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GLOSARIO

De acuerdo a la asociacion americana de Diabetes, la cetoacidosis

se produce cuando las células no estan recibiendo la glucosa como

fuente de energia, comienzan a quemar grasa para tener energia
Cetoacidosis

produciendo cetonas. Cuando las cetonas se acumulan en la

sangre, ésta se acidifica llevando a la cetoacidosis.

La pinocitosis (del griego: pinein = beber) es un tipo de
endocitosis que consiste en la captacion de material del
Pinocitosis
espacio extracelular por invaginacion de la membrana
citoplasmatica
La endocitosis es un proceso por el cual la célula introduce
moléculas grandes o particulas, y o hace englobandolas en
Endocitosis una invaginacion de la membrana citoplasmatica, formando
una vesicula que termina por desprenderse de la membrana
para incorporarse al citoplasma
Proceso por el cual ciertas células y organismos unicelulares
capturan y digieren particulas nocivas o alimento, formando
Fagocitosis

vesiculas a partir de la membrana celular que dirigen las

particulas o alimento hacia el interior de las células.

Xviii



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 B 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 (M) and dendritic cells (DCs), recognize molecules of the pancreatic
islet as antigens, generating an autoimmune response that results in the death of
pancreatic B cells. Therefore, T lymphocytes (both CD4 and CD8) and pro-
inflammatory cytokines (such as TNF-qa, INF-y, IL-12, IL-1B, 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.



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 M@ and CDs Mif-/-
compared with WT Mg 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. Mg
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 Mo

and CDs in the pancreas in T1DM experimental model. MIF influences the



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 Mg
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 T1IDM. These

results position MIF as a possible target for disease control.



RESUMEN

México se encuentra dentro de los primeros 10 paises 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 3
pancreaticas; 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 participacion sumamente
importante en el desarrollo de la insulitis, en éste proceso células presentadoras de
antigeno (CPA), como macrofagos (M) y células dendriticas (CDs), reconocen
moléculas propias de los islotes pancreaticos como antigenos, generando una
respuesta autoinmune que resulta en la muerte de las células B pancreaticas. Por
tanto, linfocitos T (tanto CD4 como CD8) y citocinas pro-inflamatorias (como TNF-
a, INF-y, IL-12, IL-1B, IL-2 y MIF) son los actores principales en el desarrollo de la

respuesta autoinmune en los islotes pancreaticos.

MIF es una citocina pro-inflamatoria que ha sido reconocida como una molécula
critica 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, cancer, artritis reumatoide, arterosclerosis,
obesidad y diabetes. Por estas razones, recientemente MIF ha sido propuesto como

un bio-marcador de diagndstico para artritis, colitis ulcerativa y diabetes. Sin



embargo, no se conocen los mecanismos finos de la participacion 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 propdsito de este trabajo fue determinar si hay
diferencias en la expresion de moléculas co-estimuladoras en Mg y CDs de ratones
Mif-/- que pudieran afectar la presentacion de antigenos 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; ademas, se
presentaron una menor cantidad de anticuerpos contra antigeno total de islote
pancreatico (AgTIP), asi como una menor cantidad de infiltrado celular en los islotes
pancreaticos. En Mg y CDs de bazo se encontrd una menor expresion de moléculas
co-estimuladoras CD80, CD86 y CD40, de receptores tipo Toll como TLR-2, TLR-4,
MHC-II y CCRS5. Después de la administracion de MIF recombinante (MIFrec) en
ratones Mif-/~STZ, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas en
las concentraciones de glucosa en sangre con respecto al grupo WTSTZ vy las
concentraciones de citocinas pro-inflamatorias incrementaron, alcanzando
concentraciones parecidas a las producidas en los ratones WTSTZ. Adicionalmente,
se observo en los ratones Mif-/-STZ una mayor proliferacion de células CD4*,

CD25*, FOXP3* y CD8*, pero al parecer éstas no son completamente reactivas.



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
pancreaticos, reflejandose en altas concentraciones de citocinas inflamatorias e
hiperglucemias. Adicionalmente, aqui demostramos que MIF es una molécula que
favorece el reclutamiento de Mg y CDs en el pancreas en el modelo de DMT1
experimental. También demostramos que influye en la expresion de las moléculas
co-estimuladoras CD80 y CD86 en estas células, asi como para la correcta
expresion de receptores de membrana como MHC-II, TLR-2, TLR-4 y CCRS5 en M@
y CDs en el modelo de DMT1 experimental. Por otro lado, MIF es importante para
el control de la proliferaciéon de linfocitos T CD4+ y T CD8+, ademas de ser un factor
limitante en la proliferacién 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.



INTRODUCCION

Diabetes Mellitus y su impacto en México

En 1980, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) defini6 a la diabetes mellitus
como, “un estado de hiperglucemia crénico apoyado por factores genéticos vy
exdgenos que a menudo actuan juntos” (1). Desde entonces se comprendid que la
enfermedad no solo aparece a causa de predisposicidon genética, sino también por

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

Whiting et al. en 2011 realiz6 un listado de paises con mayor numero de personas
diabéticas (figura 1) y ubicd a México dentro de los primeros 10 paises con mayor
incidencia de la enfermedad, ademas de que se estima que esta tendencia se
mantendra para el afio 2030 (Figura 1. México se encuentra dentro de los primeros

10 paises con mas pacientes diabéticos en el mundo) (3).

De acuerdo con el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), en México
la diabetes mellitus representd la segunda causa de defunciones durante el afio
2012 (4), lo que coloca a la diabetes mellitus entre las patologias de mayor interés
de investigacion en nuestro pais. Segun la Federacion Mexicana de Diabetes
(FMD), 6.4 millones de personas en nuestro pais padecen esta enfermedad, y los
estados con mayor numero de pacientes diagnosticados como diabéticos son

CDMX, Nuevo Leodn, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis Potosi. Lo que



representa un gasto de 3,430 millones de ddlares al afio en su atencion y

complicaciones (5).

Figura 1. México se encuentra dentro de los primeros 10 paises con mas pacientes diabéticos en el
mundo (3).



Clasificacion de la Diabetes Mellitus

La Asociaciéon Americana de Diabetes (ADA) define que: diabetes mellitus es un
grupo de enfermedades metabodlicas caracterizadas por la presencia de
hiperglucemia; que resulta de defectos en la secrecion de la insulina, la accion de
la insulina o ambas (6,7). También se ve implicado el metabolismo deficiente de
lipidos y proteinas (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 secrecién de la
insulina. Por definicion, la DMT2 es un sindrome heterogéneo, multifactorial y
poligénico; que resulta en la disfuncién del receptor de insulina (insulin receptor —IR
por sus siglas en inglés), seguido del desarrollo consecuente de la resistencia la
insulina (10). La DMT2 esta asociada generalmente con otros problemas del
llamado sindrome metabdlico, como obesidad y sobrepeso (11), presién arterial alta
y concentracion ftriglicéridos altos en sangre (12). El sindrome metabdlico
comprende al conjunto de alteraciones metabdlicas constituido por la obesidad
central, disminucion de las concentraciones del colesterol unido a las lipoproteinas
de alta densidad (cHDL), la elevaciéon de las concentraciones de triglicéridos, el
aumento de la presion arterial (PA) y la hiperglucemia (13). Los individuos que

presentan DMT2 no necesitan administracion de insulina exégena para sobrevivir.



Los niveles de secrecion de insulina en pacientes con DMT2 pueden incrementar
debido a un mecanismo de compensacion que resulta de la resistencia a la insulina.
Por tanto, la resistencia a la insulina es una caracteristica distintiva de la DMT2. Los
factores de riesgo para desarrollar este tipo de diabetes incrementan con la edad,

la obesidad, el sedentarismo y es mas 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 3 pancreaticas (6,14). Este tipo de
diabetes tiene un origen autoinmune, ya sea por predisposicion 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 preclinica silenciosa
en la cual la destruccion de las células 3 pancreaticas puede persistir por semanas,
meses o incluso afios hasta que la produccion 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 sintomas tipicos
de la enfermedad como pérdida de peso, poliuria, polidipsia y polifagia. Ademas, se
pueden presentar sintomas menos especificos como vémito, constipacién y dolor

de cabeza (20).

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

tasa cercana al 3% por afo, es necesario mantener una vigilancia constante para
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lograr diagndsticos mas 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 numero de casos en personas jovenes, la DMT1 es la diabetes mas
comun en nifios y adolescentes (22). En Europa, el 48 % de los casos de DMT1 se
presenta en nifios de 10 a 14 afos, el 34 % en nifios de 5 a 9 afios y el 18 % en
nifos de 0 a 4 afnos. Ademas, se sabe que esta enfermedad afecta mas 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 esta ampliamente distribuida por todo el mundo y los
casos de incidencia tienen una tendencia en aumento, se observan diferencias
radicales en el nUmero de casos entre paises. La incidencia de la DMT1 varia en
cuanto a grupos étnicos se refiere; asi se ha concluido que la genética, la migracién
y las infecciones (sobre todo de ciertos virus) determinan la incidencia de la
enfermedad, fendbmeno que se intenta explicar con la llamada “hipétesis de la
higiene”. La hipdtesis de la higiene sugiere que una exposicion reducida a
infecciones resulta en menor proteccion a agentes infecciosos, y en consecuencia,
en el incremento de la incidencia de la DMT1, sobre todo en paises mas
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 clasicas, 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 activacion de células del sistema inmune “armadas” para destruir
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Unica y especificamente a las células B pancreaticas. 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 pancreaticos con la
consecuente destruccion de las células 3 pancreaticas, ademas de no presentar

contenido de insulina en los islotes pancreaticos (27).

La DMT1 es una enfermedad que aparece principalmente por predisposicion
genética. Sin embargo, mas del 85% de los casos aparecen en ausencia de algun
antecedente familiar. En humano, los genes involucrados en la predisposicion 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 jovenes; mientras que la exposicion a

factores ambientales puede ser mas importante en edades mas 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,
exposicion a proteina (albumina 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 nifios, con una tasa de mas del 85% de todos
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los casos de diabetes infantil. Por otro lado, la DMT1 solo corresponde al 20% de

personas jovenes en todo el mundo.

Criterios de diagnéstico de DMT1

Los criterios de diagnostico de DMT1 incluyen las pruebas generales para la
deteccién de diabetes como: hemoglobina A1c = 6,5% (47.5 mmol/dl), glucosa
plasmatica en ayuno (fasting plasmic glucose- FPG) FPG=126mg/dl y glucemia 2
horas postprandial 2200mg/dl durante la prueba de tolerancia a la glucosa. Esta
ultima 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 deteccion de anticuerpos especificos de islote

pancreatico que direcciona el diagndstico a DMT1 (30,31).

Los auto-anticuerpos especificos 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 diagnostico
reciente son positivos en al menos un auto-anticuerpo (33,34). Es importante
resaltar que la produccion de anticuerpos contra este tipo de antigenos propios no
se encuentra en ninguna otra forma de diabetes y la presencia de multiples auto-
anticuerpos es mucho mas 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 mas

importantes en la prediccion y diagndstico de la enfermedad. Alrededor del 5
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al 15% de los pacientes con diagnéstico de DMT2 son ICA positivos (36), los
cuales con el tiempo, se convierten en insulinodependientes (DMT1).

. Auto-anticuerpos contra acido glutamico descarboxilasa (GADA). En el
sistema nervioso, GADA convierte el glutamato en un inhibidor del
neurotransmisor gama-amino acido butirico. En 1990, se mostré que la
presencia de auto-anticuerpos contra una proteina de 64 KDa era altamente
predictiva de la presencia de DMT1 (GADG5). Al igual que ICA, GADG65 esta
presente en la mayoria de los nuevos casos de DMT1 (37).

. Auto-anticuerpos asociados a insulinoma (IA-2A). Se encuentran en menor
proporcion (aproximadamente 60% menos que ICA y GADG65) en pacientes
con diagnostico reciente de DMT1 (38).

. Auto-anticuerpos contra insulina (IAA). El unico antigeno propio especifico
de la célula B pancreatica es la insulina. Los auto-anticuerpos contra la
insulina se encuentran aproximadamente en 40%-50% de nifios con
diagnéstico reciente. La combinacion de la presencia de ICA con IAA es
altamente predictiva para el desarrollo eventual de DMT1 (39).

. Auto-anticuerpos contra el transportador de zinc (ZnT8A). La funcién de este
transportador es concentrar el zinc en los granulos secretores de insulina y

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

. 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).
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Los auto-anticuerpos islote-especificos tienen un inmenso valor en el diagnéstico
de la diabetes autoinmune, mas aun 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 pancreaticos, proceso

conocido como insulitis.

Insulitis

De manera general, en la insulitis las células del sistema inmune innato y adaptativo
infiltran el pancreas hasta llegar a los islotes pancreaticos (figura 2 A y B), ya que
estos se reconocen como extrafios, generando un proceso inflamatorio aberrante
con la consecuente destruccion de las células B pancreaticas, lo cual se ve reflejado
en la produccion patoldgica de auto-anticuerpos y células T auto-reactivas asi como

en la baja produccién de insulina (42).

En este proceso participan células presentadoras de antigeno (CPA), linfocitos T
auto-reactivos y una gran variedad de citocinas inflamatorias. El infiltrado deforma
los islotes pancreaticos y destruye las células B pancreaticas (figura 2), lo que

disminuye (incluso en su totalidad) la produccion de insulina.
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Figura 1. Componentes celulares y citocinas involucradas en el proceso de insulitis en la DMT1.

El tipo celular mas numeroso en el proceso de insulitis son los linfocitos T autorreactivos, asi como
CPA, que comprenden M¢ y CDs. Las citocinas inflamatorias secretadas por estas células (TNF-q,
INF-y, IL-12, IL-18 y MIF) contribuyen a la expansiéon y manutencion de la respuesta inflamatoria que
destruye a las células 8 de los islotes pancreaticos, dando lugar a la insulitis. La insulitis es facilmente
detectable a nivel tisular debido a la deformacion de los islotes B pancreaticos (como se muestra en
la figura A) (43).

El proceso de destruccion de las células B pancreaticas inicia cuando las CPA, en
especial M@ y CDs, presentan antigenos correspondientes a la célula 3 pancreética
(antigenos propios) a los linfocitos TCD4* naive a través del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC-II). Posteriormente, el proceso continua a través de la
sefalizacion 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 3
pancreatica. La muerte de las células B resulta en la liberacién de antigenos
intracelulares permitiendo que las células presentadoras de antigeno reconozcan,

secuestren y procesen los antigenos propios. Por tanto, las células “clave” en el
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inicio de la insulitis son las CPA por el reconocimiento de los antigenos propios y la
consecuente activacion de linfocitos T, amplificando el inicio de la respuesta

autoinmune (27).

Células presentadoras de antigeno (CPA): Células dendriticas (CDs) y
Macréfagos (Me)

Actualmente no hay duda que las CPA tienen una participacion importante en la
autoinmunidad pueden presentar auto-antigenos a los linfocitos T naive provocando
una respuesta autorreactiva (44). El sistema inmune es uno de los mas complejos
en el organismo sus principales funciones consisten en el reconocimiento del amplio
repertorio de microorganismos, la deteccion de regiones neoplasmicas procedentes
de una amplia gama de tejidos, y durante la ejecucion de éstas tareas, el
mantenimiento de la tolerancia periférica por la supresién de respuestas
perjudiciales contra tejidos propios (respuestas autoinmunes). Las CDs son
componentes criticos en la realizaciéon de la respuesta inmune para cumplir con
estos papeles (45).

Las CDs fueron descubiertas en 1973 por Ralph Steinman y Cohn Zanvil en érganos
linfoides secundarios de ratones (45). Son células vigilantes que poseen una
morfologia “estrellada” (figura 3) muy particular y una habilidad incomparable para
estimular las células T naive (46). La interaccion CD- célula T se da inclusive en
ausencia de infecciones (47). Los multiples subtipos de CDs de los 6rganos linfoides
de raton se definen con base a la expresion de los marcadores de superficie: CD11c,

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

Las CDs provienen de monocitos de médula 6sea que se desarrollan por la accién
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
O0sea y migran a los tejidos periféricos asi como organos linfoides secundarios (49).
En los 6rganos linfoides, las CDs tiene una gran capacidad endocitica y expresan
niveles bajos de moléculas del MHC, por medio de la cual se presentan los péptidos
antigénicos a los linfocitos T (proceso comunmente llamado senal 1). Estos
precursores de CDs también expresan bajos niveles de moléculas co-estimuladoras
(por ejemplo: CD40, CD80 y CD86), también llamado sefnal 2 requeridas para la
activacion de las células T (50).

En ausencia de infeccion, dafo de tejido o inflamacién, las CDs que se desarrollaron

en organos 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 6rganos linfoides donde adquieren la
maduracion fenotipica caracterizada por una alta expresion de MHC y moléculas
co-estimuladoras (51). El término estado estacionario (del inglés steady-state) en
las CDs es comunmente utilizado para referirse a las CDs presentes en la periferia
y en organos linfoides secundarios en ausencia de inflamacion o infeccién. En un
estado estacionario las CDs no secretan citocinas, requeridas para la activacion
inmunogénica de las células T (sefal 3). Si las CDs o Mg presentan antigenos a
una célula T sin una correcta expresion de moléculas co-estimuladoras, esta muere,
pierde su capacidad de ser efectora (célula T inmunogénica) o se convierte en célula
T reguladora cuya funcién es inhibir mas que promover una respuesta inmune (52).

Por tanto, las CDs en un estado estacionario son tolerogénicas.
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Figura 3. Activacion de las células dendriticas. Las células dendriticas pueden ser activadas
directamente por medio de los patrones moleculares asociados a patégenos PAMPs o
indirectamente por mediadores de inflamacién producidos por células hematopoyéticas. A) Células
dendriticas activadas y maduras presentan el antigeno directamente (dir-mDC) para activar las
células T, ademas de producir citocinas (sefial 3) que inducen la diferenciacién de las células T. B)
Células dendriticas maduradas indirectamente por factores de inflamacion. Al no haber antigenos
extrafios capturados no pueden emitir la sefial 3 y por tanto no activan a las células T (55).

Por otro lado, cuando una CD reconoce una molécula asociada a una infeccion,
dano de tejido o inflamacion, se induce la diferenciacion de la CD a una célula
dendritica inmunogénica y madura. Esta diferenciacion se lleva a cabo por el
reconocimiento de un antigeno por medio de diferentes receptores que reconocen
patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPs)(53,54) y patrones
moleculares asociados a peligro (DAMPs) figura 4 (55).

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

capacidad de las CDs de capturar antigenos por medio de los PAMPs y DAMPs,
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convertir las proteinas en péptidos, unirlos intracelularmente en el MHC-I 6 Il y
expresar el complejo péptido-MHC en la membrana. Las células inmaduras estan
bien equipadas para capturar antigenos via pinocitosis, endocitosis y fagocitosis
(56).

Una vez que la CD ha capturado un antigeno migra a los 6rganos linfoides en donde
se presentan estos antigenos a los linfocitos T para activarlos. Durante esta
migracion las CDs cambian su capacidad de respuesta a ciertas citocinas (57), y
secretan ciertas quimiocinas que atraen selectivamente a los linfocitos T naive y
maduros (58).

El reconocimiento del complejo péptido-MHC de las CDs por parte del receptor de
células T antigeno-especifico (TCR) inicia la interaccion CD-linfocitoT en donde es
de gran importancia la influencia mutua de moléculas co-estimuladoras como CD40,
CD80y 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 activacion de los linfocitos T (62). Enfermedades
autoinmunes, como DMT1, se caracterizan por la pérdida de la tolerancia contra
antigenos propios auto-activando el sistema inmune y provocando inflamacion, asi
como destruccion de tejidos. Por lo tanto, la capacidad inmunosupresora de las CDs
inducida por ingenieria genética es un enfoque atractivo para trastornos
autoinmunes como DMT1 (63).

Otra CPA importante en el proceso de insulitis es el M@ clasicamente activado. Los
Mo son células presentes en practicamente todos los tejidos y juegan un papel clave
en el desarrollo de los mismos (dirigiendo la conformacion del tejido), en la

respuesta inmune a patégenos (generando una respuesta inflamatoria), vigilando y
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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
apoptoticas y por la remodelacion y reparacion de los tejidos) (64). Los M@ son
derivados de células madre de médula 6sea pertenecientes al linaje monocito-
granulocitico, el cual es expuesto a citocinas como el factor estimulante de colonias
de macréfagos (M-CSF) e IL-3. La diferenciacion de células madre esta asociada a
la expresion de receptores de membrana especificos para citocinas. Los monocitos
permanecen en la médula 6sea < 24 h y posteriormente pasan al torrente sanguineo
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 M@. Este proceso de diferenciacién incluye muchos
cambios celulares como el incremento de tamafo, incremento en numero y
complejidad de los organelos e incremento en la capacidad fagocitica, entre otras
(65). La funcién de los Mg es fagocitar los agentes “extrafios” en el cuerpo, esto
incluye microbios, particulas e incluso elementos propios del organismo como
células apoptéticas y reciclan nutrientes de productos de deshecho de tejidos. Estas
células estan normalmente en un estado de reposo, pero pueden ser activadas por
una variedad de estimulos durante la respuesta inmune (66).

La actividad de los M@ se incrementa por la accion de las citocinas secretadas por
los linfocitos T como INF-y. Los Mg 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 expresion de receptores tipo Toll y scavenger que
reconocen especificamente a lectinas, lipoproteinas, proteinas, oligonucleétidos,
polisacaridos y otras moléculas. Ademas de la expresion del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC)-II con el cual los M@ y las CDs presentan el antigeno a
los linfocitos T, al activarse, los linfocitos T secretan citocinas que a su vez activan
a los linfocitos B que maduran a células plasmaticas y secretan anticuerpos
especificos contra los antigenos presentados por los Mg (67). La activacion de los
Mo (figura 5) clasicamente activados (M1) se lleva a cabo en respuesta a INF-y,
lipopolisacaridos y otros ligandos de los receptores tipo Toll (68,69). Los Me M1
orquestan una respuesta inflamatoria temprana inducida normalmente por
infecciones y dafo en tejido. Los M@ M1 activados producen 6xido nitrico (NO),
TNF-q, IL-1B, IL-12, IL-18 y quimiocinas como CCL15, CCL20, CXCL8-11 y CXCL13
a través de la via NFkB (68-70). Estos M@ se caracterizan por la alta expresion de
MHC-Il y moléculas co-estimuladoras necesarias para la correcta presentacion de
antigeno como CD80/86 (71-73) e intervienen en la activacion de linfocitos Th1 y
Th17. Por otro lado, los Mg M2 se caracterizan por que se diferencian en presencia
de IL-4/IL-13, presentan una mayor expresion del receptor de IL-4 (IL-4R) y
receptores de manosa (MR) y producen citocinas involucradas en la proliferaciéon de

linfocitos Th2 y Treg (Figura 5) (74).
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Figura 4. Caracteristicas distintivas entre Mo M1y M2. Los Mg clasicamente activados (Mg CA) o
M1 expresan MHC-II y CD80/86 y se diferencian en presencia de IFN-y y LPS. En consecuencia,
producen citocinas y quimiocinas inflamatorias, asi como especies reactivas de oxigeno por medio
de iINOS. Por otro lado, los M¢ alternativamente activados o M2 (M@ AA) que se diferencian en
presencia de IL-4/IL-13 presentan una mayor expresion del receptor de IL-4 (IL-4R) y receptores de
manosa (MR) y producen citocinas involucradas en la proliferacion de linfocitos Th2 y Treg (74).

Los Mg residentes de la microglia, piel, higado, pancreas y bazo se caracterizan
por tener una expresion alta del marcador F4/80 (64), molécula que se ha utilizado
ampliamente para la identificacion de macrofagos de ratén en condiciones normales
y patoldgicas. F4/80 es una glicoproteina con 7 dominios trans-membranales de
~160 kDa (75). Los Mg completamente maduros (F480*) presentan caracteristicas
que le permiten el facil reconocimiento de antigenos presentes en el microambiente,
como una gran cantidad de proyecciones plasmaticas denominadas filipodos

(Figura 6).
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Figura 5. Microscopia electrénica donde se muestran las caracteristicas morfolégicas de M¢. A) no
activado en donde no se aprecian proyecciones plasmaticas o filopodos. B) Mg activado, donde se
observan claramente los filopodos (76).
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Presentacion de antigeno y moléculas co-estimuladoras

Complejo principal de histocompatibilidad (MHC- SENAL 1)

Después de que los Mg y CDs capturan los antigenos que se han reconocido como
extrafos, los sustratos proteinicos 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 ratén o HLA en humano.
Hasta ahora se han reconocido dos moléculas de MHC: MHC-1 y MHC-IIl. Las
moléculas de MHC-I presentan péptidos de origen intracelular al sistema inmune y
estan involucradas en la activaciéon de linfocitos TCD8". El tamafio de los péptidos
presentados por MHC-I varia entre 7 y 9 aminoacidos (77).

Por otro lado, la molécula de MHC-II guarda una gran similitud comparado con la
molécula MHC-I. MHC-II estd 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 antigeno, se encuentran cargadas con un péptido
corto degenerado que proporciona estabilidad y diversidad al complejo. Estos
péptidos se derivan de proteinas propias o de proteinas extrafias de los agentes
patdgenos, 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 critico que determina que las células T sean seleccionadas para la
activacion y movilizacién de la respuesta inmune adaptativa (78).

La combinacion 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 seleccion 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 unicamente péptidos foraneos, esto forma parte
de la auto-discriminacion de lo propio en la inmunidad adaptativa minimizando el
riesgo de causar autoinmunidad. Sin embargo, la seleccion negativa del timo no es
un proceso “hermético,” y como resultado, algunas ocasiones se evade la seleccidn
negativa (80,81), con lo que se puede desarrollar la autoinmunidad asi que debe de
haber mecanismos reguladores adicionales, como la induccién de anergia o
apoptosis inducida por APC tolerogénicas (82).

Como se menciond, el proceso de presentacion de antigeno y activacién de las
células T, la exposicion de los péptidos a través del MHC al TCR constituye la sefal
1. La segunda sefal la constituyen las moléculas co-estimuladoras, por ejemplo:

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

CD40 es una molécula de 48 kDa y es una proteina transmembranal tipo |, formada
por una a-élice transmembrana con un dominio transmembranal de 193
aminoacidos. CD40 fue caracterizado inicialmente en células B, pero también es
expresado en CDs, monocitos, plaquetas y Mg, asi 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
interaccion CD40/CD40L induce profundos cambios en las CDs. Se ha demostrado
que la accion de CD40 en la superficie de las CDs promueve la produccion de
citocinas, la induccién de moléculas co-estimuladoras en su superficie y facilita la
presentacion cruzada del antigeno (2). El impacto de la sefalizacion de CD40
permite la maduracion de las CDs al promover que adquieran todas las
caracteristicas necesarias para una activacion y diferenciacion efectiva de los
linfocitos T. Ademas, 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 adquisicion de la respuesta inmune (87).

CD80 (B71) y CD86 (B72). A finales de la década de los 80’s se mostré que la
proliferacion de las diferentes clonas de las células T falla en ausencia de senales
co-estimuladoras (88). La prueba de que la falla en la proliferacion de células T era
dependiente de la produccion de IL-2, llevé a buscar una molécula co-estimuladora
responsable de bloquear la cascada de sefializacion de la IL-2. Esta busqueda

resulté en la identificacion de la via CD28/B7 como una via co-estimuladora para
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los linfocitos T (89,90). La via CD28/B7 es una de las vias mejor caracterizadas de
co-estimulacion. La efectividad de la co-estimulacién 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
inmunosupresion in vitro e in vivo, mientras que el bloqueo de CD80 produce una
inmunosupresidon pequefia. Sin embargo, si se bloquean las dos moléculas al mismo
tiempo se desarrolla una profunda inmunosupresion, ademas de que se producen
Mo alternativamente activados (94). El bloqueo de CD86 previene el desarrollo de

diabetes en ratones NOD (95).

Estudios in vitro han demostrado que la proliferacion de células T antigeno-
especificas, provenientes de ratones transgénicos para el TCR, son sumamente
dependientes de la co-estimulacién CD28/B7. La interrupcion de esta interaccién
reduce dramaticamente la proliferacion celular y la division de las células

previamente activadas (93).
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Figura 6. Moléculas co-estimuladoras y vias de sefalizacién implicadas en la unién de B7s con
CD28. Las lineas continuas representan vias de sefalizacién activas después de que CD28 o B7 es

bloqueado. Las lineas punteadas representan las vias de sefalizacion afectadas de las APC,
indoleamine 2,3-dioxygenase (96).
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Citocinas requeridas para la activacion inmunogénica de las células T
(senal 3)

Posterior a la presentacion del antigeno por medio de las moléculas MHC y la union
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
inflamacién solubles y citocinas. Dependiendo del antigeno y del microambiente en
el que se esté llevando a cabo la presentacion del antigeno se secretaran diferentes
tipos de citocinas que van a mediar especificamente la activacion de diferentes

clonas de linfocitos T.
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Figura 7. Patrén de citocinas necesarias para la activacion de las diferentes clonas de linfocitos, asi
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 presentacion del Ag por parte de las
CPA, los linfocitos T virgenes 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-y e IL-12. Este tipo de linfocitos
promueven una respuesta inflamatoria por medio de la produccién de citocinas
inflamatorias tipo Th1 como IL-2, IFN-y 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 antagonicas (28).

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

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

Los linfocitos Th17 se activan en presencia de TGF- e IL-6 y producen citocinas
inflamatorias caracteristicas de este tipo de linfocitos como IL-17 e IL-23, entre

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

Durante la insulitis se producen altas concentraciones de citocinas inflamatorias
como IL-1B, TNFa, IL-12 e IFN-y; las cuales dirigen el proceso de destruccion de

las células B pancreaticas (42).

32



Factor Inhibidor de la Migracién de Macréfagos (MIF) (Articulo 1
apéndice |)
MIF, originalmente reportado en 1966 por dos diferentes grupos, fue descrito como
un producto secretado por la célula T que inhibe la migracién azarosa de los Mo in
vitro y promueve la acumulacion de M@ durante la hipersensibilidad de tipo

retardada (97,98).

El gen de MIF en humanos y ratones es 90% homoélogo, ya que es una molécula
evolutivamente conservada y expresada constitutivamente en muchos tejidos

(Figura 9).

Figura 8. Patron de expresion de MIF (100).
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Figura 9. Estructura tridimensional de MIF. MIF esta formada por tres estructuras idénticas que
configuran un trimero (mondmeros). Cada mondémero estd compuesto por cadenas a (cilindros) y
cadenas B (flechas) con seis a-hélices que rodean tres R-hojas que se envuelven completamente
para formar un barril con extremos abiertos que forman un canal de disolvente (101,102).

La proteina de MIF (figura 10) tiene un peso molecular de 12.5 kDa (99). MIF se
encuentra preformada en vacuolas intracelulares y no requiere de sintesis
inmediata antes de su liberacién, por lo que se encuentra disponible de manera
inmediata. MIF carece de una secuencia lider amino-terminal, lo que indica que es
secretada por las células a través de una via de secrecién de proteinas 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 inflamacion y fue descrito como un factor responsable que determina el
grado de inflamacion (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 produccién de
citocinas inflamatorias, como el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y especies
reactivas de oxigeno como el oxido nitrico (107); adicionalmente, se ha visto que
MIF actua como factor de crecimiento (108), regula la expresion de receptores tipo
Toll 4 (TLR-4) en células presentadoras de antigeno (109) y sostiene la respuesta

inflamatoria ante la inhibicion de p53 (110).

Todas las propiedades descritas permiten reconocer a MIF como una molécula
critica 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) asi
como en choque séptico (116), cancer (117), enfermedad inflamatoria crénica 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 diagnéstico 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 B pancreaticas

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

células B y que es secretado durante la fase de secrecion de la insulina. Lo mas

35



importante en este sentido es que MIF parece poseer actividad autdcrina con un

efecto de regulacién glucosa-dependiente en la secrecion de la insulina (43).

A pesar de que MIF esta relacionado de forma homeostatica con la secrecion de la
insulina, en un estado de homeostasis alterado (como la presencia de inflamacién)
MIF podria actuar de manera diferencial y destructiva que puede llevar a la
apoptosis de la célula B pancreatica (142,143). Aparentemente, MIF no es una
molécula extrafia en el microambiente de las células 3 pancreaticas y puede actuar
en respuesta a la concentracién de glucosa y en presencia de inflamacién (100).
Con la informacién antes mencionada se puede concluir que la participacion de MIF
en la patologia de la DMT1 esta 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 aparicién de la enfermedad.
Tomando en cuenta que no hay cura para esta enfermedad crénico-degenerativa,
el entendimiento de los procesos iniciales del desarrollo de la enfermedad nos
puede ayudar a establecer la etiologia 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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JUSTIFICACION

En humanos diagnosticados con DMT1, se ha encontrado que las concentraciones
de MIF en sangre son estadisticamente 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
produccion de ciertas citocinas inflamatorias como IL-18 y TNF-q, 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 simplificd 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 funcién de islotes singénicos
transplantados, ya que el bloqueo de MIF resulté en el éxito del transplante (135).
Ademas, sabemos que MIF participa en la DMT1 controlando las actividades
funcionales de los monocitos/ M@ y células T modulando sus habilidades de

secrecion de moléculas pro-inflamatorias (43).

En este contexto, se ha propuesto que MIF puede mediar la expresion de
moléculas co-estimuladoras en Mg y CDs afectando también la proliferacion

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 disfunciéon cardiaca
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asociada a la sefalizacion de AMPK (138), pie diabético (139) y se sabe que
promueve la apoptosis de islotes pancreaticos inducida por acido palmitico y
citocinas inflamatorias (140). Posterior a la neutralizacion exitosa de MIF por medio
de farmacos, 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 produccién de
insulina debida a la destruccidén de tipo autoinmune de los islotes B pancreaticos,
proceso en el que MIF puede tener una participacion clave. El proceso autoinmune
destructivo se lleva a cabo por el infiltrado de multiples tipos celulares, como
linfocitos T, B, M@ y CPA (insulitis); asi como la accion de diversas citocinas
inflamatorias como MIF. La comprension del inicio de la insulitis en la fase de
presentacion de antigenos propios puede revelar nuevos blancos terapéuticos que,
al combinarse con los ya existentes, podrian aumentar la efectividad en el control
de la enfermedad, incluso en un diagndstico temprano podria evitarse la insulitis y

tal vez evitar la propagacion de la enfermedad.
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HIPOTESIS

Si MIF interviene en la capacidad de expresiéon de moléculas co-estimuladoras en
Mo y CDs, determinando su estado de maduracion/ diferenciacion y, por tanto, su
capacidad de presentacién de antigenos propios en el islote pancreatico, entonces
MIF promueve el infiltrado celular en los islotes pancreaticos 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

maduracién de Mg y CDs y en el desarrollo de la insulitis.

1)

2)

3)

4)

Objetivos especificos

Establecer el modelo de induccion de DMT1 con multiples dosis de
estreptozotocina (STZ) en ratones control WT y en ratones Mif-/- de fondo
genético Balb/c.

Determinar si hay deficiencias en la expresion de moléculas co-
estimuladoras en M@ y CDs de ratones Mif-/- en el modelo de DMT1
experimental.

Determinar si Mg y CDs de ratones Mif-/- tienen disminuida la capacidad para
iniciar una respuesta inflamatoria eficiente que pueda disminuir la insulitis en
la DMT1 experimental.

Evaluar el efecto de la restitucion 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 multiples dosis de estreptozotocina (STZ) via
intraperitoneal (i.p.) (144), dosis de 40 mg/kg durante 5 dias 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-induccién con STZ se midieron los niveles de
glucemiay 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 induccion
(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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Analisis de la expresion y produccién 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 pancreaticos por medio de digestidon 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 concentracion de RNA
fue determinada por absorbancia a 260 nmy la integridad del RNA se determiné por
medio de electroforesis en gel de agarosa. EI DNA de una cadena (cDNA) se
sintetizdé con 0.5ug del RNA total por medio de transcripcion reversa con 500U de
SSRT Il (SIGMA, México). La amplificaciéon de GLUT-2 se evalud utilizando los
siguientes  primers: GLUT2, 5-TCACACCAGCATACACAACA-3° vy ©5'-
ACACTTCGTCCAGCAATGA-3’, la amplificacion fue de 35 ciclos. Las muestras

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

Analisis de la expresion de GLUT-2 en membrana en los islotes

pancreaticos en ratones WT y MIF-/- sanos

Se determind la expresion de GLUT-2 en membrana por el método de
inmunofluorescencia indirecta (apéndice 3) utilizando el anticuerpo primario a
insulina de cobayo (concentracién 1:2000) (Santa Cruz Biotechnology) y Ac
secundario a anti-GLUT-2 de cobayo conjugado con FITC (concentracion 1:100).
Las muestras fueron analizadas y fotografiadas en un microscopio de fluorescencia

(Zeizz) con camara digital acoplada.
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Determinacion de insulina y marcadores inflamatorios (citocinas en

suero)

Los niveles de insulina en sangre se determinaron por el método de ELISA-
Sandwich (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 induccion (glucémetro Accucheck ®, México). Las
concentraciones de citocinas pro y anti-inflamatorias de IL-12, IFN-y, IL-17, MIF, IL-
4, IL-13, IL-6 e IL-10 se determinaron segun el protocolo establecido por el
comerciante (Murine standard ABTS development kit, PeproTech, México DF,
México). Brevemente, posterior a la administracion de STZ se tomd 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-Sandwich con el

kit respectivo a cada citocina (Peprotech).

Elaboracién de Ag total de islote pancreatico (AgTIP)

Se sacrificaron ratones WT sanos de 8 semanas de edad a los cuales se les
extrajeron los islotes pancreaticos por medio de digestion en colagenasa y gradiente
de Ficoll (SIGMA-ALDRICH). Brevemente, posterior a su extraccion, el pancreas fue
cortado en trozos de aproximadamente 2mm con tijeras de diseccion (Krown or
stainless). Se anadié solucién de colagenasa IV (Sigma, México), en solucién de
Hanks (GIBCO ® México) en una concentracion de 1mg/ml por cada érgano
disectado y se colocé en bano de agitacién a 36° durante 10 min hasta disolver el

tejido. Inmediatamente después se paro la reaccidon con solucién de Hanks fria y se
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centrifugd durante 10 min a 2000 rpm. Se retir6 el sobrenadante, se lavo con 20 ml
de solucion de Hanks y se centrifugd nuevamente a 2000 rpm. Finalmente, se retird
el sobrenadante y la pastilla se disolvié 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 centrifugd por 15 min a 2000 rpm sin aceleracion ni freno. Después de
centrifugar, se extrajo el tejido ubicado entre el 23 y 21% de Ficoll, en el cual se
concentran los islotes pancreaticos. Los islotes se lavaron 2 veces con solucién 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 determiné la concentracion

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

Determinacion de IgG1 e IgG2a en suero

El AgTIP se utilizé para determinar la concentracién de anticuerpos IgG1 e
IgG2a especificos para AgTIP en sangre por el método de dilucion limitante en suero
de ratones WT y Mif-/- sanos y a diferentes tiempos posteriores a la induccién con
STZ. Brevemente, una placa de 96 pozos para ELISA (Costar) se cubrié con 100 pnl
por pozo de AgTIP a una concentracién 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 50ul 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-ratén anti IgG1 e IgG2a a una concentracion de 1:1000
respectivamente (Zymed, San Francisco, CA, USA). Las placas fueron lavadas y
reveladas con una soluciéon ABTS (Zymed), la absorbancia fue medida a 405nm en

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

Analisis histolégico de islotes pancreaticos

Se hiso un analisis histologico de los islotes pancreaticos, los cuales fueron fijados,
cortados y tefiidos 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
induccién con STZ. Ademas, se hizo una clasificacion del grado de infiltrado celular
(pérdida de morfologia circular de los islotes pancreaticos), se evaluaron 30 islotes

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

Evaluacion de activacion/ maduracion de Mo y CDs deficientes de MIF

en el modelo de diabetes autoinmune experimental

Para evaluar la expresion de moléculas co-estimuladoras en M@ y CDs de ratones
WT y Mif-/- se extrajeron las células totales de érganos linfoides cercanos al
pancreas como bazo y ganglio mesentérico, ademas de células de la cavidad
peritoneal por perfusion. Las células aisladas de cada 6rgano se trataron con

anticuerpos especificos para CD80, CD86, CD40, TLR-2, TLR-4 y MHC-Il (BD
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Biosciences, EUA). Brevemente, se colocaron 1x10° células en tubos eppendorf de
1.5 ml, las cuales se tifieron con 2 ug/ml del Ac respectivo en 100 ul 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 citometria de flujo FACS CALIBUR (BD Calibur,

USA).

Analisis in vivo de la capacidad de respuesta de M¢ y CDs de ratones
Mif-/-

Para analizar la capacidad de iniciar una respuesta inflamatoria eficiente se
hicieron co-cultivos de Mg de ratones WT y Mif-/- tratados con STZ con linfocitos
naive sanos de ratones transgénicos para ovoalbumina (Tg OVA) en presencia de
antigeno OVA (10 pg/ml) y concanavalina A (ConA 2 pg/ml) como control positivo;
se evaluo la capacidad de proliferacion celular por el método de incorporacion de
timidina tritiada ([3H]-TdR), 0.5u 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.

Analisis de la expresion de células CD4+, CD8* y CD4*CD25*FOXp3*

Treg por citometria de flujo

Brevemente, se extrajo una muestra de sangre de ratones de los grupos WT
y Mif-/- sanos y con 8 semanas post- induccién con STZ a los cuales se les extrajo
500 pl 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 osmodtico con solucidn
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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 BiolLegend). Las muestras fueron analizadas por

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

Restitucion 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 induccién 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 induccion (figura 11). Posterior a la restituciéon
de MIF en ratones Mif-/-STZ, se les extrajo sangre semanalmente para medir
glucosa en sangre y concentracion de citocinas y se analizé la expresién de

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

Cuantificacion de produccion de citocinas en esplenocitos de ratones

WT y Mif-/- sanos y a las 8 semanas p.i. con STZ por RT-PCR.

Para la extraccion de mRNA se utilizaron ratones WT y Mif-/- sanos y con 8 semanas
p.i. con STZ a los cuales se les disecciono el bazo. Los esplenocitos totales fueron
obtenidos en esterilidad por perfusion con solucion salina (10 ml por 6rgano),
posteriormente fueron centrifugados a 2000 rpm por 10 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante y la pastilla de células obtenida fue resuspendida en 10 ml de solucion
hemolizante (apéndice 3) por 10 min a 4 °C. Pasado el tiempo, se paroé la reaccion
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 solucién hemolizante. A las

pastillas obtenidas se le agregaron 500 pL de Trizol ® (SIGMA-ALDRICH) y fueron
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congeladas a -70°C para la posterior extraccion de mRNA. Para la extraccion de
mRNA, brevemente, a cada muestra se le agregé 200 pL de cloroformo por cada mi
de Trizol agregado, fueron incubados durante 10 min a temperatura ambiente y
centrifugados a 14000 rpm durante 15min a 4°C. Se tomé el sobrenadante (fase
transparente) y se agregaron 500 L de isopropanol frio por ml de trizol utilizado. Se
incubd 10 min y las muestras fueron centrifugadas a 14000 rpm por 15 min a 4°C.
La pastilla obtenida fue lavada con 500 ul de entanol al 70%. Se secé el boton a
temperatura ambiente y fue resuspendido en 20 uL de agua mQ con inhibidores de

RNAsas.

Para la sintesis del cDNA, se utilizaron 1000ng de mRNA por muestra, se le agregé
1uL de OLIGO-DT y se incubé a 70°C por 15 min en el termociclador.
Posteriormente a cada muestra se le afiadié 1 pL de buffer 5X (Tris-KCL), 2 yL de
DTT, 1 yL de DNTPs y 1 pL 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/ul) y se
almacenaron las muestras a -70°C hasta su uso. Se cuantificaron las muestras por

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

Para la cuantificacion de citocinas por el método de RT-PCR se utilizaron 1000 ng
de cDNA vy la enzima Hot Start Tag 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 alineacion 54°C (145). IL-18 (502pb) F-CCC ATACTT TAG
GAAGACACGGATT, R- TCATGGGATGATGATGATAACCTGCT,; T° de alineacién

59°C (146). IL-10 (237pb) F-ACC TGG TAG AAG TGA TGC CCC AGG CA, R-CTA
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TGC AGT TGA TGA AGA TGT CAA A; T° de alineacion 56°C (147). TGF-$ (195pb)
F-GCC CTT CCT GCT CCT CAT, R-TTG GCA TGG TAG CCC TTG; T° de
alineacion 52°C (148). TNF-a (307pb) F-GGC AGG TCT ACT TTG GAG TCATTG
C, R-ACATTC GAG GCT CCA GTG AAT TCG; T° de alineacion 59°C (146). Foxp3
(112pb) F-GGC CCT TCT CCA GGA CAG A, R-GCT GAT CAT GGC TGG GTT GT;
T° de alineacion 56°C (149). Las condiciones de amplificacién fueron: 95°C por 57,
94°C por 407, 52°C-59°C (dependiendo del primer utilizado) por 407, 72°C por 307,
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 analisis. Las imagenes de
electroforesis obtenidas (Fotodocumentador BioRad GEL DOC™ EZ System,
México) fueron analizadas con el programa Photoshop para obtener los pixeles
correspondientes a cada banda. Con los valores obtenidos se hizo una

normalizacion a partir de los valores de GAPDH.

Estadistica

Los resultados fueron analizados en GraphPad Prism 6 usando las pruebas
estadisticas “t” de Student, una * p<0.05 fue considerada estadisticamente
significativa. Para el andlisis de anticuerpos se utilizé 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 transcripcién de éste, sino que ademas se vean afectadas
otras proteinas que pudiesen enmascarar el efecto real de la proteina blanco. Es
por ello que el primer objetivo en este trabajo fue evaluar el mecanismo de accion
de la STZ en los ratones WT y Mif-/-, para verificar que el efecto de la STZ sea

comparable en los dos grupos experimentales.
Validacion del modelo. La ausencia de MIF no modifica la morfologia de
los islotes pancreaticos

Se evalud la morfologia de los islotes pancreaticos, 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 morfologia

circular, y es posible distinguirlos entre el tejido arcinar.

WT Sano Mif-/- Sano

40 X 40 X

Figura 10. Analisis histolégico de los islotes pancreaticos de ratones sanos WT y Mif-/- por el método
de HE. Los islotes de ambos grupos no presentan alteraciones morfolégicas aparentes.
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La ausencia de MIF no modifica la transcripciéon y expresion de GLUT-2

Los islotes pancreaticos de ratdén estan conformados por un 75% de células B, 19%
de células a y un 6% de células & (150). Las células B actuan 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, farmaco que se utilizd en este trabajo para la induccion de diabetes
autoinmune, es internalizada a la célula B pancreatica a través del GLUT-2 ya que

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

De acuerdo con lo anterior nos dimos a la tarea de determinar la expresion del
GLUT-2 en la membrana de los islotes pancreaticos de ratones WT y Mif-/- sanos,
para lo cual realizamos una inmunofluorescencia para la expresion 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 expresidn 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 transcripcion del GLUT-2 y esta tendencia se

mantuvo inclusive después de la induccidon con la STZ.
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Figura 13. Cuantificacién cualitativa de la transcripcion y expresion de GLUT-2en los islotes
pancreaticos de ratones WT y Mif-/- sanos. A) analisis por inmunofluorescencia de la expresion de
GLUT-2 en membrana de las células 8 de los islotes pancreaticos. B) Cuantificacion del transcripto
de GLUT-2 tanto por RT-PCR como por PCR tiempo real. C) Cuantificacion del transcripto para
GLUT-2 antes y después de la induccién con STZ en ambos grupos.
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La produccién de insulina en ratones Mif-/- sanos es igual que en los

ratones WT

Por otro lado, examinamos la produccion de insulina de islotes de ratones Mif-/-y
ratones WT sanos a las 8 semanas de edad por medio de la técnica de
inmunohistoquimica. Observamos que la insulina se concentré en el centro del islote

pancreatico en ambos grupos (figura 14).

WT Sano Mif-/- Sano

40 X 40 X

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

Ademas, se determind la produccién de insulina mediante la cuantificacion 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. Concentracion 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.

CONCLUSION 1. Con base a los resultados anteriores, se puede concluir que no hubo
evidencia de que hubiera alguna predisposicién inherente a las caracteristicas 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 induccidon 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 pancreatico, tratamos ratones de ambos grupos con
STZ y los monitoreamos por 8 semanas. Como se observa en la grafica 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 parametro que los califica como diabéticos (grafica 1 triangulo invertido

negro).

600-
, @ WT SANO
* & WTSTZ
400- - MIF-/- SANO
¥ MIF-/- STZ

200+

Glucosa en sangre (mg/dL)

0 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10
Semanas post- induccion
p<0.05 n=52

Gréfica 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 disminucion de insulina en sangre posterior

a la induccién con STZ

Considerando que la diabetes tipo uno es insulinodependiente es de gran
importancia la disminucion 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 estadisticamente significativas en la
produccion basal (sanos) en ambos grupos (gréafica 2, semana 0 p.i.). Lo anterior
correlaciona con la deteccion de insulina por medio de inmunohistoquimica en
islotes pancreaticos en donde no se observaron diferencias entre los 2 grupos

(figura 14).
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P>0.05 n= 36

Grdfica 2. Concentracion de insulina en sangre. Las producciones basales de insulina de ambos
grupos no presentan diferencias estadisticas. Posterior a la induccién con STZ la concentracién 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 induccion con STZ, los ratones WT STZ presentaron
un incremento en la concentracion de insulina (grafica 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 induccion 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 observd
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 dias post-induccién
(grafica 3). De esta manera se corroboré que la STZ si tiene efecto en los ratones

Mif-/- inicamente a dosis altas.

1501

100+

50+

Gréfica 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 produccion de citocinas inflamatorias sistémicas en

el modelo de diabetes autoinmune

Otro de los criterios de diagndstico para la diabetes autoinmune, ademas 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 mas representativas.

Las citocinas comunmente relacionadas con la diabetes tipo 1 son; IL-12, INF-y, IL-
17 y MIF, entre otras. Nosotros observamos que en los ratones Mif-/- STZ, la IL-12
tuvo un ligero incremento que alcanzé su maximo pico en la semana 4, sin embargo,
este incremento fue significativamente menor que el incremento observado en los
ratones WT STZ (Grafica 4 A). Por otro lado, los niveles de INF-y en los ratones Mif-
/- STZ no presentaron ningun incremento, mientras que en los ratones WT STZ si
se observé un incremento significativo en los ratones WT STZ desde la segunda

semana post-tratamiento (grafica 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 induccion, fue hasta la semana 8 p.i. cuando se
presentaron diferencias estadisticamente significativas, ya que los ratones WT STZ

produjeron cinco veces mas IL-17 (grafica 4, C).

Por otra parte, la produccion de MIF se encontré elevada en los ratones WT,
mientras que en los ratones deficientes de MIF no hubo produccion del mismo, como

era de esperarse (grafica 4, D).
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Gréfica 4. Produccién de citocinas inflamatorias el desarrollo de la DMT1. Los ratones WT presentan
mayor produccion 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

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

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

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

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

inflamatoria.

61



4 wTSsTZ

Grafica 5. Niveles de citocinas anti-inflamatorias en los ratones Mif-/- STZ y WT STZ durante las 8
semanas posteriores a la induccion. 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 produccién de anticuerpos especificos para Ag total de

Islote B pancreatico

La insulitis es el establecimiento de una respuesta inflamatoria autoinmune dirigida
especificamente contra las células B pancreaticas. En este proceso se generan
auto-anticuerpos contra diferentes antigenos propios como GADG65, insulina, ZnT8A
(41). En este trabajo se midieron dos anticuerpos especificos contra antigeno total
de islote pancreatico, IgG1 caracteristico de respuestas tipo Th2 anti-inflamatoria e
IgG2a caracteristico de una respuesta inflamatoria Th1. Como se observa en la
grafica 6B, los ratones Mif-/- STZ produjeron concentraciones mas elevadas de IgG1
(Th2). Por el contrario, los ratones WT STZ produjeron mayor cantidad de 1gG2a
(Th1) a partir de la segunda semana p.i. con STZ (grafica 6 A). Este resultado

concuerda con la produccion 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.

Th1 = 60000 Th2

000 ) '| . -:- M if-/- STZ

Grafica 6. Concentraciones de Ac especificos 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.

CONCLUSION 2. Tomando en cuenta los resultados anteriores podemos concluir
que los ratones WT desarrollan un grado de inflamacion mayor (determinado por los
niveles de citocinas pro-inflamatorias y presencia de 1gG2a en sangre). En los
ratones Mif-/-STZ no se desarrollé una respuesta autoinmune inflamatoria, a pesar

del reconocimiento de antigenos propios.
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MIF influye en el grado de infiltracion de los islotes pancreaticos

Considerando que, ante la ausencia de MIF, no se esta 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 analisis histoldgico de los islotes pancreaticos
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 (Grafica 7) y el infiltrado
que presentaron fue mayor comparado con el que presentaron los islotes
provenientes de los ratones Mif-/-STZ (Tabla 1). La mayoria de los islotes infiltrados
en los ratones WT STZ perdieron por completo la morfologia 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 produccion de insulina en los ratones

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

Control Mif-/- STZ WT STZ
40X 40X 40X
Islote no infiltrado Islote con infiltrado Islote infiltrado que
moderado pierde la morfologia
circular

Figura 13. Criterio de clasificacion de los islotes pancreaticos infiltrados en ratones WT STZ y Mif-/-
STZ a las 8 semanas posteriores a la induccion.
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Tabla 1. Grado de infiltracion en islotes pancreaticos.

N° de islotes
N° de N° de islotes
N° de islotes N° de islotes infiltrados,
islotes infilirados, perdida
contados. no infiltrados. morfologia
infiltrados. morfologia circular.
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

ND= infiltrado no detectado

Como se mencion6 anteriormente en los ratones WT STZ se perdio la morfologia

circular del islote pancreatico (Figura 17 A y B), se observo claramente una gran

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

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

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

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

de los islotes se mantuvo (Figura 17 C y D).
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WT STZ A WT STZ B

N\ _ / /

Capilar

40X 40X \

Mif-/- STZ C Mif-/- STZ D

Figura 14. Andlisis del infiltrado de los islotes pancreaticos a la semana 8 posterior a la induccién en
los ratones WT STZ y Mif-/-STZ.

CONCLUSION 3. Los islotes pancreaticos 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 expresion de CD80 y CD86 en Mg y CDs de diferentes
tejidos en ratones WT a diferentes tiempos posteriores a la induccion con
STZ

De acuerdo con la literatura las principales células que se encuentran en el infiltrado
en los islotes pancreaticos son Mg, 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 Mg y CDs, ya que
son las primeras en reconocer los antigenos propios, activan a los linfocitos y
expanden la respuesta autoinmune. Evaluamos la activacion y maduraciéon de los
Mo y CDs por medio de la expresion de moléculas co-estimuladoras indispensables

para la presentacion del antigeno en diferentes tejidos.

Pancreas. El analisis de los Mg y CDs en pancreas mostré que durante la semana
2, 4 y 8 posterior al tratamiento con STZ, los ratones WT presentaron una elevada
presencia de M@ F4/80* (grafica 8 A); estos Mg presentaron una mayor expresion
de las moléculas co-estimuladoras CD80 (grafica 8 B) y CD86 (grafica 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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Grafica 8. Cuantificacion de M en el pancreas y evaluacion de la expresién de moléculas co-
estimuladoras en los diferentes grupos experimentales en los diferentes tiempos. A) Promedio del
coeficiente de variacion (CV) de My F480+ CD80+. B) Promedio del CV de My F480+ CD86+. C)
Promedio del CV de analisis de Mg F480+ en pancreas. D) Histogramas del IFM de Mg F480+
CD80+ y CD86+. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6.
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Por otro lado, las células dendriticas de pancreas en ratones WT tratados con STZ
presentaron una mayor expresion de CD80 a partir de la semana 4 posterior a la
induccion con STZ comparado con los ratones Mif-/-STZ (grafica 9 B). Sin embargo,
en la expresion de la molécula CD86 no se observaron diferencias significativas

entre los grupos durante los diferentes tiempos experimentales (grafica 9 C).

Las diferencias que se observaron en indice de fluorescencia media y coeficiente
de variacion (CV) de expresion de las moléculas CD80 y CD86, también se

reflejaron en cuanto al porcentaje de células positivas para la molécula (Figura 9 A).

CONCLUSION 4. Estos resultados demuestran que MIF influye en el reclutamiento
de Mo y CDs en el pancreas en el modelo de DMT1 experimental. Ademas, se
demuestra que MIF influye en la expresién de las moléculas co-estimuladoras CD80

y CD86 en estas células.
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Grafica 9. Cuantificacion de las CD en el pancreas y evaluacion de la expresion de moléculas co-
estimuladoras en los diferentes grupos experimentales. A) Promedio del coeficiente de variacion
(CV) de CDs CD11c+. B) Promedio del CV de CDs CD11c+ CD80+. C) Promedio del CV de CDs
CD11c+ CD86+ en pancreas. D) Histogramas del IFM de CDs CD11c+ CD80+ y CD86+. ‘t” de
Student p<0.05, GraphPad Prism 6.

71



Las diferencias que se observaron en indice de fluorescencia media y coeficiente
de variacion (CV) de expresion de las moléculas CD80 y CD86 en Mg y CDs de
pancreas, también se reflejaron en cuanto al porcentaje de células positivas para la

molécula (Figura 18).

Mif-/-STZ

WT STZ

Mif-/-STZ

WT STZ

Figura 18. Cinética de expresion de moléculas CD80 y CD86 en Mes y CDs en pancreas de ratones
WT STZ y Mif-/-STZ.

Bazo. El bazo es un o6rgano linfoide muy cercano al pancreas, por lo cual

consideramos que era muy probable que tuviese una participacion importante como
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lugar de activacion de linfocitos hacia un perfil autoinmune. Es por ello que
evaluamos el reclutamiento de Mg y CDs en este 6rgano. Encontramos que durante
las primeras semanas post tratamiento con STZ no hubo diferencias en el numero
de Mo en el bazo de ratones WT y Mif -/- (semanas 2 y 4). Sin embargo, observamos
que durante la semana 8 el numero de Mg se incrementé de manera significativa
en los ratones Mif-/-STZ (grafica 10 A). Como ya se menciond previamente, en las
semanas 2 y 4 no encontramos diferencias en el numero de Mg entre los grupos
WT STZ y Mif-/-STZ, pero si se observaron diferencias en la expresién de moléculas
co-estimuladoras; de manera que los ratones WT STZ presentaron niveles mayores
de expresion de las moléculas CD80 comparados con los registrados en las células
de ratones Mif-/-STZ. Ademas, observamos que durante la semana 8 en la cual
incrementé el numero de Mg en los ratones Mif-/-STZ, los niveles de expresion de
CD80 se mantuvieron por debajo de los ratones WT STZ (Grafica 10 B). En el caso
de la expresién de la molécula CD86, ésta tuvo baja expresion desde la semana 2
hasta la semana 8 p.i. en los ratones Mif-/-STZ comparado con la expresion

observada en los ratones WT STZ (Grafica 10 C).
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Gréfica 10. Cuantificacion de Mg y evaluacion de la expresion de moléculas co-estimuladoras en
macrofagos positivos para CD80 y CD86 en bazo. Células de bazo de ratones WT (), Mif-/- (m). A)
numero de células F4/80+ de bazo. B) numero de células F4/80+ (Mg) positivas para CD80. C)
numero de células F4/80+ (Mg) positivas para CD86. La determinacion se hizo a los 2, 4, 6 y 8 dias
post-induccion. “‘t” de Student *p<0.05, GraphPad Prism 6.

En los ratones Mif-/-STZ también presenté un incremento en el numero de CDs
(CD11c+) en bazo, pero en éste caso fue durante la segunda semana post
tratamiento con STZ (Grafica 11 A). Sin embargo, durante esa semana no se
presentaron diferencias en la expresion de la molécula CD80 con respecto a los
ratones WT STZ (Grafica 11 B). Durante la semana 4 y 8 hubo una menor expresiéon

de CD80 en las CD de ratones Mif-/-STZ comparados con los WT STZ. La molécula
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CD86 se expresdé menos en CDs de ratones Mif-/-STZ a partir de la segunda

semana y hasta las 8 semanas posteriores a la induccion con STZ (Gréfica 11 C).
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Grafica 91. Cuantificaciéon de CDs y evaluacién de la expresion de moléculas co-estimuladoras en
los diferentes grupos experimentales en los diferentes tiempos en células de bazo. Ratones WT (+)
y Mif-/- (m). La determinacion de la expresion de las moléculas se hizo a las semanas 2,4,6 y 8 post
tratamiento con STZ. A) nimero de células de bazo CD11c+. B) numero de células CD11b+ (CDs)
positivas para CD80. C) numero de células CD11b+ (CDs) positivas para CD86. “t” de Student

p<0.05, GraphPad Prism 6.

Las diferencias que se observaron en indice de fluorescencia media y coeficiente

de variacion (CV) de expresion de las moléculas CD80 y CD86 en M@ 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 expresion de CD80 y CD86. Analisis por el
programa Cyflogic.

Peritoneo. Finalmente, analizamos el patrén de expresion de las moléculas CD80 y

CD86 en la cavidad peritoneal; en este caso los ratones Mif-/-STZ presentaron
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mayor expresion del marcador de M@ clasicamente activados F4/80 (grafica 12 A).
Sin embargo, estas células no presentaron cambios en cuanto a la expresion de
CD80 y CD86 a lo largo del experimento (grafica 12 B y C). Contrariamente, los
ratones WT STZ presentaron un pico de expresion de las moléculas CD80 y CD86

durante la segunda semana posterior a la induccion (grafica 12 B y C).
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Grafica 12. Cuantificacion de la expresion de F480, CD80 y CD86 en células de peritoneo en los
diferentes tiempos experimentales posteriores a la induccion con STZ. A) Promedio del coeficiente
de variacién (CV) de Mo F480+. B) Promedio del CV de Mg F480+ CD80+. C) Promedio del CV de
analisis de Mg F480+ CD86+ en pancreas. ‘t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6.

En cuanto a las CDs, los ratones Mif-/-STZ presentaron una mayor expresion de

CD11c durante la semana 4 (grafica 13, Ay B). Por otro lado, los ratones Mif-/-STZ

77



mantuvieron una baja expresion de células CD11c* CD86* durante todos los

tiempos experimentales (grafica 13 C).
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Grafica 13. Cuantificacion de la expresion de CD11c, CD80 y CD86 en células de peritoneo en los
diferentes tiempos experimentales posteriores a la induccion con STZ. A) Promedio del coeficiente
de variacion (CV) de CDs CD11c+. B) Promedio del CV de CDs CD11c+ CD80+. C) Promedio del
CV de CDs CD11c+ CD86+ en pancreas. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6.
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Las diferencias que se observaron en indice de fluorescencia media y CV de

expresion de las moléculas CD80 y CD86 en Mg y CDs de peritoneo, también se

reflejaron en cuanto al porcentaje de células positivas para la molécula (Figura 20).

Mif-/-STZ

WT STZ

Mif-/-STZ

WT STZ

Figura 20. Cinética de porcentaje de células CD80* y CD86" en Mg y CDs en peritoneo de ratones

WTSTZ y Mif-/-STZ. Cyflogic.
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MIF participa en la expresion de MHC-Il en Mo y CDs de bazo y

peritoneo

Evaluamos la expresién de MHC-1l en M@ y CDs de bazo y células de peritoneo.
Se encontré que los M@ y CDs de bazo de ratones Mif-/-STZ expresaron niveles
significativamente menores de MHC-II a partir de la semana cuatro y hasta la 82
semana posterior a la inducciéon comparados con los Mg y CDs de ratones WT

STZ (Gréfica 14 Ay B).
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Gréfica 14. Cuantificacion de la expresion de MHC-II en células de bazo en los diferentes tiempos
experimentales posteriores a la induccion con STZ. A) Promedio del porcentaje de Mo F480+ MHC-
I1+. B) Promedio del porcentaje de CDs CD11c+ MHC-II+. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism
6.

Los Mg y CDs de peritoneo de ratones Mif-/-STZ expresaron niveles menores de
MHC-II a partir de la segunda semana posterior a la induccion con STZ comparado

con los ratones WT STZ (Grafica 15 Ay B).
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Gréfica15. Cuantificacion de la expresion de MHC-II en células de peritoneo en los diferentes tiempos
experimentales posteriores a la induccion con STZ. A) Promedio del porcentaje de Mo 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 expresion de receptores de membrana
como TLR-2, TLR-4, CD40 y CCR5 en Mg y CDs de bazo

Analizamos la expresién de TLR-2 y TLR-4 en M@ y CDs de bazo de ratones WT y
Mif-/- durante los diferentes tiempos experimentales posteriores a la induccién con
STZ y observamos que los M@ de ratones Mif-/-STZ presentaron una menor
expresion de TLR-2 y TLR-4 (Grafica 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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Gréfica 16. Cuantificacion de la expresion de TLR-2 y TLR-4 en Mg y CDs de bazo en los diferentes
tiempos experimentales posteriores a la inducciéon con STZ. “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism
6.

Las CDs de bazo de ratones Mif-/- STZ presentaron una menor expresion de TLR-
2 solo durante las semanas dos y cuatro, sin embargo, fue en ésta ultima en donde
se encontraron las mayores diferencias en su expresion (grafica 16 C). La expresion
de TLR-4 en los ratones Mif-/- STZ fue menor comparado con los ratones WT STZ

unicamente durante la semana 4 p.i. (grafica 16 D).
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La expresion de CD40 y CCR5 en M@ y CDs se determind a la semana 8 p.i. con

STZ. Se observo que los Mp WT STZ presentaron una mayor expresion de la

molécula CD40 y CCRS5 (grafica 17 C y D).
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Grafica 17. Expresion de CD40 y CCRS5 en bazo. Histogramas representativos de 3 experimentos
independientes en donde se observa el indice de fluorescencia media (IFM) de expresion de las
moléculas CD40 (A y B) y CCR5 (C y D) en Mg de bazo de ratones WT STZ y Mif-/-STZ a las 8
semanas posteriores a la induccién. N=10 “t” de Student p<0.05, GraphPad Prism 6.

Las CDs en bazo de ratones WT STZ presentaron mayor expresion de CD40 y

CCR5 comparado con los ratones Mif-/-STZ a las 8 semanas posteriores a la

induccion (Grafica 18 Ay B).
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Gréfica 18. IFM de expresion de las moléculas CD40 y CCR5 en CDs de bazo de ratones WTSTZ y
Mif-/-STZ a las 8 semanas posteriores a la induccion. N=10 “‘t” de Student p<0.05 GraphPad Prism
6.

CONCLUSION 5. MIF es importante para la correcta expresiéon de moléculas co-
estimuladoras como CD80 y CD86; asi como para la expresién de otros receptores
de membrana como MHC-II, TLR-2, TLR-4, CD40 y CCRS5 en Mg y CDs de bazo en
un modelo de DMT1 por induccién con STZ. En peritoneo no se encontraron

diferencias significativas en la expresién de las moléculas analizadas.
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Las hiperglucemias y los niveles de citocinas pro-inflamatorias en
sangre incrementan con la restituciéon 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 reconstitucion exégena de MIF no fue suficiente para alcanzar los niveles de

glucosa en sangre equitativos a los mostrados por los ratones WT STZ (grafica 19),

linea roja).
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Grafica 19. Glucemia en ratones Mif-/- STZ posterior a la restitucién de MIF. n =10. p<0.05 “t” de
Student. (Graphpad Prism 6).
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La restitucion de MIF en ratones Mif-/-STZ+MIFrec generd hiperglucemias idénticas
a las presentadas por los ratones WT STZ durante las 6 primeras semanas, por lo
que medimos la producciéon de citocinas inflamatorias durante los tiempos
tempranos posteriores a la induccién (grafica 20 A) y también la semana 8 posterior
a la induccion (grafica 20 B) y observamos que en el caso de la citocina TNF-a ésta
se incrementd a partir del dia 5 posterior a la induccion. Los ratones Mif-/-
STZ+MIFrec mantuvieron una alta produccién de TNFa en la semana 6 y 8

posteriores a la induccion comparados con los ratones Mif-/-STZ.
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Grafica 10. Niveles de TNF-a posterior a la restitucion de MIF en ratones Mif-/- STZ. A) Niveles
de TNF-a en los primeros 5 dias de restitucion de MIF. B) Niveles de TNF-a a partir de la segunda
semana posterior a la restitucion de MIF. n =10. p<0.05 ‘t” de Student (Graphpad Prism 6).

Medimos la produccion de IL-12 en ratones Mif-/-STZ+MIFrec y se observé que la
restitucion de MIF ocasioné el incremento en la produccion de IL-12 en los ratones
Mif-/-STZ+MIFrec de manera inmediata a partir del primer dia posterior a la

induccion, esta evaluacion 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 (grafica 21).
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Gréfica 11. Niveles de IL-12 posterior a la restitucion de MIF en ratones Mif-/- STZ. A) Niveles
de IL-12 en los primeros 5 dias de restitucion de MIF. B) Niveles de IL-12 a partir de la segunda
semana posterior a la restitucion de MIF. n =10. p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism 6).

La citocina pro-inflamatoria IL1-B es una de las mas 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-1 a partir del dia 5 post tratamiento con STZ y no
se presentaron diferencias significativas en la concentracion 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
produccién de IL-1B que no se observa con la adicién del MIF recombinante en los

ratones Mif-/-STZ+MIFrec (grafica 22).
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Grafica 12. Niveles de IL-1B posterior a la restitucion de MIF en ratones Mif-/-STZ. A) Niveles
de IL-18 en los primeros 5 dias de restitucién de MIF. B) Niveles de IL-18 a partir de la segunda
semana posterior a la restitucion de MIF. -B Mif-/-STZ+MIFrec. n =10. p<0.05 “t” de Student
(Graphpad Prism 6).

Adicionalmente medimos los niveles de produccion de IL-6 posterior a la restitucion
sistémica de MIF y observamos que durante los primeros 5 dias de induccién la IL-
6 se incrementd de manera significativa comparada con las concentraciones que
presentaron los ratones Mif-/-STZ e incluso superé los niveles producidos por los
ratones WT STZ en una proporcion dos veces mayor a partir del tercer dia posterior
a la induccion (grafica 23 A). Sin embargo, la mayor produccion de IL-6 en los
ratones Mif-/-STZ+MIFrec no se sostuvo y a partir de la segunda semana posterior
a la induccién la produccion en este grupo disminuyé comparado con los ratones

WT STZ (grafica 23 B).

88



IL-6 (pg/ml)

o Mif-/-STZ+ rec 800 ©  Mif-/-STZ+ rec

18007 g WT STZ = WTSTZ .
1600 g Mif-/-STZ *
1400+ = %
1200 %,
1000+ 2 400 *
800 @
600 =
400 200
200
0 T T 1 0 T T T T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6 8 10
Dias post- induccion Semanas post- induccion
p=>0.05 n=8 p>0.05 n=8

Gréfica 13. Niveles de IL-6 posterior a la restitucion de MIF en ratones Mif-/-STZ. A) Niveles de
IL-6 en los primeros 5 dias de restitucion de MIF. B) Niveles de IL-6 a partir de la sequnda semana
posterior a la restitucion de MIF. n =10. p<0.05 “t” de Student (Graphpad Prism 6).

Por ultimo, se midi¢ la citocina IL-10 y se observé una mayor produccién (en algunos
casos casi el doble) durante la primera semana posterior a la induccién en los
ratones a los cuales se les restituyd MIF, sin embargo, la IL-10 no se mantuvo con

alta produccion después de la segunda semana posterior a la induccioén (grafica 24).
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Grdfica 14. Niveles de IL-10 posterior a la restitucion de MIF en ratones Mif-/-STZ. A) Niveles
de IL-10 en los primeros 5 dias de restitucion de MIF. B) Niveles de IL-10 a partir de la segunda
semana posterior a la restitucion de MIF. n =10. p<0.05 ‘t” de Student (Graphpad Prism 6).

CONCLUSION 6. El papel de MIF en los signos de diagndstico de la diabetes tipo

uno se vio corroborado con la restitucion de la proteina recombinante a nivel

sistémico. Se reestablecid la hiperglucemia y la concentracién de la citocinas

inflamatorias se elevaron, principalmente en la semana uno posterior a la induccién

con STZ; el cual es el momento en el que se generd el dano inicial a los islotes

pancreaticos y por lo tanto el desarrollo de la insulitis.
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Caracterizacion general de las clonas de linfocitos T cuya proliferacion

se ve alterada por MIF en el modelo de diabetes autoinmune experimental

6.11.1 Linfocitos T CD4*. El numero de linfocitos CD4* en bazo no presentd
diferencias significativas entre los ratones WT y Mif-/- sanos. Sin embargo, después
de 8 semanas de induccion con STZ los ratones Mif-/- STZ presentaron un mayor
namero de células T CD4" en bazo comparado con los numeros obtenidos de los

ratones WT STZ (grafica 25).
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Gréfica 15. La ausencia de MIF promueve la proliferacién de linfocitos T CD4+. n =10 p<0.05 “t” de
Student (Graphpad Prism 6).

Linfocitos T CD8+. También medimos la proporcion de linfocitos CD8* en bazo a las
8 semanas posteriores a la induccion con STZ y observamos que los ratones Mif-/-

con STZ presentaron mayor numero de linfocitos CD8+ (grafica 26, figura 21).
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Gréfica 16. La ausencia de MIF promueve la proliferacion de linfocitos T CD8+ de bazo, en ratones
inducidos con STZ a las 8 semanas posteriores a la induccién. n =10. p<0.05 “t” de Student
(Graphpad Prism 6).
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Figura 15. La ausencia de MIF promueve la proliferacion de linfocitos T CD8+ de bazo. Histogramas
representativos de 3 experimentos independientes, n=10.
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La ausencia de MIF favorece la proliferacion de linfocitos T reguladores

Los ratones Mif-/- inducidos con STZ presentaron una mayor proliferacion de células

Treg CD4*FOXP3* y CD25"FOXP3*, como se muestra en la figura 22.
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Figura 16. Proporcién 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 induccion.

Analisis de Mg y CDs de islotes pancreaticos de ratones WT y Mif-/-
sanos y a las 8 semanas posteriores a la inducciéon con STZ mediante

inmunofluorescencia directa

De acuerdo con los resultados obtenidos, los ratones Mif-/-STZ presentan un
infiltrado celular menor en los islotes pancreaticos comparado con el observado en

los ratones WTSTZ a las 8 semanas posteriores a la induccién con STZ.

Para corroborarlo, se analizo la presencia de moléculas co-estimuladoras in situ en
Mo, CDs y con la técnica de inmunofluorescencia primaria utilizando anticuerpos

para citometria de flujo.

Me F4/80+. En la Figura 23 se observa la tincidn con anticuerpo Anti-F4/80APC, en
los islotes pancreaticos correspondientes a los ratones WT y Mif-/- sanos en los que
no se observé fluorescencia, lo que indica la ausencia de M@ en los islotes
pancreaticos. Ademas, se observé que los islotes de los ratones WT y Mif-/~- sanos
presentan la morfologia redonda caracteristica de islotes no infiltrados (Figura16)
Después de 8 semanas de inducciéon con STZ, los islotes de ratones WTSTZ
presentan mas puntos de fluorescencia comparado con los registrados en los
ratones Mif-/-STZ. De esta manera, comprobamos in situ que hay un menor infiltrado
de Mo en los islotes de ratones Mif-/-STZ, resultado que concuerda con el numero

de Mo contabilizados en pancreas (Figura 23, grafica 8).
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Figura 17. Inmunofluorescencia primaria de F4/80 en islotes pancreaticos de ratones WT y Mif-/-
sanos y a las 8 semanas posteriores a la induccion con STZ. Las flechas rojas indican la
fluorescencia correspondiente a las células F480+.
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CDs CD11c+. De igual forma analizamos la presencia de células dendriticas por
medio de la tincion con anticuerpo anti-CD11c APC in situ en islotes pancreaticos

de ratones WT y Mif-/- sanos y a las 8 semanas posteriores a la induccion con STZ.

Se observo que en los islotes de los ratones WT y Mif-/- sanos no se obtuvieron
puntos de fluorescencia. Por el contrario, en los islotes pancreaticos de ratones WT
STZ se obtuvieron puntos de fluorescencia, los islotes pancreaticos de este grupo

se encontraron practicamente destruidos, figura 24.

En los islotes de los ratones Mif-/-STZ no se encontraron puntos de fluorescencia,
sin embargo, se observo una ligera deformacion de la morfologia de los islotes; lo
que reveld que no son islotes sanos pero el dafo es minimo. Estos resultados

concuerdan con lo observado mediante citometria de flujo en pancreas (grafica 10).

CD80. Adicionalmente medimos la expresion de la molécula co-estimuladora CD80
con un fluorocromo anti CD80-FITC y observamos que la expresion de la molécula
CD80 correlaciona con la presencia de Mg y CDs en el infiltrado de los ratones
WTSTZ, mientras que no se encontré fluorescencia positiva en los ratones Mif-/-

STZ a las 8 semanas posteriores a la induccién (figura 25).

CD86. Por ultimo, 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 pancreaticos de ratones WT y Mif-/-
sanos y a las 8 semanas posteriores a la induccion con STZ.

97



Mif-/-SANO

WT SANO
/_.—_5\
- .
rdﬂ \
rm < d '
\ “ \ P
- \ -
Q- \‘~—’JJ
f——~s
| \
\
\
-c t
N 7
WTSTZ Mif-/-STZ
| \ / ",
I \ / \
I hRN ! >
\ \ \ {
| ! \\.__._..
‘ , ra\
1 ) \\
\ \ ! .
\ | \____ \
[ ¢ >
(N / T
[ 4 I ﬁ\ / \
| \\ ] \
« L \ {
\
| 1 \\_.___
\ ;
1 » | o
1 < « \ - A}
| \ \

| S,

Figura 19. Inmunofluorescencia primaria de CD80- FITC en islotes pancreaticos de ratones WT y
Mif-/- sanos y a las 8 semanas posteriores a la induccién con STZ.
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Figura 20. Inmunofluorescencia primaria de CD86- FITC en islotes pancreaticos de ratones WT y
Mif-/- sanos y a las 8 semanas posteriores a la induccién con STZ.
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Evaluacion de presentacion de Ag de M¢ de ratones WT y MIF-/- sanos

y con 8 semanas post tratamiento con STZ.

Evaluamos la capacidad de presentacion de Ag de Mg de ratones WT y Mif-/- sanos
y con 8 semanas post induccion con STZ con base a su capacidad de promover la
proliferacion en linfocitos de ratones Tg OVA (por la técnica de incorporacioén con
timidina tritiada- TdR H) y observamos que la mayor proliferacion se obtuvo con los
macrofagos originarios de ratones WT STZ comparado con la proliferacion
observada en las células provenientes de ratones Mif-/-STZ, por lo que se
comprueba que los macréfagos deficientes de MIF no son capaces de promover

una proliferacién de linfocitos eficiente, Grafica 27.
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Gréfica 17. Proliferacién de esplenocitos en presencia de macréfagos 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 proliferacion de linfocitos eficiente en respuesta al mitégeno
concanavalina A (ConA). GraphPad Prism 6.
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Cuantificacion 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 érgano linfoide en el que se lleva a cabo la activacion de
linfocitos, se cuantificd la produccion 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. Cuantificacion de IL-18, IL-10, TGF-B, TNF-a y el regulador de la transcripcion FOXp3 en
esplenocitos totales de ratones WT y Mif-/- sanos y con 8 semanas post-induccién con STZ.
GraphPad Prism 6.

Los ratones Mif-/-STZ presentaron menor expresion de IL-1B, IL-10 y TNF-a, con

respecto a los ratones WT STZ, mientras que, en los ratones Mif-/-STZ se presentd
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mayor expresion del factor de transcripcion FOXp3 que es un regulador maestro de

la actividad y desarrollo de linfocitos T reguladores.
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ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION.
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 estan 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 multiples dosis bajas de STZ
(a pesar de las diferencias patogénicas entre estos modelos) se ha demostrado que
la destruccién de las células pancreaticas resulta del efecto toxico de los radicales
libres (O2-, H202 y oxido nitrico) y citoquinas inflamatorias liberadas por
Mo 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 resulté en la disminucion de la manifestacion de
la enfermedad, la disminucion de los niveles de glucosa en sangre, y la reduccion
de la produccion de citocinas inflamatorias asociadas con el desarrollo de T1DM,

incluyendo TNF-q, IL- 1B, IFN-y, IL- 12, e IL - 23 (141,167, 143).

Nuestro estudio valida y extiende estos hallazgos, demostrando un papel importante
para MIF en la promocion de la expresion de las moléculas co-estimuladora en M@
y DCs durante el desarrollo de DMT1. Demostramos ademas que, los M@ aislados

de ratones Mif-/ - STZ muestran una activacion de células T reducida.
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En la DMT1 es importante el conocimiento del inicio de la insulitis a nivel de
presentacion de antigenos 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 diagnostico temprano de la enfermedad. MIF es
una citocina pro-inflamatoria ampliamente relacionada con el diagnostico y el
desarrollo de la DMT1 (100,138); sin embargo, no se habia evaluado a nivel celular
en el proceso de presentacidon de antigenos y moléculas co-estimuladoras propios

en esta enfermedad.

En este trabajo de tesis, evaluamos la participacion de MIF en la activacién y
maduracién de M@ y CDs que participan en la presentacién de antigenos 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 valido el modelo de inducciéon de DMT 1

con multiples dosis de STZ en ratones WT y Mif-/-.

La STZ (producida por la bacteria Streptomyces achromogenes) contiene en su
estructura quimica una molécula de glucosa (en forma deoxi) vinculada con una
fraccion metil-nitroso-urea altamente reactiva (159), a la cual se le atribuyen los
efectos citotoxicos, mientras que la glucosa se dirige directamente a las células

del pancreas (Figura 28).
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Figura 21. Estructura quimica de la estreptozotocina (STZ) (160).

La STZ es reconocida por el transportador de glucosa 2 (GLUT-2), el cual esta
ampliamente expresado en la membrana plasmatica de las células 3 del pancreas,
en las cuales provoca necrosis celular debido a la fragmentacion del DNA por

especies reactivas de oxigeno (160).

Recientemente, se ha reportado que MIF es producido por las células pancreaticas
y que es liberado por los granulos de insulina en forma autdcrina (168, 169). El dano
quimico de los islotes pancreaticos por la STZ en los ratones WT resulta en la
destruccién de los islotes pancreaticos; lo que podria reducir una fuente importante
de MIF en este modelo experimental. Sin embargo, no se observé una reduccion 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 administracion de STZ.
En este sentido, se sabe que los islotes pancreaticos que quedan después del

tratamiento con STZ producen altos niveles de MIF [21] y que una elevacion de la
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secrecion de MIF precede la muerte de los islotes pancreaticos inducida por IFN-y,
TNF- a e IL-1B (143). Esta evidencia establece que la STZ no influyé en la
produccion / liberacion de MIF por islotes pancreaticos u otras fuentes, sin embargo,
en los ratones Mif-/-, la ausencia de MIF podria alterar la expresion del GLUT-2

importante para el inicio del modelo.

En el presente trabajo, se evalud la produccién o expresion de GLUT-2 en los islotes
pancreaticos de ratones WT y Mif-/- sanos con la finalidad de verificar que la
ausencia de MIF no modifica la produccion y expresion 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 estudio la expresiéon del GLUT-2 en
membrana plasmatica de las células B pancreéticas por inmunofluorescencia (figura
13 A), en donde tampoco se encontraron diferencias en expresion del GLUT-2 entre
los ratones WT y Mif-/-. Ademas, se evalud la forma de los islotes pancreaticos
(figura12) y la presencia de insulina (figura 14, grafica 2) en ratones WT y Mif-/-
sanos sin encontrar ninguna diferencia significativa entre los grupos. Todo lo
anterior nos llevé 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.
Ademas, para complementar la validacion del modelo se administré STZ en altas
concentraciones (80mg/Kg X5) con la cual ambos grupos estudiados mueren
rapidamente. Con lo anterior, se prueba que el modelo es totalmente valido para

ambos grupos.

De acuerdo con los resultados obtenidos posteriores a la induccion 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 (grafica 3). Este resultado
concuerda con reportes previos en los cuales MIF es inhibido con el farmaco “(S,R)-
3-(4-hydroxyphenyl)-4,5-dihydro-5-isoxazole acido acético metil éster” en un modelo
de diabetes autoinmune (141) o con un anticuerpo anti-MIF en ratones NOD (43),
logrando asi un decremento en la hiperglucemia. Efecto que en este trabajo se

demostro in vivo y con un método mas confiable.

Por otro lado, MIF resulté ser una citocina clave en el proceso inflamatorio
autoinmune que se lleva a cabo en los islotes pancreaticos. La deficiencia de MIF
en los ratones MIF ko se reflejo en la baja produccién de citocinas inflamatorias en
los ratones Mif-/-STZ (grafica 4). Se ha reportado que las citocinas mas importantes
en el desarrollo de la DMT1 son IL-18, TNFa, IL-12 e IFNy (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
produccién de estas citocinas inflamatorias e incluso intervienen en la apoptosis de

las células B pancreaticas (142).

MIF ha sido reconocido como una molécula que no soélo promueve la produccién de
citoquinas pro-inflamatorias, sino que también actua como quimiocina. Por ejemplo,
MIF desempefia un papel crucial en el reclutamiento y retencion de leucocitos
durante el desarrollo de la aterosclerosis [57]. Por lo tanto, MIF podria participar en
el proceso de insulitis promoviendo la produccién de citoquinas pro-inflamatorias, y
el reclutamiento de leucocitos en los islotes pancreaticos. En el presente modelo,
los ratones WTSTZ presentaron un numero mayor de islotes infiltrados a las 8

semanas posteriores a la induccion con STZ (tabla 1) comparado con los ratones
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Mif-/-STZ. Ademas, el grado de infiltracion fue mayor en los ratones WTSTZ, y
presentaron concentraciones elevadas de anticuerpos IgG2a (relacionado a una
respuesta Th1) especificos contra AgTIP; mientras que en los ratones Mif-/-STZ se
encontré un menor numero de islotes infiltrados y aquellos en los que se observo
infiltracién celular, ésta fue en menor grado. En ratones Mif-/-STZ se detectaron
concentraciones menores de anticuerpo IgG2a y mayores concentraciones de
anticuerpo IgG1 (ambos especificos contra AgTIP). Esto revela que la presencia de
MIF conduce al establecimiento de una reaccién inflamatoria eficiente y a la

infiltracion en los islotes pancreaticos.

Adicionalmente, se observé que MIF favorece el reclutamiento e infiltracion celular
en el pancreas en modelo experimental de DMT1 (figura 16; graficas 8 y 9) ya que
en los ratones Mif-/-STZ se contabilizaron cuentas menores de M@ y CDs
comparado con los ratones WTSTZ. La misma tendencia se observd en 6rganos
linfoides cercanos como bazo (figura 17, graficas 10 y 11) y cavidad peritoneal

(grafica 12y 13).

Las células presentadoras de antigeno, concretamente Mg 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 expresién de moléculas co-estimuladoras en Mg y DC en
algunas infecciones patoldgicas (171, 172). Aqui, se identifico la expresion de moléculas
co-estimuladoras como CD80 y CD86, TLR-2y TLR-4 en Mg y CDs, asi como la capacidad

de los M@ para activar linfocitos T.

108



MIF influye en la expresion de moléculas co-estimuladoras CD80 y CD86 en Mo y
CDs (figuras 18- 20; graficas 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 expresion apropiada de receptores de
membrana como MHC-Il, TLR-2 y TLR-4 (graficas 14- 16) y moléculas de
membrana como CD40 y CCRS5 (figuras 17 y 18). Trabajos previos han propuesto
que MIF puede mediar la expresion de moléculas co-estimuladoras en Mg y CDs,
ya sea por estimulos 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 debian a MIF, se
reconstituyeron las concentraciones de MIF en ratones Mif-/-STZ con base a las
concentraciones plasmaticas de MIF en ratones WTSTZ (figura 11); tras la
reconstitucion de MIF en ratones deficientes, la hiperglucemia se restablecid
(graficas 19) y la produccion de citocinas inflamatorias aumento a niveles parecidos
en los ratones WTSTZ (graficas 20- 24), con lo que se ratifico el papel de MIF en el
proceso de inflamacion en la DMT1 experimental. Dado que los niveles de IL-6 e IL-
12 bajaron en las ultimas semanas posteriores a la restitucion con STZ, se confirma
que MIF es un poderoso inductor de IL-6 e IL-12, pero sélo si esta presente en una

concentracion constante.

Ademas, 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, asi como en humanos (173- 175). Nuestros resultados confirman que
MIF es esencial para el desarrollo de la hiperglucemia y sugieren que MIF no sélo
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 prob6 que MIF es importante
para controlar la proliferacion de linfocitos CD4* y CD8* (figura 21, graficas 25 y 26).
Ademas de ser un factor limitante en la proliferacion 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.

1)

3) Y

5)

Figura 29. Papel de MIF en el desarrollo de la insulitis. 1) Posterior a la liberacion de antigenos
propios en los islotes pancreaticos, 2) MIF favorece la produccion de citocinas inflamatorias como

110



IL-1B8, TNF-a e IL-12. 3) MIF favorece el reconocimiento y presentacion de antigenos propios en CPA y 4)
promueve la activacién 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 “toxico” de la STZ pudiera ser diferente entre

los ratones WT y Mif-/-.

2. Los ratones WT STZ desarrollaron un grado de inflamacion 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 pancreaticos de los ratones WT STZ presentaron mayor infiltrado
celular a las 8 semanas p.i. comparado con los ratones Mif-/-STZ, lo que indicé que
MIF tiene una participacién importante en el proceso de atraccidn celular hacia los
islotes pancreaticos o participa en el reconocimiento y presentacion de los antigenos

propios de manera indirecta.

4. MIF influye en el reclutamiento de M@ y CDs en el pancreas en el modelo de
DMT1 experimental. Ademas, influye en la expresion de las moléculas co-

estimuladoras CD80, CD86 y CD40 en estas células.

5. MIF es importante para la correcta expresion de receptores de membrana como
MHC-II, TLR-2, TLR-4 y CCR5 en macrofagos y células dendriticas en un modelo

de DMT1 inducida con STZ.
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6. Con la restitucion de la proteina recombinante de MIF en ratones Mif-/- STZ a
nivel sistémico se reestablecio la hiperglucemia y la concentracién de la citocinas

inflamatorias, promoviendo el desarrollo de la insulitis.

7. MIF es importante para el control de la proliferacion de linfocitos CD4* y CD8".
Ademas de ser un factor limitante en la proliferacion de linfocitos T reguladores

CD4*CD8*Foxp3*.

8. Los linfocitos de bazo de ratones WT STZ fueron mas reactivos en el proceso de

presentacion de Ag.

CONCLUSION
MIF es una citocina caracteristica del sistema inmune innato que favorece al
desarrollo de la insulitis presente en la DMT1, debido a que MIF beneficia la
expresion de moléculas co-estimuladoras, que apoyan el reconocimiento de los
antigenos propios, promueve la produccion de auto anticuerpos contra los
antigenos de islote pancreatico e intensifica la insulitis, por lo que MIF puede ser
considerado como un blanco terapéutico eficiente para el control de sintomas y

diagnostico de la enfermedad.
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TaBLE 1: Assessment of the extent of leukocyte infiltration into
pancreatic islets of WT and Mif—/— mice at 8 weeks after STZ
administration.

G Number of Infiltrated  Islets that lost circular
roups . .

islets islets morphology
Wit 100 ND ND
WISTZ 100 100 65
Mif—/— 100 ND ND
Mif-{-STZ 100 33 25

ND: none detected; Wt: wild-type.

Mif-/—STZ (inverted triangles) (Figure 2(e)). No differences
in the serum IL-13 levels were found between WiSTZ and
Mif-/-STZ (Figure 2(f)).

3.3. Mif-/— Mice Showed Reduced Pancreatic Islet Damage
and Cellular Infiltration Compared to Wt Mice after TIDM
Induction. To confirm that STZ reached its target, Wt and
Mif-/— mice were treated with a single high dose of
STZ (150 mg/kg). The toxic effect of high-dose STZ was
similar between Wt and Mif-/— mice (Supplementary
Figure 1 in Supplementary Material available online at
http://dx.doi.org/10.1155/2016/7053963). In both experimen-
tal groups, the toxic effect of STZ was present, and the high
dose of STZ destroys the insulin-producers beta cells, leading
to acute nonimmune-mediated diabetes; in contrast the mul-
tiple low doses of STZ at 40 mg/Kg, daily for five consecutive
days, require participation of immune-inflammatory events
for TIDM development [41].

To assess the damage to f cells in a model of TIDM
induced by multiple low doses of STZ, we sacrificed the mice
at 8 weeks after TIDM induction and removed the pancreas
for H&E staining and histological analysis. We assessed the
number and size of normal and infiltrated pancreatic islets
in each slide for the experimental and healthy mice. Thirty
pancreatic islets were quantified per experimental group.

Islets from healthy Wt and Mif~/- mice had a round
morphology and well-defined borders without cellular infil-
tration (Figures 3(a) and 3(c)). As expected, the pancreas
from WtSTZ showed fewer and smaller islets than those from
healthy Wt mice. Additionally, evident cellular infiltration
led to the breakdown of islet morphology in the pancreas
of WtSTZ (Figure 3(b)). In contrast, partial islet damage
(Figure 3(d)) and no significant reduction in islet number
or size were observed in Mif—/-STZ compared to WtSTZ

As shown in Figure 3(e), Mif—/— mice at 8 weeks after
STZ administration displayed marked reductions in both
invasive insulitis (insulitis grades 3 and 4) and mild peri-
insulitis (insulitis grade 2) in pancreatic islets compared to
WtSTZ. Thus, pancreatic islets from Mif—/—STZ had reduced
damage associated with reduced leucocyte infiltration com-
pared to pancreatic islets from WtSTZ. These results demon-
strated that STZ administration triggers p-cell destruction
followed by insulin deficiency and hyperglycemia in Wt mice.
Although STZ reached the pancreatic islets in Mif—/— mice,
Mif-/-STZ exhibited minor damage compared to WtSTZ.

Journal of Diabetes Research

3.4. Mif-/— Mice Showed Lower Levels of Specific Pancreatic
Islet Antibodies Than Wt Mice after TIDM Induction. In
T1DM, the immune system targets self-antigens within pan-
creatic islets and destroys the inhabiting insulin-secreting f3-
cells. Therefore, autoantibody detection serves as a predictive
factor for the onset of diabetes in both humans and mice
(46, 47].

To investigate how Mif contributes to autoantibody pro-
duction in T1DM, the serum levels of pancreatic islet-specific
[gG2a and IgGl antibodies were determined in Wt and
Mif—/— mice after 2, 4, and 8 weeks after STZ administration.
WISTZ produced high levels of IgG2a at all time points
analyzed (Figure 4(a)) and IgGl only at week 8 (Figure 4(b)).
Importantly, Mif—/—STZ mice displayed significantly lower
levels of both IgG2a and IgGl than WtSTZ (Figures 4(a)
and 4(b), resp.), suggesting suppressed development of an
adaptive immune response. These findings suggest that Mif
modulates the incidence and severity of diabetes by favoring
the development of autoantibodies in TIDM.

3.5. Splenic Mg and DC from Mif-/-STZ Mice Expressed
Lower Levels of Costimulatory Molecules Than Those from
WtSTZ Mice. We showed that the reduced severity of TIDM
in Mif—/-STZ. is associated with decreased pancreatic islet
damage and diminished adaptive immune responses. To
determine whether this phenotype could be related to the
degree of activation of antigen-presenting cells, we charac-
terized the expression of the costimulatory molecules CD80,
CD86, and MHC-II and of the receptors TLR-2 and TLR-4 in
Mg and DC from the spleen and pancreas of Mif~/— and Wt
mice after 0, 2, 4, and 8 weeks of STZ administration.

In cells isolated from the spleen, the percentages of
CD80-, CD86-, MHC-II-, TLR2-, and TLR4-expressing M¢
(F4/80") were similar between healthy Mif—/— and Wt mice
(Figures 5(a), 5(b), 5(c), 5(d), and 5(e), resp., at time 0
post-STZ administration, right panel). Interestingly, upon
STZ administration, Mif—/— mouse M¢ showed impaired
activation, characterized by reduced expression of CD80,
CD86, MHC-I1, TLR-2, and TLR-4, compared with M¢ from
WitSTZ mice (Figures 5(a), 5(b), 5(c), 5(d), and 5(e), resp.).

Similarly, DCs (CDIlc") isolated from the spleen of
Mif~/-STZ mice expressed lower levels of CD80, CD86,
and MHC-II at 4 through 8 weeks after STZ administration
(Figures 6(a), 6(b), and 6(c), resp.), whereas the expression
of TLR-2 and TLR-4 in DCs was reduced at 4 weeks in
Mif-/-STZ compared to WtSTZ (Figures 6(d) and 6(e),
resp.).

3.6. Pancreatic Mg and DC from Mif—/—STZ Mice Express
Lower Levels of Costimulatory Molecules Than Those from
WiSTZ Mice. To investigate the role of Mif in the acti-
vation of APCs in the pancreas, we determined MHC-II
and costimulatory molecule expression in Mg and DC in
the pancreas of Mif—/-STZ and WtSTZ mice. Mg from
Mif—/-STZ expressed lower levels of CD80 and CD86 from
4 through 8 weeks after STZ administration (Figures 7(a)
and 7(b), resp.). Alternatively, reduced expression of MHC-II,
TLR-2, and TLR-4 was detected earlier, from 2 weeks until 8
weeks after STZ treatment (Figures 7(c), 7(d), and 7(e), resp.).
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F1GURE 3: Mif-/— mice conserve their healthy anatomy and exhibit limited cellular infiltration into pancreatic islets after STZ administration.
Pancreases isolated from Wt or Mif —/— mice were examined via histological analysis of eosin-hematoxylin (E&H) staining to establish the
number of pancreatic islets and to determine lymphocyte infiltration (arrowhead in (b)) at 8 weeks after STZ administration. Pancreatic islets
from healthy Wt mice (a); Wt mice treated with STZ, WtSTZ (b); healthy Mif—/— mice (c), and Mif—/— mice treated with STZ, Mif—/-STZ
(d). Compilation of infiltration stages in the pancreas of Wt and Mif—/— mice after STZ administration (e). Pancreatic islets were scored
using the following scale: grade 0 (no insulitis) = 0% infiltration; grade 1 (peri-insulitis) = 1-10% infiltration; grade 2 (moderate insulitis) =
11-<50% infiltration; grade 3 (severe insulitis) = >50% infiltration; or grade 4 (complete insulitis) = complete infiltration. We counted 30-40
islets per experiment using six mice per experimental group, depending on the number of islets that were present in the sections. All data are
representative of two independent experiments, n = 12 from two experiments. ** P < 0.01, GraphPad Prism software 6.
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- WISTZ
V- Mif-/-STZ

(a)

- WiSTZ
V- Mif—/-STZ

(b)

FiGurE 4: Kinetics of antibody responses in type 1 diabetes mellitus models induced by low-dose STZ. Specific production of IgG2a (a) and
IgGl (b) antipancreatic islet antigen antibodies. Sera from Wt (m) and Mif—/— mice (¥) at weeks 0, 2, 4, and 8 after STZ administration were
processed by ELISA, using pancreatic islets antigen (PIAg) as the source of specific antigen as indicated in Section 2. Data are expressed as
the mean reciprocal endpoint titer + SEM. Five to six animals were analyzed in each group. The data shown are representative of one out of
three identical experiments with similar results. Mann-Whitney U test. ** P < 0.01, ™" P < 0.001, GraphPad Prism software 6.

Moreover, DC from Mif-/-STZ mice displayed reduced
CD80 at 4 to 8 weeks (Figure8(a)), CD86 at all time
points analyzed (Figure 8(b)), and reduced TLR-2 and TLR-
4 expression at 4 weeks and 2 weeks, respectively, compared
to DCs from WtSTZ (Figures 8(d) and 8(e), resp.). No
significant differences in MHC-II expression were detected
(Figure 8(c)).

3.7. F4/80" Macrophages and CDIIb" Monocytes Obtained
from Mif-/-STZ Show Impaired Capacity to Induce Spleen
Cell Proliferation. 'The ability of Mg to activate T cells was
investigated using OVA-transgenic T cell cocultures. Mg
were collected from Wt or Mif—/— mice treated or untreated
for 8 weeks with ST'Z. As shown in Figure 9(a), after priming
the cells with OVA in vitro, Mg from Mif-/-STZ mice
induced less T cell proliferation in response to OVA than
Mg from WtSTZ. A similar trend was observed in cocultures
of CDIIb" cells from Mif—/-STZ and OVA-transgenic T
cells (Figure 9(b)). These data suggest a role of Mif in
promoting Me activation, which in turn induces specific
T cell proliferation, particularly in this experimental T1DM
model.

3.8. Mif Reconstitution in STZ-Treated Mif—/— Mice Promotes
Hyperglycemia and Reestablishes the Production of Proinflam-
matory Cytokines in This TIDM Model. The systemic levels
of Mif were reconstituted in Mif—/—STZ mice during the
course of TIDM, as described in Section 2. Mif-/—-STZ that
received rMif (Mif—/—-STZ+rMif) displayed blood glucose

levels similar to those in WtSTZ during the first six weeks
after STZ treatment. However, at 8 weeks after STZ treatment,
the glucose levels were not increased in Mif—/-STZ+rMif
compared to WtSTZ (Figure 10(a)).

Comparable serum levels of the cytokines IL-6 and IL-
12 were observed between Mif~/-STZ+rMif and WtSTZ
during the first 6 weeks after STZ treatment. However, the
levels of these inflammatory cytokines significantly decreased
in Mif—/-STZ+rMif mice at 8 weeks after STZ treatment
compared to WtSTZ (Figures 10(b) and 10(d)). Interestingly,
the serum levels of TNF-a from Mif—/—STZ+rMif were
higher than those of WtSTZ at all time points analyzed
(Figure 10(c)). These results confirm that Mif acts as a
powerful inducer of proinflammatory cytokines involved in
the development of experimental TIDM.

4, Discussion

Currently, there is no doubt that Mif is a key molecule
that promotes proinflammatory immune responses [48]. This
proinflammatory property of Mif contributes to developing
protective inflammatory-Thl immune response in different
models of parasitic diseases [49]. In contrast the same proin-
flammatory property of Mif participates in the pathogenesis
of many inflammatory diseases [50]. In line with the last one,
recently it has been established that high blood levels of Mif
are associated with human T1DM, similar to the findings in
experimental mouse models of TIDM [20, 21, 24, 51].
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Each experiment was repeated three times (n = 3) and individually analyzed. *p < 0.05, **p < 0.01, or ***p < 0.001, GraphPad Prism

software 6.

Studies in NOD mice or mice treated with multiple low
doses of STZ (despite the pathogenic differences between
these models) have shown that pancreatic 8 cell destruction
results from the toxic effect of free radicals (O,, H,0,,
and nitric oxide) and inflammatory cytokines released by
activated Mg and 'T' cells [15, 41, 52]. Therefore, both models
have been widely used to dissect the role of Mif in the
pathogenesis of T1DM using anti-Mif monoclonal antibody
treatment or using Mif—/— mice. In all cases, the lack of
Mif resulted in diminished manifestation of the disease,
decreased glucose blood levels, and reduced production
inflammatory cytokines associated with the development of
TIDM, including TNF-«, IL-13, IFN-y, IL-12, and IL-23 [21,
22, 24]. Our study validates and extends these findings by
demonstrating an important role for Mif in promoting cos-
timulatory molecule expression in Mg and DC during TIDM
development. We further demonstrate that, in addition to
regulating Mg and DC activation in T1DM, Mg isolated from
TIDM Mif—/— mice exhibit reduced T cell activation.

Here, we observed that Wt mice treated with STZ
exhibited high blood glucose levels greater than 400 mg/dL
but Mif-/-STZ mice developed lower glucose levels of
approximately 200 mg/dL, in association with lower serum
levels of proinflammatory cytokines. After reconstituting Mif
using exogenous rMif, Mif~/-STZ showed blood glucose
levels and IL-6 and IL-12 levels similar to those in WtSTZ
from 2 to 6 weeks after STZ treatment. Interestingly, TNF-«
serum levels from Mif—/—STZ+rMif were higher than those
of WtSTZ at all time points analyzed. The reduction levels
of blood glucose, IL-6, and IL-12 observed in Mif~/-STZ
mice, on week 8, probably were because the animals did not
receive rMif injections on week 8, as mentioned in Section 2,
so the residual effect of rMif from week 1 to week 7 was
insufficient to induce IL-6 and IL-12 levels at 8 week similar
to that observed in the WtSTZ mice in this point, at least

for these two cytokines. These observations confirm that Mif
exogenous acts as a powerful inducer of IL-6 and IL-12, but
only if it is present in steady high concentration.

In addition, we found that Mif~/-STZ did not produce
detectable levels of islet autoantibodies, in contrast to WtSTZ,
which produced high levels of islet autoantibodies. It is
well known that the early presence of islet autoantibodies
is decisive in the development of diabetes by NOD mice as
well as humans [46, 47, 53]. Our results confirm that Mif is
essential for the development of hyperglycemia and suggest a
role for Mif not only in the innate immune response but also
in the adaptive immune response in TIDM.

Recently, it has been reported that Mif is produced by
pancreatic f3-cells and that Mif is released by insulin granules
in an autocrine fashion [54, 55]. The chemical destruction of
B-pancreatic islets by STZ in Wt mice damaged S-pancreatic
islets; this condition could reduce one major source of Mif in
this experimental TIDM model. However, we did not observe
a reduction in Mif levels in this model; in contrast, Wt mice
produced high serum levels of Mif after STZ administration.
In line with this finding, it is known that the pancreatic
islets remaining after treatment with STZ produce high levels
of Mif [21] and that an elevation of Mif secretion precedes
pancreatic islet death induced by IFN-y, TNF-¢, and IL-1
[24]. This evidence establishes that STZ did not influence
Mif production/release by pancreatic islets or other cellular
sources, such as T cells, DC, and Mg infiltrating the pancreas.

The loss of insulin production in T1DM is related to pan-
creatic f3-cell destruction due to insulitis [56]. We observed
that WtSTZ developed high serum levels of Mif and low
insulin levels compared to Mif-/-STZ, which expressed
insulin levels comparable to those in healthy mice. The
histological analysis of pancreatic islets showed that WtSTZ
displayed 100% insulitis, compared to the 33% insulitis
observed in Mif—/-STZ mice. These observations confirm
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that Mif deficiency resulted in pancreatic islet protection,
probably by controlling the functional activity and modu-
lating the secretory capacity of proinflammatory cytokines
produced by T cells, DC, and Mg that reach the pancreatic
cells.

Mif has been recognized as a molecule that not only
promotes proinflammatory cytokine production but also acts

as achemokine. For example, Mif plays a crucial role in leuko-
cyte recruitment and arrest during atherosclerosis develop-
ment [57]. Therefore, Mif could participate in the process
of insulitis to promote the production of proinflammatory
cytokines, but Mif could also promote leukocyte recruitment
to pancreatic 3-cells. For this reason, Mif—/—STZ exhibited
reduced insulitis.
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FIGURE 9: Macrophages and monocytes from Mif—/— mice have impaired ability to induce lymphocyte proliferation. At 8 weeks after 5TZ
treatment, Wt (m) or Mif—/— (0) Mg (F4/80") and monocytes (CD11b") primed with 10 gg/mL OVA were cocultured with OVA-transgenic T
cells for 5 days. Subsequently, [3H]-thymidine was added for 18 h, and [3H]-thymidine incorporation was measured. The values are presented
as means + SEM counts per minute (CPM) from triplicate wells of three independent experiments (n = 8). P < 0.050r " P < 0.01. GraphPad

Prism software 6, GraphPad Prism software 6.

Antigen-presenting cells, Mg and DC, are key mediators
of the development of TIDM [4]. Moreover, it has been
proposed that DC orchestrate the autoimmune response in
TIDM via TLR-2 and TLR-4 [58]. Previous studies by us
and others have shown that Mif induces the expression of
costimulatory molecules on Mg and DC in some pathological
infections [59-61]. Here, we identified the expression of
costimulatory molecules and TLR-2 and TLR-4 on Mg and
DC, as well as the ability of Mg to activate T lymphocytes.

Our results demonstrated that both Mg and DC from
the spleen and pancreas of Mif—/—STZ mice expressed lower
levels of CD80, CD86, MHC-II, TLR-2, and TLR-4 than those
of WISTZ. These results demonstrate a role of Mif in the
activation of Mg and DC to promote costimulatory molecule
expression, which might drive pancreas-specific T cell acti-
vation and effector Thl subset differentiation, processes that
have been associated with subsequent pancreatic injury in
TIDM.
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proliferation [62]. This conclusion agrees with the result that
blocking CD8&6 prevents the development of diabetes in NOD
mice [63]. Moreover, mutations in the MHC-II molecule lead
lo development of autoimmune diabetes [64].

By another hand, the differentiation state of Mg is an
important determinant for T cell response in TIDM. Two
major populations have been defined, the classically acli-
vated (CA) Mg secreling proinflaimmatory cylokines such
as TNF-@, IL-6, and 1L-1 and reaclive oxygen species;
and alternatively activated (AA) Mg which secrete anti-
inflammatory factors including TGF-$ and 1L-10. In TIDM
it has been established that CAMg trigger inflammatory
responses which initiates insulitis and pancreatic g cell death,
whereas the AAMg decreases hyperglycemia, insulitis, and
inflammation in the pancreas [65].

As Mif is a regulator of many proinflammatory cytokines
that are characteristic for the CAMep, Mif has been proposed
as CAM¢ macrophage-polarizing factor [66]. However, there
are few and contrary experimental evidences about how Mif
might participate in the polarization to AAMg or CAMeg.
In a mouse model of nonalcoholic fatty liver disease Mg in
liver from Mif—/— mice were skewed toward AAMeg [67]. By
contrary, in the melanoma mouse model Mg-derived Mif
participates in AAMg polarization [68]. Moreover, murine
Mif and filarial nematode parasite (Brugia) Mif protein
induced proinflammatory cytokines release. Howewver, Mif
also induce upregulation of IL-4 on bone marrow-derived
mouse Mg, which when treated in vifro with Mif and IL-4
induce AAMg [69]. Here, we show that Mg [rom Mif—/-STZ
mice display reduced proinflammatory cytokine production
and exhibit reduced ability to induce T lymphocyte prolifer-
ation in response to OVA. It is possible that Mif deficiency
influences on AAMg polarization in this model; however,
more experiments are necessary to establish this.

5. Conclusions

We show for the first time a role of Mif in promoting
costimulatory molecule expression in Mg and DC in TIDM.
These results reveal Mif as a key regulator of proinflammatory
function and Mg and DC activation in TIDM. Although
more specific experiments are required, there is no doubt that
Mif represents a potential target for anti-Mif therapy, which
might attenuate the autoimmune process in TIDM.
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APENDICE 3

Soluciones, medios de cultivo, buffers y técnicas complementarias.
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Buffer de citratos (10 ml)

Citrato de sodio (Na3CsHs07) al 0.05M

0.147 gr de citrato de sodio

10 ml de S.S. estéril.

Ajustar el pH a 4.5 con acido citrico 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 solucion de

Hanks complementado)

Ficoll al 23%. Mezclar 1.6 ml de solucion de Hanks complementado con 8.4 ml de

ficoll al 27%.

Ficoll al 20%. Mezclar 2.4 ml de solucion de Hanks complementado con 7.6 ml de

ficoll al 27%.

Ficoll al 11%. Mezclar 6 ml de solucion 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 ul de Bromuro de Etidio (Sigma-Aldrich Quimica, 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 antibidtico estéril

10 ml de FBS estéril

PBS (1L)

8.00gr Cloruro de sodio (NaCl)

0.20gr Fosfato de sodio monobasico (KH2PO4)
1.15gr Fosfato de disodio (Na2HPO4)

0.20gr Cloruro de potasio (KCI)

Aforar a 1L con ddH20

PBS-BSA al1 %

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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Solucién hemolizante (100 ml)

Solucion A) Cloruro de amonio (CINH4, PM= 53.49 g/mol) al 0.16M

1. 0.87gr de cloruro de amonio

2. 100 ml de agua destilada

Solucion B) Tris base ((HOCH2)sCNH2 PM= 121.14g/mol) al 0.17M

1. 2.05 gr de tris base

2. 100 ml de agua destilada

Tomar 8 partes de solucion A mas 2 partes de solucion B y ajustar el pH a 7.4

Solucién de Hanks GIBCO ® (500 ml)

500 uL de antibiotico

12.5 ml de albumina

Solucién de digestidon de pancreas

0.3 mg de colagenasa (SIGMA- ALDRICH) por ml de medio DMEM al 10% (1 ml de

solucion de digestion por cada pancreas extraido).

Solucion de dispersion de islotes pancreaticos

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)sCNH2.

5.5 gr de acido borico (H3BO3).

4 ml de EDTA (C10H16N208) al 0.5M

Aforar a 1L con ddHz20

Buffer de citratos para recuperacién antigénica

Solucién A. Acido citrico 0.1M ~ ---—-- 19.21gr en un litro de ¢H20.

Solucién B. Citrato de sodio ~ --—--- 25.81 gr en un litro de ¢H20

Mezclar 9.5 ml de solucién A con 41.5 ml de solucién y aforar a 100 ml con ¢H20.
Solucién bloqueadora de glicina

Glicina al 0.1M (0.75 gr de glicina en 100 ml de PBS).
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Inmunohistoquimica para insulina, glucagén 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

H20 dd con 0.1% de H202 --- 15 minutos

4. Lavar con PBS 1X

5. Lavar con TBS 1X

6. Solucion perforante bloqueadora 1hr
SNC 2%
Tritén 0.3%
TBS 1X

7. Lavar con TBS 1X

8. Incubar con el anticuerpo a insulina/ glucagon/ GLUT-2 a T° ambiente
durante 4 hrs en camara humeda o a 4°C toda la noche en cdmara humeda
(1:2000).

9. Lavar con TBS 1X

10.Incubar con Ac a cobayo conjugado con biotina 1:100 en TBS 1X, SNC 1%

durante 1 hr 30 min a T° ambiente en camara humeda.
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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 camara humeda

14.Lavar con TBS1X

15.Agregar DAB (10ml TBS 1X, 100 pl de H202y una tableta de DAB) hasta

obtener la coloracién deseada.
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Cuantificacion de proteinas 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 cuprico al 1%

C: Tartrato sddico-potasico al 2%

D: Albumina (1mg/ ml)

En el momento de su uso se mezclan 50ml de A con 0.5 mlde By 0.5 ml de C.

Se debe contar con Reactivo de fenoles de Folin-Ciocalteau en el momento y

diluirlo en una proporcién de 1:2 con agua destilada.

Preparacion de la curva de calibracion

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11

Albumina (ml) 00 |01 |02 |03 (04 (05 |06 |07 |08 |09 |10
Agua (ml) 10 (09 (08 (0.7 |06 |05 |04 |03 |02 0.1 |00
Reactivo de Lowry 40 (40 (40 (40 |40 |40 |40 |40 |40 (40 |40

Anadir 400 ul de reactivo FOLIN a cada tubo incluyendo los tubos problema y

dejar reposar alrededor de 15 minutos hasta obtener una coloracion azul.

Posteriormente, leer las muestras en el espectrofotometro a una longitud de onda

de 260/ 280nm.
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Inmunofluorescencia directa (utilizando anticuerpos de superficie para

citometria de flujo)

1.

2.

8.

9.

Extraer el tejido y fijarlo toda la noche en paraformaldehido al 4%.
Sacar el tejido y enjuagar con agua corriente por dos horas u ponerlo en un crio-
protector.
Colocar el tejido en:  sacarosa al 10% durante dos horas

Sacarosa al 20% durante dos horas

Sacarosa al 30% durante dos horas
Incluir el tejido en Tissu-tek y congelarlos en nitrégeno liquido o acetona con
hielo seco.
Hacer cortes en el criostato de 3-5 micras y colocar los cortes sobre porta objetos
tratados con Poly- L- lisina.
Lavar con PBS hasta que se quite por completo el Tissu-Tek.
Hacer recuperacion antigénica con buffer de citratos en olla de presién (un
minuto, maximo 5 a temperatura maxima).
Enfriar en hielo.

Lavar con PBS.

10.Poner una hora en solucion bloqueadora de glicina.

11.Poner el Ac en una dilucién 1:100

12.Dejar en camara humeda toda la noche.

13.Lavar con PBS.

14.Montar.
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