8 semanas post-inducción con STZ. 
GraphPad Prism 6. 
 

Los ratones Mif-/-STZ presentaron menor expresión de IL-1β, IL-10 y TNF-α, con 

respecto a los ratones WT STZ, mientras que, en los ratones Mif-/-STZ se presentó 
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mayor expresión del factor de transcripción FOXp3 que es un regulador maestro de 

la actividad y desarrollo de linfocitos T reguladores. 
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ANÁLISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN. 

Actualmente, no hay duda de que MIF es una molécula clave que promueve la 

respuesta inmune pro-inflamatoria (176). Esta propiedad contribuye al desarrollo de 

la respuesta inmune Th1 protectora en diferentes modelos de enfermedades 

parasitarias (161). Recientemente se ha establecido que los niveles elevados de 

MIF en sangre están asociados con DMT1 en humano, lo cual también se observa 

en modelos experimentales de DMT1 en ratones (162,141,143, 163). 

En los estudios en ratones NOD o ratones tratados con múltiples dosis bajas de STZ 

(a pesar de las diferencias patogénicas entre estos modelos) se ha demostrado que 

la destrucción de las células pancreáticas resulta del efecto tóxico de los radicales 

libres (O2-, H2O2 y óxido nítrico) y citoquinas inflamatorias liberadas por 

Mφ alternativamente activados y células T (164- 166). Por lo tanto, ambos modelos 

han sido ampliamente utilizados para diseccionar el papel de MIF en la patogénesis 

de la DMT1 utilizando anticuerpos monoclonales anti-MIF o utilizando ratones Mif-/-

. En cualquier caso, la falta de MIF resultó en la disminución de la manifestación de 

la enfermedad, la disminución de los niveles de glucosa en sangre, y la reducción 

de la producción de citocinas inflamatorias asociadas con el desarrollo de T1DM, 

incluyendo TNF-α, IL- 1β, IFN-γ, IL- 12, e IL - 23 (141,167, 143). 

Nuestro estudio valida y extiende estos hallazgos, demostrando un papel importante 

para MIF en la promoción de la expresión de las moléculas co-estimuladora en Mφ 

y DCs durante el desarrollo de DMT1. Demostramos además que, los Mφ aislados 

de ratones Mif-/ - STZ muestran una activación de células T reducida.  
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En la DMT1 es importante el conocimiento del inicio de la insulitis a nivel de 

presentación de antígenos propios ya que esto puede revelar nuevos blancos 

terapéuticos que, en sinergia con los ya existentes, puedan lograr un mejor control 

de la DMT1 e incluso favorecer un diagnóstico temprano de la enfermedad. MIF es 

una citocina pro-inflamatoria ampliamente relacionada con el diagnóstico y el 

desarrollo de la DMT1 (100,138); sin embargo, no se había evaluado a nivel celular 

en el proceso de presentación de antígenos y moléculas co-estimuladoras propios 

en esta enfermedad. 

En este trabajo de tesis, evaluamos la participación de MIF en la activación y 

maduración de Mφ y CDs que participan en la presentación de antígenos propios y 

por tanto en el inicio de la insulitis. Como herramienta principal para desarrollar este 

trabajo se utilizaron ratones deficientes en la molécula de MIF (Mif-/-) bajo el fondo 

genético Balb/c. Debido a que utilizar ratones Knock-out ha generado mucha 

polémica pues se ha sugerido que la deficiencia de un gen puede provocar 

alteraciones en otros genes (157,158), se validó el modelo de inducción de DMT1 

con múltiples dosis de STZ en ratones WT y Mif-/-.  

La STZ (producida por la bacteria Streptomyces achromogenes) contiene en su 

estructura química una molécula de glucosa (en forma deoxi) vinculada con una 

fracción metil-nitroso-urea altamente reactiva (159), a la cual se le atribuyen los 

efectos citotóxicos, mientras que la glucosa se dirige directamente a las células β 

del páncreas (Figura 28). 



105 

 

Figura 21. Estructura química de la estreptozotocina (STZ) (160). 
 

La STZ es reconocida por el transportador de glucosa 2 (GLUT-2), el cual está 

ampliamente expresado en la membrana plasmática de las células β del páncreas, 

en las cuales provoca necrosis celular debido a la fragmentación del DNA por 

especies reactivas de oxígeno (160).   

Recientemente, se ha reportado que MIF es producido por las células pancreáticas 

y que es liberado por los gránulos de insulina en forma autócrina (168, 169). El daño 

químico de los islotes pancreáticos por la STZ en los ratones WT resulta en la 

destrucción de los islotes pancreáticos; lo que podría reducir una fuente importante 

de MIF en este modelo experimental. Sin embargo, no se observó una reducción en 

los niveles de MIF en los ratones WT STZ este modelo. En contraste, los ratones 

WT produjeron altos niveles séricos de MIF después de la administración de STZ. 

En este sentido, se sabe que los islotes pancreáticos que quedan después del 

tratamiento con STZ producen altos niveles de MIF [21] y que una elevación de la 
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secreción de MIF precede la muerte de los islotes pancreáticos inducida por IFN-γ, 

TNF- α e IL-1β (143). Esta evidencia establece que la STZ no influyó en la 

producción / liberación de MIF por islotes pancreáticos u otras fuentes, sin embargo, 

en los ratones Mif-/-, la ausencia de MIF podría alterar la expresión del GLUT-2 

importante para el inicio del modelo.  

En el presente trabajo, se evaluó la producción o expresión de GLUT-2 en los islotes 

pancreáticos de ratones WT y Mif-/- sanos con la finalidad de verificar que la 

ausencia de MIF no modifica la producción y expresión de GLUT-2; como se 

muestra en la figura 13 B, no se encontraron diferencias significativas en el mRNA 

de GLUT-2 entre los ratones WT y Mif-/-. Se estudió la expresión del GLUT-2 en 

membrana plasmática de las células β pancreáticas por inmunofluorescencia (figura 

13 A), en donde tampoco se encontraron diferencias en expresión del GLUT-2 entre 

los ratones WT y Mif-/-. Además, se evaluó la forma de los islotes pancreáticos 

(figura12) y la presencia de insulina (figura 14, gráfica 2) en ratones WT y Mif-/-  

sanos sin encontrar ninguna diferencia significativa entre los grupos. Todo lo 

anterior nos llevó a concluir que la STZ es capaz de ejercer su efecto de manera 

equitativa en ambos grupos y que la ausencia de MIF no influye en este proceso. 

Además, para complementar la validación del modelo se administró STZ en altas 

concentraciones (80mg/Kg X5) con la cual ambos grupos estudiados mueren 

rápidamente. Con lo anterior, se prueba que el modelo es totalmente valido para 

ambos grupos. 

De acuerdo con los resultados obtenidos posteriores a la inducción con STZ en 

ambos grupos, MIF es una molécula importante para el desarrollo de la 
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hiperglucemia en el modelo de DMT1 experimental (gráfica 3). Este resultado 

concuerda con reportes previos en los cuales MIF es inhibido con el fármaco “(S,R)-

3-(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-5-isoxazole ácido acético metil éster” en un modelo 

de diabetes autoinmune (141) o con un anticuerpo anti-MIF en ratones NOD (43), 

logrando así un decremento en la hiperglucemia. Efecto que en este trabajo se 

demostró in vivo y con un método más confiable. 

Por otro lado, MIF resultó ser una citocina clave en el proceso inflamatorio 

autoinmune que se lleva a cabo en los islotes pancreáticos. La deficiencia de MIF 

en los ratones MIF ko se reflejó en la baja producción de citocinas inflamatorias en 

los ratones Mif-/-STZ (gráfica 4). Se ha reportado que las citocinas más importantes 

en el desarrollo de la DMT1 son IL-1𝛽, TNF𝛼, IL-12 e IFN𝛾 (42). Ante la ausencia 

de MIF, estas citocinas se encontraron en concentraciones bajas en ratones Mif-/-

STZ; este resultado coincide con otro reporte que establece que MIF promueve la 

producción de estas citocinas inflamatorias e incluso intervienen en la apoptosis de 

las células β pancreáticas (142). 

MIF ha sido reconocido como una molécula que no sólo promueve la producción de 

citoquinas pro-inflamatorias, sino que también actúa como quimiocina. Por ejemplo, 

MIF desempeña un papel crucial en el reclutamiento y retención de leucocitos 

durante el desarrollo de la aterosclerosis [57]. Por lo tanto, MIF podría participar en 

el proceso de insulitis promoviendo la producción de citoquinas pro-inflamatorias, y 

el reclutamiento de leucocitos en los islotes pancreáticos. En el presente modelo, 

los ratones WTSTZ presentaron un número mayor de islotes infiltrados a las 8 

semanas posteriores a la inducción con STZ (tabla 1) comparado con los ratones 
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Mif-/-STZ. Además, el grado de infiltración fue mayor en los ratones WTSTZ, y 

presentaron concentraciones elevadas de anticuerpos IgG2a (relacionado a una 

respuesta Th1) específicos contra AgTIP; mientras que en los ratones Mif-/-STZ se 

encontró un menor número de islotes infiltrados y aquellos en los que se observó 

infiltración celular, ésta fue en menor grado. En ratones Mif-/-STZ se detectaron 

concentraciones menores de anticuerpo IgG2a y mayores concentraciones de 

anticuerpo IgG1 (ambos específicos contra AgTIP). Esto revela que la presencia de 

MIF conduce al establecimiento de una reacción inflamatoria eficiente y a la 

infiltración en los islotes pancreáticos.  

Adicionalmente, se observó que MIF favorece el reclutamiento e infiltración celular 

en el páncreas en modelo experimental de DMT1 (figura 16; gráficas 8 y 9) ya que 

en los ratones Mif-/-STZ se contabilizaron cuentas menores de Mφ y CDs 

comparado con los ratones WTSTZ. La misma tendencia se observó en órganos 

linfoides cercanos como bazo (figura 17, gráficas 10 y 11) y cavidad peritoneal 

(gráfica 12 y 13).  

Las células presentadoras de antígeno, concretamente Mφ y CDs, son mediadores clave 

del desarrollo de DMT1 [4]. Por otra parte, se ha propuesto que CDs orquestan la respuesta 

autoinmune en la DMT1 a través de TLR-2 y TLR-4 (170). Estudios anteriores han 

demostrado que MIF induce la expresión de moléculas co-estimuladoras en Mφ y DC en 

algunas infecciones patológicas (171, 172). Aquí, se identificó la expresión de moléculas 

co-estimuladoras como CD80 y CD86, TLR-2 y TLR-4 en Mφ y CDs, así como la capacidad 

de los Mφ para activar linfocitos T. 
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MIF influye en la expresión de moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 en Mφ y 

CDs (figuras 18- 20; gráficas 8- 13), estos resultados concuerdan con un estudio en 

ratones NOD en donde se demuestra que el bloqueo de CD86 previene el desarrollo 

de la DMT1 [63] MIF también influye la expresión apropiada de receptores de 

membrana como MHC-II, TLR-2 y TLR-4 (gráficas 14- 16) y moléculas de 

membrana como CD40 y CCR5 (figuras 17 y 18). Trabajos previos han propuesto 

que MIF puede mediar la expresión de moléculas co-estimuladoras en Mφ y CDs, 

ya sea por estímulos inflamatorios o enfermedades infecciosas (136,137). Nuestros 

resultados obtenidos en el modelo de DMT1 experimental coinciden con estos 

antecedentes.  

Para corroborar que los resultados obtenidos en este trabajo se debían a MIF, se 

reconstituyeron las concentraciones de MIF en ratones Mif-/-STZ con base a las 

concentraciones plasmáticas de MIF en ratones WTSTZ (figura 11);  tras la 

reconstitución de MIF en ratones deficientes, la hiperglucemia se restableció 

(gráficas 19) y la producción de citocinas inflamatorias aumentó a niveles parecidos 

en los ratones WTSTZ (gráficas 20- 24), con lo que se ratificó el papel de MIF en el 

proceso de inflamación en la DMT1 experimental. Dado que los niveles de IL-6 e IL-

12 bajaron en las últimas semanas posteriores a la restitución con STZ, se confirma 

que MIF es un poderoso inductor de IL-6 e IL-12, pero sólo si está presente en una 

concentración constante. 

Además, observamos que los ratones Mif-/- STZ no produjeron niveles altos de auto 

anticuerpos de islotes, en contraste con los ratones WT STZ, que produjeron altos 

niveles de auto anticuerpos contra ATIP. Es bien sabido que la presencia temprana 
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de auto anticuerpos de islotes es decisiva en el desarrollo de la diabetes en los 

ratones NOD, así como en humanos (173- 175). Nuestros resultados confirman que 

MIF es esencial para el desarrollo de la hiperglucemia y sugieren que MIF no sólo 

juega un papel importante en la respuesta inmune innata, sino también 

en la respuesta inmune adaptativa en T1DM. 

Por otro lado, con base en nuestras observaciones, se probó que MIF es importante 

para controlar la proliferación de linfocitos CD4+ y CD8+ (figura 21, graficas 25 y 26). 

Además de ser un factor limitante en la proliferación de células T reguladoras (figura 

22).  

Con los datos obtenidos en este estudio se puede establecer a MIF como una 

molécula que promueve el desarrollo de la insulitis a diferentes niveles, como se 

muestra en la figura 29. 

 

Figura 29. Papel de MIF en el desarrollo de la insulitis. 1) Posterior a la liberación de antígenos 
propios en los islotes pancreáticos, 2) MIF favorece la producción de citocinas inflamatorias como 

1) 

3) 
4) 

5) 
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IL-1β, TNF-α e IL-12. 3) MIF favorece el reconocimiento y presentación de antígenos propios en CPA y 4) 
promueve la activación de una respuesta inflamatoria, dando lugar a la insulitis 5) y al desarrollo de la DMT1, 
imagen modificada de 100. 

 

Resumen de resultados 

Con base a los resultados anteriormente descritos y analizados, se puede resumir 

que: 

1.- No hay evidencia de que el efecto “tóxico” de la STZ pudiera ser diferente entre 

los ratones WT y Mif-/-. 

2. Los ratones WT STZ desarrollaron un grado de inflamación mayor, mientras que 

los ratones Mif-/-STZ desarrollaron una menor respuesta inflamatoria, lo anterior fue 

determinado por los niveles de citocinas pro-inflamatorias en sangre 

3. Los islotes pancreáticos de los ratones WT STZ presentaron mayor infiltrado 

celular a las 8 semanas p.i. comparado con los ratones Mif-/-STZ, lo que indicó que 

MIF tiene una participación importante en el proceso de atracción celular hacia los 

islotes pancreáticos o participa en el reconocimiento y presentación de los antígenos 

propios de manera indirecta. 

4. MIF influye en el reclutamiento de Mφ y CDs en el páncreas en el modelo de 

DMT1 experimental. Además, influye en la expresión de las moléculas co-

estimuladoras CD80, CD86 y CD40 en estas células. 

5. MIF es importante para la correcta expresión de receptores de membrana como 

MHC-II, TLR-2, TLR-4 y CCR5 en macrófagos y células dendríticas en un modelo 

de DMT1 inducida con STZ. 
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6. Con la restitución de la proteína recombinante de MIF en ratones Mif-/- STZ a 

nivel sistémico se reestableció la hiperglucemia y la concentración de la citocinas 

inflamatorias, promoviendo el desarrollo de la insulitis. 

7. MIF es importante para el control de la proliferación de linfocitos CD4+ y CD8+. 

Además de ser un factor limitante en la proliferación de linfocitos T reguladores 

CD4+CD8+Foxp3+. 

8. Los linfocitos de bazo de ratones WT STZ fueron más reactivos en el proceso de 

presentación de Ag. 

CONCLUSIÓN 

MIF es una citocina característica del sistema inmune innato que favorece al 

desarrollo de la insulitis presente en la DMT1, debido a que MIF beneficia la 

expresión de moléculas co-estimuladoras, que apoyan el reconocimiento de los 

antígenos propios, promueve la producción de auto anticuerpos contra los 

antígenos de islote pancreático e intensifica la insulitis, por lo que MIF puede ser 

considerado como un blanco terapéutico eficiente para el control de síntomas y 

diagnóstico de la enfermedad.  
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Autoimmunity and chronic low-grade inflammation are hallmarks of diabetes mellitus type one (TIDM) and type two (T2DM), 
respectively. Both processes are orchestrated by inflammatory cytokines, including Ihe macrophage migration inhibitory factor 
(MIF). To date, MI F has been implicated in both types of diabetes; therefore, understanding the role of MIF could affe<:t our 
understanding of the autoimmWle or inflammatory responses that influence diabetic pathology. This review highlights our current 
knowledge about the involvement ofM IF in bolh types ofdiabetes in the clinical environment and in experimental disease models. 

l. Introduction 

MIF was originally reported in 1966 by two different grOllps 
and was described as a T ceH derived cytokine that inhibited 
the random m igration of macrophages in vitro and promoted 
macrophage accum ulation during delayed-type hypersensi­
tivity reactions [1, 2). Human and mouse MI F genes are 90% 
homologous; MI F protein has a molecular weight of 12.5 kDa 
[3). MIF is an evolutionarily conserved molecule that is con­
stitut ively expressed in many tissues and cells (Figure 1). 

Moreover, MIF is stored in inlracellular pools and there­
fore does 1101 require immediate synthes is befare secrelion. 
MIF lacks an am inoterminalleader sequence; this indicates 
that MIF is released from cells Ihrollgh a nonconventional 
protein-secret ion pathway [3]. 

After the discovery of MI F, several studies were con­
ducted to establish its role in the immune response (4-6). 
However, not llnt il 1990 was MIF recognized as the first 
molecu[e to arrive at the inflammation site and the factor that 
likely determines thedegree ofcellular infla mmation [7]. Dif­
fe rent experimental strategies, including anti -MIF antibod ies 
and knockout (KO) and transgenic MIF mice (M IF-Tg), have 
been used to establish that MIF counterregu lates the inunu­

nosuppressive effecls al steroicls ami. to impj¡cate MjF in 
tumor necrosis facto r (TNFa) and nitric oxide (NO) produc­
tion [8]; additionally, MIF was found to possess growt h factor 
activity [9), overregulate the express ion ofToll-l ike receptor 

(TLR)-4 on antigen-presentingcells [lO ], sustain macrophage 
proin flammato ry abilit ies by inhibili ng p53, and also possess 
taulomerase and oxidored uctase activities [11J . 

AIl the above-described inherent properties permitted 
the recognit ion ofM IF as a critical molecule in proinflamma­
lory innate im mune responses and the rest riction of certai n 
parasite ¡nfecHons [12- 14 ]. Additiona lly, MIF involvement 
has been demonstrated in im munological and inflammatory 
diseases [15, 16] such as septic shock [17J, cancer [18], and 
chronic diseases including bowel d isease [19], rheu maloid 
arthritis (20-22]. colitis (23!, obesity [24-26]. and diabetes 
[25,27,28). More recently, MIF was proposed as a d iagnostic 
biomarker for autoimmu ne diseases such as arthritis, ulcera­
live col itis, and diabetes [23, 29, 30] . 

In this review. we wil l focuson some ofthe properties that 
have been conferred upon MIF with rega rd to the develop­
ment and maintenance ofTlDM and T2DM. \lile will discuss 
Ihe dala thal have been coJlected in cli nical sllldies and stlldies 
of MIF-KO mice and other protocols in which MIF has 
been proposed as a therapeutic diabetes mellitlls pathological 
larget. 

2. MIF and Diabetes 

2. l. Diabetes. This d isease comprises a group of metabolic 
diseases that are characterized by hyperglycemia, which is 
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FIGURE 2: M1F involvement in TIDM development. (1) MIF promotes pancreatic f3 cell apoptosis. (2) M1F promotes the production o f 
inflammatory cytokines such as Il-l¡3, TNF-a, and IL-12. (3) MIF favors autoantigen presentation. (4) MIF promotes the activation of an 
inflammatory response, leading to insulitis. 
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FIGURE 3: MIF plays an indirect role in TlDM development by promoting the production of proinflammatory cytokines and adipocytokines 
that are involved in insulin receptor signaling, leading 10 insulin resistance. 

and metabolie syndrome [57[. The role ofMIF in T2DM has 
been studied in murine models. Using db/db miee, MIF was 
suggested as a fac tor that could initiate the onset of mieroal­
buminuria in diabetic nephropathy [58]. MIF plays an 
important role in the chronic, obesily-associated adipose 
tissue inflammation Ihat leads to Ihe development of insulin 
resistance in MIF-KO miee [S9J. Addilionally, we previously 

demonstrated in a NIDDM miee model that MIF could 
be a therapeutic target for disease treatment. Indeed, two 
candidate drugs (synthetic inhibitors fo r MIF) for diabetes 
treatment were described as very effective in the control of 
the systemie inflammalion and the control of some diabetes 
symptoms [60]. Additionally, we showed Ihat MIF is impor­
tant lo Ihe production of some adipocytokines such as 
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resislin, which is Ihe mosl important adipocytokine in Ihe 
development of insulin resistance [60] . In Ihis type of dia­
betes, MIF has been suggested lo contribule lo Ihe disease in 
an índirecl form due lo its ability lo stimulate Ihe production 
of other inflarnmatory cytokines tha! directly cause clamage 
lo muscle cells. This is true for TNF-a, which acts on Ihe 
insulin receptor and prevents the dephosphorylalion of 
insulin receptor substrales, ¡hus blocklng receptor signaling 
and preventingglucose enlry inlo Ihecell (insulin resistance). 
Furthermore, MIF also stimulates the production of certain 
inflammatory adipocytokines, such as resistin and IL-6, 
which are key molecules in Ihe development of insulin resis­
lance. As demonstrated, MI F influences T2DM development 
al differentlevels. In Ihe pancreas, adipose tissue, and musde 
eells, the pleiotropie eharaeterislies ofMIF are reflec ted in Ihe 
ditferenl roules Ihal lead lo insulin resistanee ( Figure 3). 

3, MIF and Pancreatic Beta Cells (f3 Cells) 

MIF was shown lo eolocalize in seeretory insulin granules 
within f3 eens and to be released during bolh phases ofinsulin 
seeretion. Mosl importanlly, in Ihis regard, MIF appears lo 
ha\'e an aUlocrine, g1ucose-dependenl regulalory etfect on 
insulin secretion [45]. 

While MIF is relaled lo insulin secrelion under horneo· 
slatie conditions, altered homeostasis in an organism (sueh as 
Ihe presence of inflammation) apparenlly induces MIF lo acl 
ditferenlly and become a deslruclh'e moleeule Ihal ean lead 
lo f3 cen apoplosis (48, 61]. Apparenlly, MIF is nol a foreign 
moleeule in Ihe pancreatie f3 cen mieroenvironmenl and ean 
acl in response to Ihe eoncenlration of glucose and Ihe pres· 
ence of inflammation. 

4, Condusions 

Previously, ditferenl models were used lo show Ihal MIF is 
a pleiotropie moleeule [62- 64] , and Ihis property is very 
evident in pancreatic islets. Due lothe large number ofsludies 
Ihal support Ihis idea, we can condude Ihal MIF is a proin· 
flammalory eytokine with greal imporlance nol only during 
Ihe course of diabeles but also before Ihe establishmenl of 
diabeles and in Ihe risk faclors of disease such as obesity. \Ve 
supporl Ihe slalemenl Ihal M IF is a Iherapeutic larget and 
propose Ihal il is neeessaryto design synthetie MI F inhibitors 
that could interact with the existing therapies used lo Ireat 
diabetes. 

Conflict of Interests 

The authors deelare that there is no eonfl ict of interests. 

Acknowledgments 

The authors thank M. S. Imelda !uarez for collecting the 
items required for this paper. National Council of Science 
and Teehnology (CONACYT), Mexico, supported Ph.D. fel­
lowship for Yuriko 1. Sánchez·Zamora (no. 349680) and this 
review is a requirement to obtain her degree in Biomedical 

!ournal of Diabetes Research 

Sciences, UNAM. The author's researeh was supported by the 
Grants UNAM· DGAPA-PAPIIT (lN2124 12), Miguel Aleman 
Foundation, and CONACyT·152224. 

References 

[1] B. R. Bloom and R Iknnett, -Mechanism ofa reaction in vitro 
associated with delayed·type hypersensitivity,~ Science, vol. 153, 
no. 3731, pp. 80- 82, 1966. 

]2] l. R. David, - Delared h)'persensitivity in vilro: ils mediation 
by cell· fret' substances formed by 1ymphoid cell· antigen inter· 
adion; Proceedings of the National Academy of Sciences of the 
United Sta/es of Amuica, vol. S6, no. 1, pp. 72- 77, 1966. 

¡3] T. Calandra and T. Roger, -Macrophage migration inhibitory 
factor: a regulator of innate immunity,~ Nature Reviews /mmu · 
lIology, voL 3, no. 10, pp. 791- 800, 2003. 

[4] P. Kotkes and E. Pkk, -Studies on guinea·pig macrophage 
migration inhibitory factor (M1F). 1. Glycoprotein nature and 
net charge; Clínical and Experimental Immunology, vol. 37, no. 
3, pp. 532- 539, 1979. 

[S] N. 1. Sotnikova and L V. Kovafchuk, "Role of the thymus in 
regulation of the macrophage migration inhibitory factor pro· 
duction in míee of different genotypes; ByuUe/en Eksperimen· 
/alnoi Biologii i Medilsiny, vol. 88, no. 9, pp. 311- 314, 1979. 

[6] G. P. Cavallo and S. !.andolfa, -Biologíe aspects of macrophage 
migration inhibitory factor,~ Giomale di &u/mologia Virologia 

td lrnmunologi<l, vol. 73, no. 7- 12, pp. 196- 201, 1980. 
17] u. Malorny, M. Goebeler, l. Gutwald, l. Roth, and C. Sorg, - Dif· 

ferences in migration inhibitory factor produclion by C57B1I6 
and BALB/c míee in allergíe and irilant contact dennalitis,~ 
lnternalional ATChi~ af Allergy <lnd Appl~d Immunology, vol. 
92, no. 4, pp. 356-360,1990. 

¡8] Y. P. de long, A. C. Abadia·Molina, A. R. Satoskar et al., 
- Development of chronic colitis is dept'ndent on the cytokine 
MIF," Nalu re /mmunology, vol. 2, no. !l, pp. 1061-1066, 2001. 

[9] R. Abe, T. Shimizu, A. Ohkawara, and J. Nishihira, - Enhance· 
ment of macrophage migralion inhibitory factor (MI F) expres· 
sion in injured epidermis and cultured fibroblasts;' Biochimica 
et Biophysica Ac/a, vol. 1500, no. 1, pp. 1- 9, 2000. 

]10] T. Roger, C. Froidevaux, C. Martin, and T. Calandra, 
-Macrophage migration inhibitory factor (M IF) regu1ates host 
responses to endotoxin through modulation of toll ·like receptor 
4 (TLR4); lournal of Endotoxin RI!S4!<lTCh, vol. 9, no. 2, pp. 119-
123,2003. 

[11] H. Sugimoto, M. Taniguchi, A. Nakagawa, l. Tanaka, M. Suzuki, 
and l. Nishihira, "Crystal structure of human D·Dopachrome 
tautomerase, a homologue of macrophage migration inhibitory 
factor, at 154 A resolulion,~ Biochemis/ry, vol. 38, no. 11, pp. 
3268- 3279, 1999. 

[12] C. A. Terrazas, 1. luarez, L 1. Terrazas, R. Saavedra, E. A. Calleja, 
and M. Rodríguez-Sosa, "Toxop/asma gondii: impaired matura· 
tion and pro· inflarnmatory response of dendritíe cells in MIF· 
deficient miee f3VOrs susceplibility to infeetion,~ Experimental 
P<lrasi/o/ogy, vol. 126, no. 3, pp. 348- 358, 2010. 

[13] M. Flores, R. Saavedra, R. Bautista et al., "Macrophage migra· 
tion inhibilorr factor (MIF) is critical for the host resistance 
against Toxoplruma gondii,~ FASEB lal/maJ, vol. 22, no. 10, pp. 
3661- 3671,2008. 

]14] l. L Reyes, L 1. Terrazas, B. Espinoza et al. , "Macrophage migra· 
tion inhibitory factor contributes to host defense against acute 
Try¡xmosoma cruzi Infection,~ /nfedion <lnd /mml/nily, vol. 74, 
no. 6, pp. 3170- 3179, 2006. 



125 

 

 

 

 

 

 

 

APÉNDICE 2 

 

 

Artículo de reporte experimental  

 

 
MIF Promotes Macrophage and Dendritic Cell Maturation to Priming Th1 

Type Immune Response in Autoimmune Diabetes 

 

Sánchez-Zamora Yuriko I1, Juárez-Avelar I1, Hiriart M2, Rodriguez-Sosa Miriam 

 

 

 

 

 

 

 



126 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



127 

 
 

APÉNDICE 2 

 

 

 

Artículo experimental 

ALTERED MACROPHAGE AND DENDRITIC CELL RESPONSE IN MIF−/− 

MICE REVEALS A ROLE OF MIF FOR INFLAMMATORY-TH1 RESPONSE 

IN TYPE 1 DIABETES 

Yuriko Itzel Sánchez-Zamora, Imelda Juarez-Avelar,  Alicia Vazquez-Mendoza,  Marcia Hiriart, and 

Miriam Rodriguez-Sosa 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

128 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 



 

129 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

130 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

131 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

132 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

133 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

134 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

135 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

136 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

137 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

138 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

139 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

140 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

141 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

142 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

143 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

144 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

145 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

146 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

147 

 

APÉNDICE 3 

 

 

 

 

 

Soluciones, medios de cultivo, buffers y técnicas complementarias. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

148 

Buffer de citratos (10 ml) 

Citrato de sodio (Na3C6H5O7) al 0.05M  

0.147 gr de citrato de sodio  

10 ml de S.S. estéril. 

Ajustar el pH a 4.5 con ácido cítrico 0.1M 

Buffer de FACS 

1L de PBS 

50 ml de FBS 

0.05gr de Azida de sodio (NaN3 SIGMA)  

Gradiente de Ficoll 

Preparar un STOCK de Ficoll al 27% (10.8 gr de ficoll en 29.2 ml de solución de 

Hanks complementado) 

Ficoll al 23%. Mezclar 1.6 ml de solución de Hanks complementado con 8.4 ml de 

ficoll al 27%. 

Ficoll al 20%. Mezclar 2.4 ml de solución de Hanks complementado con 7.6 ml de 

ficoll al 27%. 

Ficoll al 11%. Mezclar 6 ml de solución de Hanks complementado con 4 ml de ficoll 

al 27%. 
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Gel de agarosa (30ml) 

0.45 gr de agarosa 

30 ml de TBE 

6 l de Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich Química, S. de R. L. de C.V.) 

Medio DMEM complementado al 10% 

1L de medio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Gibco ® 

5 ml de antibiótico estéril 

10 ml de FBS estéril 

PBS (1L) 

8.00gr Cloruro de sodio (NaCl)  

0.20gr Fosfato de sodio monobásico (KH2PO4)  

1.15gr Fosfato de disodio (Na2HPO4)  

0.20gr Cloruro de potasio (KCl) 

Aforar a 1L con ddH2O  

PBS-BSA al 1 % 

1 gr de BSA en 100 ml de PBS 

PBS-Tween 20 (0.5%) 

0.5 ml de tween 20 en 1L de PBS 
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Solución hemolizante (100 ml) 

Solución A) Cloruro de amonio (ClNH4, PM= 53.49 g/mol) al 0.16M 

1. 0.87gr de cloruro de amonio 

2. 100 ml de agua destilada 

 

Solución B) Tris base ((HOCH2)3CNH2 PM= 121.14g/mol) al 0.17M 

1. 2.05 gr de tris base 

2. 100 ml de agua destilada 

 

Tomar 8 partes de solución A más 2 partes de solución B y ajustar el pH a 7.4 

Solución de Hanks GIBCO ® (500 ml) 

500 L de antibiótico 

12.5 ml de albúmina 

Solución de digestión de páncreas 

0.3 mg de colagenasa (SIGMA- ALDRICH) por ml de medio DMEM al 10% (1 ml de 

solución de digestión por cada páncreas extraído).  

Solución de dispersión de islotes pancreáticos 

0.3 mg de tripsina (SIGMA- ALDRICH) en 1 ml de medio DMEM 

TBE (1L) 
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10.8 gr de tris base (HOCH2)3CNH2. 

5.5 gr de ácido bórico (H3BO3). 

4 ml de EDTA (C10H16N2O8) al 0.5M 

Aforar a 1L con ddH2O 

Buffer de citratos para recuperación antigénica 

Solución A. Ácido cítrico 0.1M ------ 19.21gr en un litro de dH2O. 

Solución B. Citrato de sodio ------ 25.81 gr en un litro de dH2O 

Mezclar 9.5 ml de solución A con 41.5 ml de solución y aforar a 100 ml con dH2O. 

Solución bloqueadora de glicina 

Glicina al 0.1M (0.75 gr de glicina en 100 ml de PBS). 
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Inmunohistoquímica para insulina, glucagón y GLUT-2 

1. Desparafinar el tejido a 60°C durante 20 minutos. 

2. Lavar la laminilla con agua corriente directamente del chorro. 

3. Hidratar el tejido con el método siguiente: 

Xilol 100% --- 10 minutos 

Alcohol 96% --- 5 minutos 

Alcohol 70% --- 5 minutos 

Alcohol 50% --- 5 minutos 

H2O dd con 0.1% de H2O2 --- 15 minutos 

4. Lavar con PBS 1X 

5. Lavar con TBS 1X 

6. Solución perforante bloqueadora 1hr 

SNC 2% 

Tritón 0.3% 

TBS 1X 

7. Lavar con TBS 1X 

8. Incubar con el anticuerpo α insulina/ glucagón/ GLUT-2 a T° ambiente 

durante 4 hrs en cámara húmeda o a 4°C toda la noche en cámara húmeda 

(1:2000). 

9. Lavar con TBS 1X 

10. Incubar con Ac α cobayo conjugado con biotina 1:100 en TBS 1X, SNC 1% 

durante 1 hr 30 min a T° ambiente en cámara húmeda. 
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11.  Preparar el complejo Avidina-biotina enzima estatina (ABC kit elite, Vector 

Laboratory) 

12. Lavar con TBS 1X 

13. Incubar con el complejo avidina-biotina durante 1 hr a temperatura ambiente 

en cámara húmeda 

14. Lavar con TBS1X 

15. Agregar DAB (10ml TBS 1X, 100 μl de H2O2 y una tableta de DAB) hasta 

obtener la coloración deseada. 
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Cuantificación de proteínas por el método de Lowry 

Se preparan en el omento las siguientes soluciones: 

A: Carbonato de sodio al 2% en NaOH 0.1 M  

B: Sulfato cúprico al 1%  

C: Tartrato sódico-potásico al 2%  

D: Albúmina (1mg/ ml) 

 

En el momento de su uso se mezclan 50ml de A con 0.5 ml de B y 0.5 ml de C.  

Se debe contar con Reactivo de fenoles de Folin-Ciocalteau en el momento y 

diluirlo en una proporción de 1:2 con agua destilada. 

Preparación de la curva de calibración 

Tubo  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 

Albúmina (ml) 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 

Agua (ml) 1.0 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 

Reactivo de Lowry  4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 4.0 

 

Añadir 400 l de reactivo FOLIN a cada tubo incluyendo los tubos problema y 

dejar reposar alrededor de 15 minutos hasta obtener una coloración azul. 

Posteriormente, leer las muestras en el espectrofotómetro a una longitud de onda 

de 260/ 280nm. 
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Inmunofluorescencia directa (utilizando anticuerpos de superficie para 

citometría de flujo) 

1. Extraer el tejido y fijarlo toda la noche en paraformaldehído al 4%. 

2. Sacar el tejido y enjuagar con agua corriente por dos horas u ponerlo en un crio-

protector. 

3. Colocar el tejido en: sacarosa al 10% durante dos horas 

    Sacarosa al 20% durante dos horas 

    Sacarosa al 30% durante dos horas 

4. Incluir el tejido en Tissu-tek y congelarlos en nitrógeno líquido o acetona con 

hielo seco. 

5. Hacer cortes en el criostato de 3-5 micras y colocar los cortes sobre porta objetos 

tratados con Poly- L- lisina. 

6. Lavar con PBS hasta que se quite por completo el Tissu-Tek. 

7. Hacer recuperación antigénica con buffer de citratos en olla de presión (un 

minuto, máximo 5 a temperatura máxima). 

8. Enfriar en hielo. 

9. Lavar con PBS. 

10. Poner una hora en solución bloqueadora de glicina. 

11. Poner el Ac en una dilución 1:100 

12. Dejar en cámara húmeda toda la noche. 

13. Lavar con PBS. 

14. Montar. 
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